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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Alzheimer-Demenz

Die Alzheimer-Demenz (AD) ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung der
alterwerdenden Gesellschaft und betrifft mehr als die Halfte der Demenzfalle
(siehe Abbildung 1), (Clarfield 2003, Finder und Glockshuber 2007). Im
Krankheitsverlauf der AD wird zunehmend das Kurzzeit- und das
Langzeitgedachtnis beeintrachtigt (MacDuffie, Atkins et al. 2012). Aulierdem
entwickeln sich Einschrankungen der Sprache und Veranderungen der
Personlichkeit des Menschen (LaFerla, Green et al. 2007, Mucke 2009).

9 %
15 % Sonstige

Mischformen
von Demenz

15 %

Vaskulare

Demenz 65 %
Alzheimer-
Demenz

Abbildung 1: Prozentuale Darstellung der Demenz-Krankheiten Alzheimer-Demenz ist die
haufigste Form der Demenz, gefolgt von Vaskularer Demenz und Mischformen von Demenz nach
(Sutterlin, HoRmann et al. 2011).

Im Jahr 2006 lag die Pravalenz weltweit bei mehr als 26,6 Millionen Menschen.
Die Tendenz ist aufgrund der alter werdenden Gesellschaft weiter steigend. Fur
das Jahr 2050 wird eine Pravalenz von uber 106 Millionen prognostiziert
(Brookmeyer, Johnson et al. 2007, Leal und Yassa 2013). Dadurch ergibt sich
nicht nur ein gesteigertes gesundheitliches, sondern auch ein gesteigertes

wirtschaftliches Interesse. Allein fur Europa wurden fur das Jahr 2008 die
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Gesundheitskosten fur Demenzkranke auf 177 Milliarden Euros geschatzt (Wimo,
Jonsson et al. 2011). Daher ist die weitere Forschung zum grundlegenden
Verstandnis und zur Heilung der Alzheimer-Demenz ein unsagbar wichtiges
Gebiet. Im folgenden Kapitel werden die zwei Formen der Alzheimer-Demenz,

der klinische Verlauf und die neuropathologischen Merkmale naher erortert.

1.1.1 Die familiare und die sporadische Alzheimer-Demenz

Im Allgemeinen lasst sich die AD in eine familiare und eine sporadische AD
untergliedern (Eckert, Marques et al. 2003). Die familiare AD betrifft weniger als
1 % der AD-Patienten und wird durch genetische Mutationen hervorgerufen. Aus
diesem Grund tritt sie nur in verschiedenen, einzelnen Familien auf (Blennow, de
Leon et al. 2006). Weiterhin lasst sich die familiare AD in eine frih auftretende
und eine spat auftretende Form unterteilen (Woo, Baik et al. 2011). Die ersten
Symptome der frih auftretenden Form treten zwischen dem 30.und dem
65. Lebensjahr auf. Bei Patienten der spat auftretenden Form und der
sporadischen AD werden die ersten Symptome erst ab dem 65. Lebensjahr
festgestellt (Piaceri, Nacmias et al. 2013).

Im Gegensatz zu der familiaren AD kann fur die sporadische AD noch keine
eindeutige Ursache bestimmt werden. Aktuelle Forschungen gehen davon aus,
dass es sich bei der sporadischen AD nicht um nur eine Ursache handelt,
sondern dass die sporadische AD eine multifaktorielle Krankheit ist (Igbal und
Grundke-Igbal 2010, Morris, Honea et al. 2014). Dazu gehdren unter anderem
der Einfluss durch genetische Faktoren, vaskulare Veranderungen, den
Lebenswandel oder durch Stoffwechselerkrankungen (Imtiaz, Tolppanen et al.
2014, Reitz und Mayeux 2014). Als grofter Risikofaktor wurde das Lebensalter
identifiziert (Keller 2006). Im Alterungsprozess verlieren die Zellen ihre Plastizitat,
wodurch die Anpassungsfahigkeit der Zellen an zum Beispiel oxidativen Stress
oder an einen gestorten Energiemetabolismus nur noch eingeschrankt
vorhanden ist. Diese Veranderungen wirken zusatzlich auf die Neuronen und
fordern somit den neurodegenerativen Prozess (Riddle, Sonntag et al. 2003,
Fjell, McEvoy et al. 2014, Sykora, Misiak et al. 2015).
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1.1.2 Der klinische Verlauf der Alzheimer-Demenz

Der klinische Verlauf der AD besteht aus den drei folgenden Stadien: die
praklinische AD, das Stadium der leichten kognitiven Beeintrachtigungen und das
Stadium der Demenz. In der praklinischen AD sind noch keine Symptome
vorhanden, allerdings sind Veranderungen, wie z.B. erste Ablagerungen des [3-
Amyloid-Proteins und/oder des Tau-Proteins (siehe 1.1.3), in der
Zerebrospinalflissigkeit (CSF) oder im Gehirn bereits messbar (Budson und
Solomon 2012, Sperling und Johnson 2013, Riedel 2014). Aktuelle Berichte
deuten darauf hin, dass diese Veranderungen wahrscheinlich mehr als 20 Jahre
vor den ersten Symptomen auftreten. Allerdings konnte bisher noch kein
diagnostischer Test dazu entwickelt werden (Bateman, Xiong et al. 2012, Thies
und Bleiler 2013). In dem Stadium der leichten kognitiven Beeintrachtigung
werden die ersten Veranderungen des Denkvermdgens wahrgenommen (Albert
2011). Aber nicht jeder Patient, der an einer leichten kognitiven Beeintrachtigung
leidet, entwickelt eine Demenz. Im Stadium der Demenz vermindern sich die
Gedachtnisfunktion, das Denkvermogen und die Bewaltigung des Alltags
(Roberts und Knopman 2013). Die daraus resultierenden physischen
Beeintrachtigungen, Mangelerndhrung und eine verringerte Immunantwort
beglnstigen das Eindringen von schwerwiegenden Infektionen, die zum Tode
fuhren kénnen. Die haufigste Todesursache der AD-Patienten ist die Pneumonie
(Kalia 2003).

Bislang kann die klinische Diagnose der AD nur lange nach Ausbruch der
Krankheit erfolgen. Nach Diagnosestellung betragt die Lebenserwartung noch
ungefahr drei bis neun Jahre bis zum Tod des Patienten. Eine zweifelsfreie
Bestatigung der Krankheit ist zum bisherigen Kenntnisstand nur post mortem
maoglich (Hampel, Prvulovic et al. 2011, Ridge, Ebbert et al. 2013).

1.1.3 Neuropathologie

Ein makroskopisches Merkmal in den Gehirnen von Demenzerkrankten ist die
zerebrale Atrophie, die in der AD im Hippokampus und im Kortex prasent ist

(Abbildung 2, links). Im Vergleich zum gesunden, alternden Menschen ist die
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zerebrale Atrophierate der AD-Patienten um das sechsfache erhoht (Fox,
Cousens et al. 2000, Fotuhi, Hachinski et al. 2009). Daraus wird deutlich,
welchem Ausmall an neurodegenerativen Prozessen das Gehirn der AD-
Patienten ausgesetzt ist.

In der mikroskopischen Analyse treten in der Pathogenese der AD zwei
spezifische, abnorme Proteinstrukturen auf, die beide aus stark unléslichen und
dicht gepackten Filamenten aufgebaut sind. Dabei handelt es sich um senile
Plaques und neurofibrillare Bundel, siehe Abbildung 2, rechts (Bloom 2014). Die
senilen Plaques sind extrazellulare Aggregate des [(-Amyloid-Proteins. Die
neurofibrillaren Blndel (,neurofibrillary tangles“, NFTs) bestehen aus einer
hyperphosphorylierten Form des Tau-Proteins im Zytoskelett der Neuronen (Balin
und Hudson 2014). Die Anreicherung beider Proteine beginnt im entorhinalen
Kortex und im Hippokampus. Im weiteren Verlauf der Krankheit breiten sich die
senilen Plaques und die NFTs in den frontalen, in den parietalen und in den
frontal assoziierten Kortex aus. Die ersten L&sionen entstehen zuerst im
Hippokampus und im Assoziationskortex, da die dafur zustandigen Neurone nur
wenig myelinisiert und somit leicht vulnerabel sind. Diese Bereiche sind fur das
Gedachtnis und das Lernen verantwortlich. Die stark myelinisierten Neurone
hingegen sind erst im Endstadium der AD betroffen (Braak, Del Tredici et al.
2000, Bartzokis 2004, Jahn 2013).
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aques Tangles

Gehirn eines  Gehirn eines
gesunden AD-Patienten
Menschen

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Pathologie der AD. In der Abbildung ist das
Gehirn eines AD-Patienten im Vergleich zu einem gesunden Menschen dargestellt. Das AD-
Gehirn ist durch zerebrale Atrophie und durch Protein-Ablagerungen gekennzeichnet. Die senilen
Plaques sind als hellbraune, extrazellulare Aggregate und die neurofibrilldaren Bindel als
dunkelfarbene, intrazellulare Anreicherung dargestellt, abgeandert nach (Blennow, de Leon et al.
2006) und www.alz.org.

1.2 Das B-Amyloid-Protein

Das B-Amyloid-Protein (AB) tragt einen wichtigen Teil zur Pathogenese der
Alzheimer-Demenz bei. Aus diesem Grund soll im folgenden Abschnitt die
Amyloid-(Kaskaden)-Hypothese, die Prozessierung des Amyloid-Vorlaufer-
Proteins und eine besondere Isoform von AB, das Pyroglutamat-modifizierte
AB(3-42), beleuchtet werden.

1.2.1 Amyloid-(Kaskaden)-Hypothese

Die Pathogenese der AD ist ein vielseitig diskutiertes Gebiet und bis heute noch
nicht eindeutig geklart. Eine der einflussreichsten Hypothesen Endes des
20. Jahrhunderts war die Amyloid-Kaskaden-Hypothese. In dieser Hypothese
wurden die senilen Plaques als erste Lasion und somit als der Ursprung der
Pathogenese der sporadischen AD erachtet. Als nachfolgende und daraus

resultierende Ergebnisse wurden NFTs, degenerierte Neurone, vaskulare
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Veranderungen und letztendlich die Demenz angesehen (Hardy und Higgins
1992). Seit ihrer Aufstellung wurde die Amyloid-Kaskaden-Hypothese weiter zur
~<Amyloid-Hypothese“ modifiziert, da spatere Erkenntnisse eine lineare Beziehung
zwischen der Demenz und der Anhaufung der senilen Plaques nicht eindeutig
belegen konnten (Klein 2002, Karran, Mercken et al. 2011). In der Amyloid-
Hypothese werden die Oligomere von AR, auch als AB abgeleitete,
diffusionsfahige Liganden bezeichnet, als Ausléser der Kaskade definiert (Haass
und Selkoe 2007). Oligomere bilden eine Zwischenstufe in der Aggregation von
Plaques. Dabei lagern sich AB-Monomere uber weitere Zwischenstufen zu
Oligomeren zusammen, welche sich Uber weitere Zwischenstufen zu Fibrillen
akkumulieren. Mehrere Bundel von Fibrillen bilden letztendlich die senilen
Plaques (Haass und Selkoe 2007, Klyubin, Cullen et al. 2012). Die Oligomere
sind im Gegensatz zu den senilen Plaques als toxische Spezies erkannt worden.
Eine Spezies von AR, die ein hohes Aggregationspotential zu Oligomeren
aufweist, ist AB(1-42), auf die in spateren Abschnitten weiter eingegangen wird
(Lue, Kuo et al. 1999). Es ist nachgewiesen worden, dass die Oligomere die
Funktion der Synapsen durch die Inhibierung der hippokampalen Langzeit-
Potenzierung beeintrachtigen, die einen entscheidenden Einfluss auf das
Erinnerungsvermdgen ausubt (Lambert, Barlow et al. 1998, Walsh, Klyubin et al.
2002, Haass und Selkoe 2007). Im weiteren Verlauf der Kaskade werden die
senilen Plaques und auch lokale Entzindungsreaktionen als nachfolgende
Ereignisse erachtet. Diese Ereignisse verstarken wiederum die synaptische und
auch die neuronale Dysfunktion. Oxidativer Stress und ein gestorter
lonenhaushalt sind die Folge. Dies beeintrachtigt auch das Tau-Protein und es
entstehen NFTs. Die Storung der Homoostase und das weiter daraus
resultierende Sterben der Neuronen setzen sich weiter im Gehirn fort. Als
Konsequenz folgt das Stadium der Demenz, siehe auch Abbildung 3 (Haass und
Selkoe 2007). Auch wenn diese Hypothese bislang nicht zweifelsfrei bewiesen
werden konnte, ist sie allgemein anerkannt worden (Morris, Clark et al. 2014,
Rosenblum 2014).
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¢ Erhohte Produktion und reduzierter Abbau von AR

e Oligomerisierung von AB(1-42) sowie erste diffuse Ablagerungen

e Erste Beeintrachtigungen der synaptischen Funktion

¢ Lokale Entziindungsreaktionen, amyloide Plaquebildung

e Progression der synaptischen, neuronalen Dysfunktion

¢ Oxidativer Stress, Storung des neuronalen lonenhaushaltes

Atypische Oligomerisierung und Phosphorylierung des Tau-Proteins

¢ Ausbreitung der neuronalen Dysfunktion und des Zelltods

¢ Fortschreitende Demenz mit NFTs und Plaques

CECEEET

Abbildung 3: Amyloid-Hypothese. Die Amyloid-Hypothese beschreibt die Oligomerisierung von
AB(1-42) als Ausloser der synaptischen Dysfunktionen, wodurch eine Kaskade an Neuronen
schadigenden Ereignissen in Gang gesetzt wird, die letztendlich zur Demenz mit NFTs und
Plaques flihrt, nach (Haass und Selkoe 2007).

1.2.2 Prozessierung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins zu A

AB entsteht durch die Prozessierung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP),
einem Typ | Transmembran-Glykoprotein. Die physiologische Funktion von APP
konnte bisher noch nicht eindeutig identifiziert werden. Es wird aber diskutiert, ob
APP als Rezeptor fur einen Liganden oder als Wachstumsfaktor agieren konnte
(O'Brien und Wong 2011, Dawkins und Small 2014). Tatsache wiederum ist, dass
APP sowohl in neuronalen als auch nicht-neuronalen Zellen ubiquitar exprimiert
wird (Muller und Zheng 2012).

Die Proteolyse von APP kann uber den nicht-amyloidogenen und Uber den

amyloidogenen Weg erfolgen. Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch eine
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a-Sekretase (z. B. ADAM9, ADAM10, ADAM17 und weitere) oder durch eine [3-
Sekretase innerhalb der AB-Region geschnitten, so dass kein AR gebildet werden
kann. Die entstandenen Produkte sind das C-terminale Fragment 83 (C83) und
die losliche N-terminale Ektodomane, sAPPa. Wahrend A aus dem
amyloidogenen Weg neurotoxisch wirkt, besitzt hingegen sAPPa eine
neuroprotektive Funktion. C83 kann durch die y-Sekretase noch in die
intrazellulare Domane von APP (AICD) und das l6sliche P3 gespalten werden
(Zheng und Koo 2006, Zhou, Chan et al. 2011, Claeysen, Cochet et al. 2012,
Zhang, Ma et al. 2012).

Der pathogene Weg ist der amyloidogene Weg, Uber den das ungefahr 4 kDa
grolke AP freigesetzt wird (siehe Abbildung 4). Dafir verantwortlich sind zwei
Aspartyl-Proteasen: eine B-Sekretase, auch B-site APP cleaving enzyme (BACE-
1) genannt, und die y-Sekretase. Die B-Sekretase durchspannt die Membran und
besitzt ihr aktives Zentrum im Lumen. Das katalytisches Zentrum der y-Sekretase
besteht aus dem Heterodimer Prasenilin-1 und -2 (PS1 und PS2) sowie aus drei
Membranproteinen (Nicastrin, Stabilisationsfaktor Aph-1 und dem Prasenilin-
Verstarker Pen-2) (Zhang, Thompson et al. 2011, Reitz und Mayeux 2014). Im
amyloidogenen Weg zu AB schneidet zuerst die B-Sekretase an Position 671 von
APP. Dabei entsteht ein grol3es, I0sliches N-terminales Fragment (sAPPB) und
das 99 Aminosauren lange C-terminale Fragment (C99-Fragment). Das
C99-Fragment wird im Anschluss durch die y-Sekretase zwischen der 38. und
43. Aminosaure geschnitten. Es werden die intrazellulare Domane von APP
(AICD) und das monomere A frei (Rajendran und Annaert , Sathya, Premkumar
et al. 2012).
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a-Sekretase
B-Sekretase y-Sekretase

Lumen Zytosol
N\ /
APP  H,N- |>COOH

TMD
B-Sekretase ‘L

sAPPf IS T C99

‘L y-Sekretase

AICD =
Ap_ .

DAEFRHDSGY EVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV ,4(1A) 45

Abbildung 4: Proteolytische Spaltung von APP zu AB. APP kann Uber den nicht-
amyloidogenen Weg und den amyloidogenen Weg prozessiert werden. Im nicht-amyloidogenen
Weg schneidet die a-Sekretase innerhalb der AB-Region, so dass kein AR prozessiert wird. Im
amyloidogenen Weg bewirkt die Proteolyse durch die 3- und die y-Sekretase die Freisetzung von
AB. Die Aminosauresequenz von AB1-40 bzw. AB1-42 ist unten dargestellt, nach (Kumar-Singh
2009, Bekris, Yu et al. 2010).

1.2.3 Pyroglutamat-modifiziertes A

In den Gehirnen von sporadischen und familidren Alzheimer-Patienten wurden
verschiedene Isoformen von AB identifiziert, die sich aufgrund der multiplen
Schnittstellen der y-Sekretase oder durch posttranslationale Modifikationen
voneinander unterscheiden. Die am haufigsten vorkommenden Isoformen sind
AB(1-42), AB(4-42), AB(1-40) und das Pyroglutamat-modifizierte AB(3-42)
(PEAB3-42) (Portelius, Bogdanovic et al. 2010, Kumar und Walter 2011,
Rajendran und Annaert 2012). Das pEAB(3-42) spielt in der AD eine besondere

Rolle, da es die Aggregationsbildung von AB nachweislich verstarkt. Aus diesem
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Grund wird im folgenden Abschnitt die Bildung und die Bedeutung des pEAB(3-

42) ausfuhrlicher ergriindet.

1.2.3.1 Die Bildung des pEAB(3-42)

Der Ausgangspunkt fur die Bildung des pEAB(3-42) ist das AB(1-42) (Sequenz
siehe Abbildung 4), das am N-Terminus um zwei Aminosauren zu AB(3-42)
gekurzt wird. Der Mechanismus, der die N-terminale Verkurzung bewirkt, ist noch
unklar. Denkbar ware die Entstehung in der Prozessierung von APP oder die
post-translationelle Modifikation durch Aminopeptidasen. Es konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass das AB-degradierende Enzym Neprilysin neben anderen
Schnittstellen auch zwischen Position 2 und 3 schneidet (Leissring, Lu et al.
2003). Ein weiterer Mechanismus konnte dem Einwirken von reaktiven
Sauerstoffspezies zugrunde liegen, welches zur Oxidation und schliel3lich zur
Spaltung der Peptidbindung fihren konnte (Kowalik-Jankowska, Ruta et al.
2004).

Im nachsten Schritt wird AB(3-42) an Position 3 zu Pyroglutamat modifiziert.
Diese Reaktion kann entweder aus der Aminosaure Glutamat (E) oder der
Aminosaure Glutamin (Q) hervor gehen (Schilling, Hoffmann et al. 2004, Cynis,
Schilling et al. 2006). Das Glutamat wird mit Hilfe der Glutaminylzyklase unter
Wasserabspaltung zu pEAB(3-42) zyklisiert, siehe Abbildung 5A (Schilling,
Hoffmann et al. 2004, Schilling, Appl et al. 2008). Unter Abspaltung von
Ammoniak erfolgt die Modifizierung des Glutamins entweder ebenfalls durch die
Glutaminylzyklase oder durch eine spontane, chemische Reaktion, siehe
Abbildung 5B (Cynis, Schilling et al. 2006, Jawhar, Wirths et al. 2011).
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A 0
OH —0
-H,0
I N
HoN o) H
1 © NH
R—NH R
Glutamat Pyroglutamat
B HoN
0 0
- NH,
. H
HoN o
o) NH
1
HN R
\ 1
R
Glutamin Pyroglutamat

Abbildung 5: Bildung des Pyroglutamats aus Glutamat oder Glutamin. Glutamat (A) und
Glutamin (B) sind Ausgangsprodukte fur die Zyklisierung zu Pyroglutamat, nach (Wirths, Breyhan
et al. 2009)

1.2.3.2 Die Bedeutung von pEA@(3-42) in der AD

Das pEAB(3-42) besitzt in der AD eine besondere Rolle, da es einen
entscheidenden Einfluss auf die Bildung der AB-Aggregation hat. Es konnte
gezeigt werden, dass pEAB(3-42) ein Bestandteil diffuser Plaques ist, die der
Bildung der senilen Plaques voraus gehen. Damit wird die Akkumulierung von
pPEAB(3-42) als eines der ersten Ereignisse in der Aggregation von AB deutlich
(Saido, Iwatsubo et al. 1995). Die Aggregation von pEAB(3-42) findet bis zu 250-
mal schneller als die von AB(1-42) statt, wodurch sich das Gleichgewicht

zwischen den Monomeren und Oligomeren in Richtung der Oligomere verschiebt
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(Schilling, Lauber et al. 2006, Nussbaum, Schilling et al. 2012). Diese verstarkte
Oligomerisierung resultiert in einer erhdhten Toxizitat. Bereits eine Konzentration
von 1 uM oligomeren PpEAB(3-42) beeintrachtigt die Zellviabilitat von
wildtypischen Neuronen und Gliazellen nachweislich, wohingegen oligomeres
AB(1-42) in gleicher Konzentration keinen signifikanten Einfluss auf die
Zellviabilitédt hat. Erst eine Ko-Oligomerisierung mit 5 % pEAB(3-42) in 95 %
AB(1-42) bewirkt eine erhohte Toxizitdt und fuhrt zu meta-stabilen, hybriden
Oligomeren, die bei einer getrennten Oligomerisierung nicht auftreten
(Nussbaum, Schilling et al. 2012). Zusatzlich ist bestatigt worden, dass
pPEAB(3-42) eine erhdhte Resistenz gegenuber Proteasen im Vergleich zu
AB(1-42) aufweist (Russo, Violani et al. 2002).

Aufgrund dieser und weiterer, ahnlicher Ergebnisse wird pEAB(3-42) eine initiale
Rolle in der AB-Aggregation zugesprochen, die bereits auch mit der Aktivitat von
Prionen verglichen wurde (Russo, Violani et al. 2002, Schilling, Appl et al. 2008,
Nussbaum, Schilling et al. 2012, Bayer und Wirths 2014). Neben dem Einfluss
auf die Aggregation von AR, ist auch eine Beeintrachtigung der Kognition durch
Inhibierung der hippokampalen Langzeitpotenzierung durch pEAB(3-42)
nachweisbar (Schlenzig, Ronicke et al. 2012).

Die gesteigerte Aggregation und Initiierung zur Bildung von toxischen Oligomeren
sowie die Inhibierung der Langzeitpotenzierung stellen pEAB(3-42) als ein
potentielles Zielmolekul zur weiteren Erforschung der Krankheit und zur
Anwendung in der Therapie dar. Das in dieser Arbeit genutzte pEAB(3-42)-
tragende In-vivo- Modell ist das TBA2.1-Mausmodell, das im folgenden Abschnitt

ausfuhrlicher behandelt wird.

1.3 Das TBA2.1-Mausmodell

Das TBAZ2.1-Mausmodell ist ein transgenes Modell zur Untersuchung von
pPEAB(3-42) in der AD, siehe auch 1.2.3. In den hetero- und homozygoten
TBA2.1-Mausen wird das unzyklisierte, humane AB(Q3-42) im Hintergrund
C57BL/6 x DBA1 exprimiert, das post-translational zu pEAB(3-42) modifiziert
wird. Als Ausgangspunkt wird an Position 3 der ABR-Sequenz Glutamin fur die

Reaktion zu Pyroglutamat genutzt, da es ein einfacheres Substrat fur die
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Glutaminylzyklase darstellt und zusatzlich spontan zu pEAB(3-42) reagieren kann
(Jawhar, Wirths et al. 2011). Fur die transgene Expression des ABQ(3-42) wird
eine Expressionskassette genutzt, in der die kodierenden Sequenzen des
Vorlauferhormons des Thyreoliberins an die Sequenz von AB(Q3-42) gekoppelt
ist. Dadurch ist es madglich, dass die Freisetzung von AB(Q3-42) Uber den
sekretorischen  Signalweg erfolgt. Der THY1-Promotor bewirkt eine
neuronenspezifische Expression, siehe auch Abbildung 6 (Wirths, Breyhan et al.
2009, Alexandru, Jagla et al. 2011).

— THY1-Promotor | Pra-Pro-Thyreoliberin__| _AB(Q3-42) | 8=THi-Sequenz |-

Pra-Pro-Peptid  H,N— Pra-Pro-Thyreoliberin | AB(Q3-42) |—COOH

J

Pro-Peptid ~ H,N — Pro-Thyreoliberin | AB(Q3-42) [—COOH

ﬂ Konvertase des Prohormons

AB(Q3-42) H,N—{ AB(Q3-42) }-COOH

11 Glutaminylzyklase

AB(pE3-42) H,N— AB(pE3-42) |—COOH

Abbildung 6: Transgenkonstrukt des TBA2.1-Mausmodells. In dieser Expressionskassette ist
das AB(Q3-42) am N-Terminus mit der kodierenden Sequenz des Vorlauferhormons des
Thyreoliberins, dem Pra-Pro-Thyreoliberin, gekoppelt. Das Pro-Thyreoliberin wird durch eine
Konvertase innerhalb des trans-Golgi und der sekretorischen Vesikel geschnitten, wodurch die
Freisetzung von AB(Q3-42) innerhalb des sekretorischen Signalwegs bewirkt wird. Der THY1-
Promotor bewirkt eine neuronenspezifische Expression. ABR(Q3-42) wird von der
Glutaminylzyklase zu pEAB(3-42) umgewandelt, nach (Alexandru, Jagla et al. 2011).

Die TBA2.1-Mause (TBAZ2.1) sind erstmalig durch Alexandru et. al. beschrieben.
In homozygoten TBAZ2.1 sind Alters-abhangige Ablagerungen von AB(x-42) und
PEAB(3-42) im lateralen Striatum, in der CA-1-Region des Hippokampus, in den
Colliculi inferiores des Mittelhims und in der Formatio reticularis des

Hirnstammes detektierbar. Ebenso zeigt sich bereits in den Gehirnen von drei
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Monate alten homozygoten TBA2.1 ein Neuronenverlust von bis zu 35 % in der
CA1-Region im Hippokampus. Zusatzlich kann bereits in zwei Monate alten
homozygoten TBA2.1 reaktive Astrozytose und eine Mikrogliose, als Hinweise
auf eine Entzindungsreaktion, gemessen werden, die sich bis zu einem Alter von
funf Monaten wieder reduziert. In finf Monate alten homozygoten TBA2.1 kann
zusatzlich ein Verlust von 50 % der Pyramiden-Neuronen gemessen werden
sowie eine signifikant, reduzierte Langzeitpotenzierung, die fir die Funktion des
Gedachtnisses wichtig ist. Neben den pathologischen Auffalligkeiten zeigt sich in
homozygoten TBA2.1 bereits in den ersten Wochen ein sensomotorischer
Phanotyp und auch ein reduziertes Kérpergewicht, die sich bis zum Alter von flnf
Monaten weiter verstarken. Dieser sensomotorische Phanotyp definiert sich in
den homozygoten TBA2.1 durch das Vorhandensein eines Tremors und eines
Rigors, durch  Haltungsauffalligkeiten und durch eine reduzierte
Motorkoordination auf dem Rotarod. In den Gehirnen der heterozygoten TBA2.1
sind erst im Alter von 21 Monaten AB(x-42) und pEAB(3-42) nachweisbar, die
dem zerebralen Niveau von weniger als einen Monate alten homozygoten
TBA2.1 entspricht. Im Verhalten zeigen die heterozygoten TBAZ2.1 keine
Auffalligkeiten gegenuber den wildtypischen Tieren (Alexandru, Jagla et al.
2011). Das Ausmald des frih beginnenden, sensomotorischen Phanotyps der
homozygoten TBA2.1 bekraftigt die Toxizitat von pEAB(3-42). Wahrend die
deutlich spatere Entwicklung von AB und pEAB(3-42) in den HET auf einen
Schwellenwert von pEAB(3-42) zur Entwicklung eines Phanotyps deutet. Somit
stellen die TBA2.1-Mause ein interessantes Modell dar, um den Einfluss von
PEAB(3-42) zu charakterisieren und um potentielle Wirkstoffe zu testen, die an
pEAB(3-42) ansetzen.

1.4 Therapeutische Ansatze der Alzheimer-Demenz

Bislang wurde noch kein Wirkstoff zur Heilung der AD gefunden, so dass die
Krankheit bisher nur symptomatisch und palliativ behandelt werden kann (Anand,
Gill et al. 2014). Dafur sind bisher vier Acetylcholinesterase-Hemmer und ein
nicht-kompetitiver N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Agonist durch die ,Food and

Drug Aministration“ der Vereinigten Staaten von Amerika zugelassen (Aisen,
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Cummings et al. 2012). Die Acetylcholinesterase-Hemmer, wie z.B. Galantamin
oder Donezepil, konzentrieren sich auf die Funktionsverlangerung des
Botenstoffes Acetylcholin, der einen entscheidenden Einfluss auf das Gedachtnis
ausubt (Auld, Kornecook et al. 2002, Kumar, Singh et al. 2015). Der nicht-
kompetitiver NMDA-Agonist Memantin wird eingesetzt, um das Eindringen von
Kalzium in die Neuronen und somit eine Kalzium-stimulierte Apoptose zu
verhindern (Aisen, Cummings et al. 2012). Letztendlich bedingen diese
Wirkstoffe nur eine kurzfristige Verringerung der Symptome, aber der
Krankheitsfortschritt Iasst sich nicht aufhalten (Salomone, Caraci et al. 2012).

FUr die Entwicklung einer ursachlichen Therapie sind bisher mehr als 100
potentielle Wirkstoffkandidaten gescheitert. Der Groliteil der Ansatze konzentriert
sich unter anderem auf die Inhibition der B- oder y-Sekretase, Inhibitoren der
Tau-Phosphorylierung, die Immuntherapie oder die Modulation der AB-
Aggregation (Giacobini und Gold 2013, Li, Ebrahimi et al. 2013, Anand, Gill et al.
2014). Die Inhibition der B- und y-Sekretase bestrebt eine Reduktion der
pathologischen Prozessierung von APP, um die Bildung von AB zu minimieren.
Die Inhibition der B-Sekretase hat sich als mdgliche Strategie etabliert, wahrend
sich die Modulation der vy-Sekretase aufgrund der vielen mdglichen
Nebenwirkungen bislang als sehr schwierig herausstellt (Han und Mook-Jung
2014). Ein vielversprechender B-Sekretase-Inhibitor ist MK-8931, der die AB-
Konzentration im CSF nachhaltig reduziert und sich aktuell in Phase 2 der
klinischen Studien befindet (Yan und Vassar 2014). Fir die Modulation der Tau-
Phosphorylierung wird in vielen Studien die Inhibition der Hyperphosphorylierung
oder der Aggregation des Tau-Proteins bestrebt. In einigen Studien (z.B. Lithium,
Valproat, Koffein) sind bereits positive Resultate, wie z.B. die Verbesserung der
Kognition, erzielt worden, aber aufgrund von Inkonsistenzen in den Ergebnissen
sind noch weitere Uberpriifungen noétig (Han und Mook-Jung 2014). Ein
vielversprechender Kandidat zur Inhibition der Aggregation des Tau-Proteins ist
das Methylthioniniumchlorid (auch Methylenblau), das nicht nur die Aggregation
von AB mindert, sondern auch antioxidativ wirkt. Methylthioniniumchlorid befindet
sich derzeit in Phase 3 der klinischen Studien (Desai 2009, Salomone, Caraci et

al. 2012). Im Ansatz der Immuntherapie wird in vielen Studien eine Heilung der
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AD durch aktive oder passive Immunisierung oder durch Modulation des
Immunsystems hinsichtlich der Toxizitdt und des Abbaus von AR erzielt. In
klinischen Studien zeigen sich positive Effekte, wie z.B. die Reduzierung der
senilen Plaques und die Verbesserung der Kognition, welche allerdings mit
starken Nebenwirkungen assoziiert ist (Galimberti, Ghezzi et al. 2013, Lannfelt,
Relkin et al. 2014). Im Ansatz der Modulation der AB-Aggregation wird eine
Reduktion von Oligomeren und der grofReren Aggregaten angestrebt (Giacobini
und Gold 2013, Rosenblum 2014). Dabei werden oftmals Peptide eingesetzt, die
die B-Faltblattstruktur der Fibrillen aufbrechen oder eine hohe Bindungsaffinitat
zu AB aufweisen (Sun, Funke et al. 2012). Der Einsatz von Peptiden wird oft
wegen ihrer erhdhten Spezifitat und Wirksamkeit bevorzugt (Craik, Fairlie et al.
2013). Nachteilig hingegen ist die hohe Proteaseanfalligkeit, wodurch
insbesondere oral verabreichte Peptide eine niedrige Halbwertszeit besitzen
(Lien und Lowman 2003). Dies kann durch die Verwendung von D-enantiomeren
Peptiden (D-Peptiden) umgangen werden, da sie eine erhdhte Proteaseresistenz
und eine geringere Immunogenitat im Vergleich zu L-enantiomeren Peptiden (L-
Peptide) besitzen (Dintzis, Symer et al. 1993, Soto, Kindy et al. 1996, Funke und
Willbold 2012). Ein Verfahren zur Selektion von spezifischen D-enantiomeren
Peptiden ist das Spiegelbild-Phagendisplay. In diesem Verfahren wird das
enantiomere Spiegelbild des Zielmoleklils eingesetzt. Es werden Bakteriophagen
genutzt, die jeweils verschiedene L-enantiomere Peptide am Hullprotein
gebunden haben. Durch die Bindung der L-Peptide an das Spiegelbild des
Zielmolekuls wird ein L-Peptid selektiert, dessen Spiegelbild durch chemische
Synthese aus D-enantiomeren Aminosauren in gleicher Sequenz erhalten
werden kann, das an das originale L-enantiomere Zielmolekul bindet
(Schumacher, Mayr et al. 1996, Funke und Willbold 2009). Ein aussichtsreicher
Wirkstoffkandidat, der durch das Spiegelbild-Phagendisplay selektiert worden ist,

ist das im folgenden Abschnitt naher behandelte D3.

1.5 D3 und D3D3 als potentielle Wirkstoffkandidaten

D3 ist ein D-Peptid, das durch ein Spiegelbild-Phagendisplay gegen AB selektiert
ist (Schumacher, Mayr et al. 1996, Wiesehan und Willbold 2003, van Groen,
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Wiesehan et al. 2008). Es ist gezeigt, dass die orale Gabe oder die
hippokampale Infusion von D3 in doppelt-transgenen APPswe/PS1dE9-Mausen
das raumliche Lernverhalten der Mause im Morris Wasserlabyrinth signifikant
verbessert. Die Analysen der jeweiligen Gehirne demonstrieren auf3erdem eine
Reduktion der senilen Plaques im Hippokampus und im Kortex sowie eine
Reduktion der Plaque-assoziierten Entzindung im Randbereich der Plaques
(Funke, van Groen et al. 2010, van Groen, Kadish et al. 2013). Zudem ist in vitro
nachweisbar, dass D3 die Ap-Oligomere reduziert und in amorphe,
hochmolekulare Aggregate umwandelt, die keine geordnete ,Cross®-B-
Faltblattstruktur aufweisen (Funke, van Groen et al. 2010).

Auf der Basis von D3 sind weitere D-Peptide rational konzipiert. Ein Derivat ist
das D-Peptid D3D3, das ein Kopf-zu-Schwanz-Tandempeptid von D3 darstellt.
D3D3 ist konzipiert, um die Affinitdt von D3 durch eine verstarkte Aviditat zu
erhdhen. Anhand der bisherigen Ergebnisse stellen D3 und wahrscheinlich auch
D3D3 potentielle Wirkstoffkandidaten in der Modulation der AB-Aggregation dar,

die es wert sind eingehend untersucht zu werden.
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2. Zielstellung der Arbeit

Alzheimer-Demenz ist die haufigste neurodegenerative Krankheit und betrifft
mehr als 26,6 Millionen Menschen weltweit. Diese Krankheit zeichnet sich
klinisch durch eine progressive Beeintrachtigungen des Kurzzeit- und des
Langzeitgedachtnisses, der Personlichkeit und der Sprache aus. In der
Pathologie der Krankheit existieren drei entscheidende Charakteristika: die
zerebrale Atrophie, neurofibrillare Bundel des hyperphosphorylierten Tau-
Proteins und extrazellulare Plaques des B-Amyloid-Proteins. Die Ursache der
sporadischen AD konnte bislang nicht eindeutig identifiziert werden. Aktuelle
Forschungen postulieren allerdings die Akkumulation von AB zu Oligomeren als
kausales Ereignis in der Amyloid-Hypothese. Die Oligomere bilden eine
Zwischenstufe in der Bildung von extrazellularen Plaques und gelten als
besonders toxisch. Eine Isoform von AR, von der geglaubt wird, dass es die
Oligomerisierung initiiert, ist das Pyroglutamat-modifizierte AB(3-42), pEABR(3-42).
Es zeichnet sich durch eine verstarkte Aggregationsbildung, eine erhohte
Toxizitat und eine erhdohte Resistenz gegenlber Proteasen im Vergleich zu ABR(1-
42) aus. Zudem ist nachgewiesen, dass pEAB(3-42) die Langzeitpotenzierung
inhibiert und dadurch einen entscheidenden Einfluss auf das Gedachtnis ausubt.
Somit stellt pEAB(3-42) ein mogliches Zielmolekll zur Therapie der Alzheimer-
Demenz dar, denn bislang existiert kein Wirkstoff zur Heilung oder Verzégerung
des Krankheitsprozesses. Viele Therapieansatze nutzen den Einsatz von L-
enantiomeren Peptiden, die allerdings aufgrund ihrer Proteaseanfalligkeit nur
eine geringe Halbwertszeit besitzen. Dies kann durch die Verwendung von
D-enantiomeren Peptiden verbessert werden, die ebenfalls eine geringere
Immunogenitat als L-enantiomere Peptide aufweisen. Ein D-enantiomeres Peptid
fur die potentielle Therapie der Alzheimer-Demenz ist D3. Es ist gezeigt, dass D3
die toxischen Oligomere in vitro reduziert und in amorphe Aggregate umwandelt.
Bisherige Untersuchungen bestatigen aulderdem, dass durch die Behandlung mit
D3 in vivo die Plaques reduziert und die Kognition verbessert wird. Die Wirkung
von D3 gegenlber pEAB(3-42) ist bisher unklar und stellt ein vielversprechendes

Ziel in der weiteren Evaluation der therapeutischen Wirksamkeit von D3 dar. Auf
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Basis von D3 sind weitere D-Peptide rational konzipiert. Eines dieser D-Peptide
ist D3D3, das ein Kopf-zu-Schwanz-Tandempeptid von D3 darstellt.

Daher war es das Ziel dieser Arbeit D3 und D3D3 auf die therapeutische Wirkung
gegenuber pEAB(3-42) im TBA2.1 Mausmodell zu erforschen. Transgene
TBAZ2.1-Mause exprimieren das unzyklisierte AB(Q3-42), das posttranslational zu
Pyroglutamat-modifiziertem AB(3-42) umgewandelt wird. Anhand der Literatur
weisen homozygote TBA2.1 einen sensomotorischen Phanotyp auf, der in dieser
Arbeit zunachst validiert und weiter charakterisiert wurde. Anhand der daraus
gewonnenen Daten wurde dieses Modell genutzt werden, um die Wirkung von
D3 und D3D3 gegenlber pEAB(3-42) zu testen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Materialien tabellarisch

dargestellt. Nicht aufgelistete Materialien entsprechen dem Laborstandard.

3.1.1 Materialien fiir die Tierhaltung

Es wurden folgende Materialien, siehe Tabelle 1, fur die Haltung der Tiere durch
die Mitarbeiter in der zentralen Tierhaltung des Forschungszentrums Juilich

verwendet.

Tabelle 1: Material fiir die Tierhaltung. Gelistete Darstellung der verwendeten Materialien fir
die Tierhaltung, unterteilt in Name und Hersteller.

Name Hersteller

AsBe-Wood GmbH, Buxtehude,

Espen Tiereinstreu AB 368
Deutschland

ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest,
Futtermittel, V153x R/M/H auto
Deutschland

Kafigsystem, SealsafePlus AERO TECNIPLAST Deutschland GmbH,
IVC Green Line Hohenpeillenberg, Deutschland
Nestbaumaterial, Nestlet (Maus) PLEXX B.V., Elst, Niederlande

3.1.2 Verhaltenstestapparaturen und Zubehor

Die verwendeten Apparaturen und zugehorigen Teile fir die Verhaltensanalysen

sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Verwendete Verhaltensapparaturen und Zubehor. Gelistete Darstellung der
verwendeten Verhaltensapparaturen und Zubehdr, unterteilt in Name und Hersteller.

Name

Hersteller

Kafig-Typ 3H (Arena flr
SHIRPA-Test)

BIOSCAPE EBECO GmbH, Castrop-Rauxel,
Deutschland

Glasfaserstab

Praktiker AG i.l., Kirkel, Deutschland

Grip-Strength-Meter

Ugo Basile Srl, Gemonio, ltalien

Mouse Rota-Rod

Ugo Basile Srl, Gemonio, Italien

Stab mit Ful}

Zentralinstitut fur Engineering, Elektronik und Analytik,

Forschungszentrum Julich GmbH, Julich, Deutschland

Tischklingel

TIGER Deutschland GmbH, Flensburg, Deutschland

3.1.3 Laborgerite

In Tabelle 3 sind die verwendeten Laborgerate aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Laborgerate. Listung der verwendeten Laborgerate, unterteilt in Gerat,

Name und Hersteller.

Gerat Name Hersteller
Bio-Budget
. Doc-Print VX2 Technologies
Geldokumentationssystem _
Geldokumentationssytem GmbH, Krefeld,

Deutschland

Compact L/XL Horizontal Biometra GmbH,
Gelelektrophorese-System Gel Electrophoresis Gottingen,
Apparatus Deutschland
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Gerat

Name Hersteller
Bertin Technologies,
o Montigny-le-
Homogenisationsystem Precellys24
Bretonneux,
Frankreich

Kamera fiir das Laser

Dissection Microscope

Leica DFC310 FX

Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Kryostat

Kryostat fur Forschung und
Routine Leica CM3050 S

Leica Biosystems
Nussloch GmbH,
Nussloch,

Deutschland

Laser Dissection

Microscope

Leica LMD6000

Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Magnetrthrer

RCT basic safety control

IKA-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen im
Breisgau,

Deutschland

Membranvakuumpumpe

Membranvakuumpumpe

Laboport

KNF Neuberger,
Inc., Trenton,
Vereinigte Staaten

von Amerika

Mikrotiterplattenreader

POLARstar OPTIMA

BMG Labtech
GmbH, Ortenberg,

Deutschland

Mikrowelle

AEG Micromat

Electrolux
Hausgerate GmbH,
Nurnberg,

Deutschland
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Gerat Name Hersteller

HANNA Instruments
Hanna Instruments HI 9025 | Deutschland GmbH,
pH-Meter
Micro Computer pH Meter Kehl am Rhein,

Deutschland

Bio-Rad
Laboratories, Inc.,
Spannungsgeber Powerpack DC Hercules, Vereinigte
Staaten von

Amerika

Thermo Fisher
Scientific Inc.,
Sterilbank Hera Safe KS 18 Waltham, Vereinigte
Staaten von

Amerika

Bio-Rad

Laboratories, Inc.,
CFX96 Real-Time PCR o
Thermocycler . Hercules, Vereinigte
Detection System
Staaten von

Amerika

Eppendorf AG,
Thermoschuttler Thermomixer comfort Hamburg,

Deutschland

Bandelin Electronic,

Ultraschallbad Ultraschallbad Sonorex
Berlin, Deutschland
Beckman Coulter
GmbH, Brea,
Ultrazentrifuge Optima Max-XP

Vereinigte Staaten

von Amerika
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Gerat Name Hersteller
Thermo Fisher
Fischbrand UV- Scientific Inc.,
UV-Tisch Transilluminator FT- Waltham, Vereinigte
20E/312 Staaten von
Amerika
Heidolph
Instruments GmbH
Heidolph Reax 2000
Vortexmischer & Co. KG,
Schiuttelmaschine
Schwabach,

Deutschland

Vortexmischer

Vortex Genie 2

Scientific Industries,
Bohemia, USA

Waage

Sartorius BL 1500 S

Data Weighing
Systems, Inc., Elk
Grove, Vereinigte

Staaten von

Amerika

Warmesystem

GAYMAR-T-Pump
Warmesystem

Eickemeyer -
Medizintechnik fur
Tierarzte KG,
Tuttlingen,
Deutschland

Zentrifuge

Microcentrifuge 5415D

Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland

3.1.4 Labormaterialien

Es wurden die folgenden Labormaterialien genutzt, die in Tabelle 4 aufgelistet

sind.
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Tabelle 4: Labormaterialien. Auflistung der verwendeten Labormaterialien, unterteilt in Name
und Hersteller.

Name Hersteller
Centrifuge tube Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sakura Finetek Europe B.V. KvK,
Cryomold Standard L
Alphen aan den Rijn, Niederland
) Paul Marienfeld GmbH & Co.KG,
Deckglaschen

Lauda-Konigshofen, Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefalle, LoBind
Tub Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
ubes

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Farbekasten und Gestell

Deutschland

Flussigkeitsblocker, Liquid Blocker .
Daido Sangyo Co. Ltd., Tokyo, Japan
Super PapPen

ALZET Micro-Osmotic Pump Model
1004
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen,
Nunc 96 Well-Platte

Durect Corporation, Cupertino,

Vereinigte Staaten von Amerika

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Vereinigte Staaten von Amerika

Leica Biosystems, Nussloch,
Mikrotommesser, 16 cm long, profile ¢

Deutschland

Resorba Medical GmbH, Nurnberg,
Nahtmaterial, PGA Resorba

Deutschland

pH-Indikatorstabchen, nicht-blutend,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
pH 6,5 — 10 Spezialindikator

o Bertin Technologies, Montigny-le-
Precellys Keramik-Kit 1.4 mm

Bretonneux, Frankreich
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Name

Hersteller

Rotilabo-Spritzenfilter, PVDF, steril,
PorengrofRe 22 um, aufden 33 mm

Carl Roth GmbH + Co, KG, Karlsruhe,

Germany

Skalpell, Handle #4

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Skalpellklingen, Extra Fine Bonn

Scissors

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Spatel und Loffel, Probe and Spatula

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,

Deutschland

StarFrost Objekttrager

W. Knittel Glasbearbeitungs GmbH,

Braunschweig, Deutschland

3.1.5 Chemikalien

In Tabelle 5 sind alle verwendeten Chemikalien aufgefuhrt.

Tabelle 5: Chemikalien.
Hersteller.

Auflistung der verwendeten Chemikalien, unterteilt in Name und

Name

Hersteller

10x PCR Puffer mit 15 mM MgCl,

PAN Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

ACCUGENE 10 X PBS-1 L

Lonza Verviers SPRL, Verviers, Belgien

Ameisensaure 98 % EMSURE® ACS

VWR International, Radnor, Vereinigte

Staaten von Amerika

Antisedan

Orion Pharma AS Animal Health,
Hamburg, Deutschland
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Name

Hersteller

Aqua-Poly/Mount

Polysciences, Inc., Warrington,

Vereinigte Staaten von Amerika

Borsaure

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Complete Protease Inhibitor Tablette,

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

EDTA free
Deoxynucleoside Triphosphate Set, Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
PCR Grade Deutschland

Diethanolamin

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

DNA-Molecular Weight Marker XIV

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,

Deutschland

Domitor

Orion Pharma AS Animal Health,

Hamburg, Deutschland

Ethanol, 96 - 99 %

VWR International, Radnor, Vereinigte

Staaten von Amerika

Ethyldiamintetraessigsaure

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Gel Green Nucleic Acid Gel Stain

Biotium Inc., Hayward, Vereinigte

Staaten von Amerika

Glycerol

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Ketamin

CompuGroup Medical Deutschland AG,

Koblenz, Deutschland

Mouse |g Blocking Reagent

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,

Vereinigte Staaten von Amerika
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Name

Hersteller

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid-Infusionslésung 154

Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland

Natriumzitrat

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
Vereinigte Staaten von Amerika

Carl Roth GmbH+Co, KG, Karlsruhe,

Natriumhydrochlorid
Germany
Carl Roth GmbH+Co, KG, Karlsruhe,
Natriumhydroxid
Germany

Nuclease-Free Water (not DEPC-
Treated)

AMBION GmbH, Kassel, Deutschland

Paraformaldehyd, 37 %-ig

VWR International, Radnor, Vereinigte
Staaten von Amerika

Rimadyl

Pfizer Deutschland GmbH, Wiurselen,
Deutschland

Taq DNA-Polymerase

PAN Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Tissue-Tek O.C.T. Compound

Sakura Finetek Europe B.V. KvK, Alphen
aan den Rijn, Niederland

Triton X-100

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
Vereinigte Staaten von Amerika

Trizma Base

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
Vereinigte Staaten von Amerika

Trizma Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Universal-Agarose

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld,
Deutschland
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3.1.6 Puffer und Losungen

In der nachfolgenden Tabelle 6 wurden die verwendeten Puffer und Losungen

dargestellt.

Tabelle 6: Puffer und Lésungen. Darstellung der verwendeten Puffer und Lésungen, unterteilt in

Name und Reagenzien.

Name

Reagenzien

0,2 % DEA

0,2 % (v/v) Diethanolamin in ddH,0

1 M Tris-Puffer

1 M Tris (pH 11,3) in dd H,O

10 mM Natriumcitratpuffer

10 mM Natriumcitrat in ddH2O (pH 6,0)

4 % Paraformaldehyd

4 % (v/v) Paraformaldehyd (37 %) in
PBS

5 x TBE-Puffer

1,1 M Trizma-Base, 900 mM Borsaure,
25 mM EDTA in ddH,O (pH 8,3)

6 x Ladepuffer

30 % (v/v) Glycerol, 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau in ddH,O

70 % Ameisensaure

70 % (v/v) Ameisensaure in ddH,0O

200 mM Natriumhydroxidldsung

200 mM Natriumhydroxid in ddH,O

Blockldésung

1 % (w/v) BSA, 2,8 % (v/v) Mouse Ig
Blocking Reagent in TBS-T
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Name

Reagenzien

PBS

10 % (v/v) ACCUGENE 10 X PBS-1 L in
ddH0

Pursept-A Xpress

Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt,

Deutschland

30 mM Trizma-Base, 10 mM Tris-

TBS-T Hydrochlorid, 500 mM Natriumchlorid,
1 % (v/v) Triton X-100 in ddH,O
20 mM Tris, 250 mM NaCl, 1 Tablette
Tris-Puffer Complete Protease Inhibitor, EDTA free

(pH 8,3)

3.1.7 Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits wurden in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Kits. Auflistung der verwendeten Kits, unterteilt in Name, Komponenten und

Hersteller.
Name Verwendete Komponenten Hersteller
Microtiter Plate
Enzyme Conjugate
Standard IBL International,
Amyloid-beta Conjugate Buffer Hamburg,

(N3pE-42) ELISA

TMB Substrate Solution
TMB Stop Solution
Wash Buffer Concentrate (40x)

Deutschland

Bio-Rad Protein
Assay

Dye Reagent Concentrate
Standard

Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland
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Name Verwendete Komponenten Hersteller

Lysis Solution T
Lysis Solution C

Column Preparation Solution
Sigma-Aldrich Co.

Mammalian Wash Solution Concentrate
LLC, St. Louis,
Genomic DNA Elution Solution o
Vereinigte Staaten
Miniprep Kit Proteinase K
von Amerika
GenElute Miniprep Binding Columns
in tubes
Collection Tubes, 2.0 mL capacity
Micro BCA Reagent A (MA) .
Pierce
Micro BCA Reagent B (MB) Biotechnol
: , iotechnology,
Micro BCA Protein Micro BCA Reagent C (MC) g.]y.
Assay Kit Rockford, Vereinigte

Bovine Serum Albumin Standard
Staaten von Amerika

Ampules, 2mg/mL

3.1.8 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide, siehe Tabelle 8, wurden durch BioTeZ Berlin
Buch GmbH (Berlin, Deutschland) synthetisiert und durch Gelfiltration gereinigt.

Tabelle 8: Oligonukleotide. Auflistung der verwendeten Oligonukleotide, unterteilt in Primer-
Code und DNA-Sequenz (5'-3%).

Primer-Code DNA-Sequenz (5‘- 39)
TBA-12 TGCCCATATGTCCTAAGCTC
TBA-13 CAGCTTCCATGGCAGTATTT
TBA-15 GGCATGACAGATACCAAAGC
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3.1.9 D-enantiomere Peptide

Die verwendeten D-Peptide bestehen ausschliellich aus D-enantiomeren
Aminosauren. Das D-Peptid D3 ist durch Spiegelbild-Phagendisplay selektiert,
wahrend das auf D3-basierende Derivat D3D3 rational konzipiert ist (van Groen,
Wiesehan et al. 2008). Die beiden D-Peptide wurden durch JPT Peptide
Technologies GmbH  (Berlin, Deutschland) synthetisiert und durch
Hochleistungsflissigkeitschromatographie gereinigt. Der Reinheitsgrad (> 95 %)
wurde durch Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/lonisation mit
Flugzeitmassenspektrometer-Detektion  Uberpruft. Die  verwendeten D-

enantiomeren Peptide sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: D-enantiomeren Peptide. Darstellung der verwendeten D-enantiomeren Peptide,
unterteilt in Name, Sequenz, Molekulargewicht, Charge(n) und Lieferfirma.

Name Sequenz Modi-fikation Charge(n)

D3 rprtrihthrnr Amidgruppe am C-Terminus | 150812HSDW

D3D3 | rprtrinthrnrrprirlhnthrnr | Amidgruppe am C-Terminus 030712A6a

3.1.10 Antikorper

Die verwendeten Antikdrper wurden in der nachfolgenden Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Antikorper. Angegeben sind die verwendeten Antikdrper, unterteilt in Name,
Spender, Klonalitdt und Hersteller.

Name Spender Klonalitat Hersteller

Covance Inc.,
Beta-Amyloid, 1-16

(6E10), Monoclonal Maus Monoclonal

Princeton,

Vereinigte Staaten
Antibody, purified .
von Amerika
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Name Spender Klonalitat Hersteller
Goat anti-Mouse IgG
(H+L) Secondary
Antibody, Alexa Fluor 488

Life Technologies
Ziege Polyclonal GmbH, Darmstadt,

Deutschland
conjugate

3.1.11 Software und Datenbanken

Zusatzlich zu der in Tabelle 11 gelisteten Software und Datenbanken wurde auch
Microsoft Office 2010 zur Auswertung genutzt.

Tabelle 11: Software und Datenbanken. Auflistung der verwendeten Software, unterteilt in
Name und Entwickler/Firma.

Name Entwickler/Firma

GraphPad Software Inc., La Jolla,
GraphPad PRISM 5.0

Vereinigte Staaten von Amerika

National Institutes of Health, Bethesda,

ImageJ - :
Vereinigte Staaten von Amerika
Simon Bate und Robin Clark, Vereinigtes
InVivoStat
Konigreich
IrfanView Irfan Skiljan, Wiener Neustadt, Osterreich
Laser Microdissection Leica LMD Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Software Deutschland

_ o _ Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Leica Application Suite 4.0

Deutschland
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Name

Entwickler/Firma

POLARstar OPTIMA Version 2.00

BMG Labtech GmbH, Ortenberg,

Deutschland

National Center for Biotechnology

Information, U.S. National Library of

PubMed.gov
Medicine, Rockville Pike, Vereinigte
Staaten von Amerika
SAS Institute Inc., Cary, Vereinigte
StatView

Staaten von Amerika
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3.2 Methoden

3.2.1 TBA2.1-Mausmodell

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das TBAZ2.1-Mausmodell genutzt (Alexandru,
Jagla et al. 2011). Die ersten Zuchttiere wurden von der Firma Probiodrug AG,
ehemals Ingenium Pharmaceuticals AG, zur Verfligung gestellt. Die
nachfolgende Zucht und Haltung erfolgte in der Forschungszentrum Juilich
GmbH.

3.21.1 Tierhaltung

Die Tiere wurden in der zentralen Tierhaltung innerhalb der Forschungszentrum
Julich GmbH untergebracht. In den Haltungsraumen und den Laborraumen
herrschte eine Klima-kontrollierte Umgebung (22 °C, 54 % Feuchtigkeit, 12-
Stunden-Lichtzyklus). Es wurden pro Kafig (Typ 2) bis zu 4 Tiere gehalten.
Zusatzlich zu der Einstreu befand sich in jedem Kafig Nestbaumaterial zur
Forderung des Wohlbefindens. Die Tiere hatten Zugang zu Wasser und Futter ad
libitum. Die Anzahl der genutzten Tiere ist in Tabelle 12 dargestellt. Die
geltenden Gesetze fur die an Mausen durchgefuhrten Tests wurden eingehalten
und durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz, Nordrhein-
Westpfahlen genehmigt (AZ84-02.04.2011.A359). Basierend auf der Literatur, in
der ein progressiver Phanotyp in den homozygoten TBA2.1-Mausen beschrieben
wurde, wurden alle homozygoten TBA2.1-Mause aufgrund ihres Phanotyps im
Alter von 5 Monaten getdtet und waren ebenfalls als Zuchttiere ausgeschlossen
(Alexandru, Jagla et al. 2011).
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Tabelle 12:Ubersicht der Versuche. Darstellung der Versuche an TBA2.1-M&usen, unterteilt in
Versuch, Alter, Geschlecht und Anzahl der Tiere pro Genotyp.

Anzahl der
Versuch Alter Geschlecht
[Monate] Wildtvo. | hetero- | homo-
M yp zygoten | zygoten
ause = =
Mause Mause
- mannlich
Panclsiudie: Analyse | 2.5 und 10 7 11
yp weiblich
2 8 8 9
3 8 7 6
4 10 12 11
Trendstudie:
Analyse des 5 mannlich 10 12 11
Phanotyps
18 10 7 -
21 9 8 -
24 6 5 -
Querschnittsstudie:
Greifstarke-Test und 5 mannlich 11 9 10
modifizierter Stabtest
Querschnittsstudie:
Analyse der Amyloid- 5 mannlich 6 - 6
Pathologie
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Anzahl der
Versuch 2 Geschlecht :
[Monate] Wild- | hetero- | homo-
typ- | zygoten | zygoten
Mause | Mause Mause
DEA-
Querschnitts- Iosllc.he 5 mannlich 5 - 6
studie: Fraktion
Quantifi-
zierung des
pPEAB(3-42)- un-
Gehalts I6sliche 5 mannlich 3 - 3
Fraktion
Placebo 6 - 7(4,7)
Intra-
peritoneale
Behandlung _y %
mit Placebo. D3 4-5 weiblich 7 - 8(4,7)
D3 und
D3D3
D3D3 7 - 8(5,7)

*Die Anzahl der Tiere, dessen AB-Spiegel auf Basis der Immunfluoreszenz

und/oder biochemisch quantifiziert worden sind, sind in Klammern

folgendermalien vermerkt: (Immunfluoreszenz-, Biochemische Analyse).

3.21.2 Genotypisierung

Von allen verwendeten Tieren wurde der Genotyp bestimmt. Dazu wurde zuerst
die DNA aus Schwanzbiopsien isoliert. Die DNA der transgenen und/oder der
dazu gehorigen wildtypischen Fragmente wurden in einer Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert, anschlieRend elektrophoretisch aufgetrennt und durch

UV-Licht detektiert.
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3.2.1.2.1 DNA-Isolation

Zur Bestimmung des Genotyps wurden 1-2 mm grof3e Schwanzbiopsien genutzt,
die von den Mitarbeitern der zentralen Tierhaltung zur Verfligung gestellt und
bei -20 °C gelagert wurden. Fur die DNA-Isolation wurde das Sigma Aldrich
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit verwendet. Die Losungen Proteinase K
und die Lésung Wash Solution wurden gemal den Angaben des Herstellers
hergestellt. Im ersten Schritt des Kits wurden die Schwanzbiopsien in 20 pl der
Losung Proteinase K in 180 ul der Losung Lysis T uUber Nacht bei 55 °C und
300 rpm lysiert. Die Zugabe von 200 pl der Losung Lysis C bewirkte die
Denaturierung der DNA durch chaotrope Salze. Das Lysat wurde auf dem
Vortexmischer gemischt und durch Zugabe von 200 yl Ethanol die Bindung der
DNA an eine Silikamembran eines Mikrozentrifugenréhrchen gefordert. Diese
Mikrozentrifugenrohrchen wurden zuvor mit 500 yl der Losung Column
Preparation Solution beladen und bei 12.000 x g fir 1 min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde entsorgt. Der Grofteil des Lysats (ohne Tierhaare) wurde auf
diese Mikrozentrifugenrohrchen aufgetragen, bei 6.500 x g fur 1 min zentrifugiert
und der Durchfluss verworfen. Die an die Silikamembran gebundene DNA wurde
zweimal mit 500 ul der Lésung Wash Solution gewaschen (6.500 x g flr 1 min,
16.000 x g fur 3 min). Der Durchfluss wurde nach jedem Waschritt entsorgt. Im
letzten Schritt wurde die gereinigte DNA mit 200 ul Elution Solution, einer Tris-
EDTA-L6sung, inkubiert und bei 6.500 x g fir 1 min eluiert. Die gereinigte DNA

wurde bis zur Analyse bei 4°C gelagert.

3.2.1.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die DNA der transgenen und entsprechenden wildtypischen Fragmente der
TBA2.1 Mausen aus 3.2.1.2.1 wurde in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Der dazu erforderliche Reaktionsansatz setzte sich aus
nukleasefreiem Wasser, 10 x PCR Puffer mit 15 mM MgCI2, einem Mix aus
Deoxynucleoside Triphosphate Set, Oligonukleotiden (TBA-12, TBA-13, TBA-15),
Taq DNA-Polymerase und aus einem Teil der gereinigten DNA zusammen, siehe
auch Tabelle 13.
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Tabelle 13: Reaktionsansatz der Polymerase-Kettenreaktion. Darstellung des Reaktionsansatzes fir die
Polymerase-Kettenreaktion, unterteilt in Reagenzien, Endkonzentration und Menge [ul].

Reagenzien Endkonzentration Menge [pl]
nukleasefreies Wasser - 14
0,7 x Puffer mit 1 mM
10 x PCR Puffer mit 15 mM MgCl, 1.25
MgCI2
25 mM Deoxynucleoside 1,8 mM (jedes 01
Triphosphate Set Nukleosid) '
10 pmol/ul TBA-12 0,07 uM 0.25
10 pmol/ul TBA-13 0,07 uM 0.25
10 pmol/ul TBA-15 0,07 uM 0.25
5 U/ul Tag-Polymerase 05U 0.1
gereinigte DNA - 1

Dieser Reaktionsansatz wurde bei verschiedenen Temperaturen im CFX96 Real-
Time PCR Detection System inkubiert. In Abhangigkeit der Temperatur wurde die
DNA in mehreren Zyklen denaturiert (94 °C), mit den spezifischen
Oligonukleotiden (TBA-12, TBA-13 und TBA-15) hybridisiert (55 - 61 °C) und mit
dem Deoxynucleoside-Triphosphate Set elongiert (72 °C), siehe auch Tabelle 14.
Die amplifizierten PCR-Fragmente lagerten bis zur Analyse bei 4 °C.
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Tabelle 14: Temperaturschema der Polymerase-Kettenreaktion. Darstellung des verwendeten
Temperaturschemas der Polymerase-Kettenreaktion, unterteilt in Temperatur, Zeit und Zyklen.

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
94 180
94 30
61 30 2x
72 90
94 30
59 30 2x
72 90
94 30
57 30 2x
72 90
94 30
55 30 28x
72 90
94 30
61 30
72 600
4 )

3.2.1.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die amplifizierten PCR-Fragmente aus 3.2.1.2.2 wurden in einer Agarose-
Gelelektrophorese dargestellt. Das Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf der
lonenbeweglichkeit im elektrischen Feld in Abhangigkeit von Grof3e und Ladung.
Aufgrund der gleichmaldig verteilten Ladung durch die Phosphatreste im
DNA-RUckgrat ist es mdglich, die amplifizierten PCR-Fragmente der Grof3e nach
aufzutrennen und somit zu identifizieren (Aaij und Borst 1972, Lee, Costumbrado
et al. 2012).

FUr das Agarose-Gel wurde 1,5 % Universal-Agarose in 0,5 x TBE-Puffer flr
5 Minuten in der Mikrowelle gekocht und mit Gel green nucleic acid stain
(1:10000) versetzt. Das Gel wurde in einen Gelschlitten mit Kamm des Compact
L/XL Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus gegossen. Nach der
Polymerisation der Agarose wurde das Gel mit 3 yl DNA Molecular Weight

Marker X sowie mit 10 pyl der amplifizierten PCR-Fragmente inklusive 6 x
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Ladepuffer beladen. Es erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung bei 120 V
fur 2 Stunden. Die PCR-Fragmente wurden mit dem Doc-Print VX2
Geldokumentationssytem visualisiert und digitalisiert. Die Genotypen wurden
nach der GrolRe der Banden im Bezug zum DNA Marker bestimmt. Das Wildtyp-
Fragment betrug 587 bp und das transgene Fragment betrug 459 bp. Die

heterozygoten Tiere trugen in logischer Konsequenz beide Allele und somit

waren auch beide Genprodukte zu identifizieren, siehe auch Abbildung 7.

—
1]
4
—
[1:]
=

1791
1792
1793

Basen-
paare

12216
1636

1018 —

517/506 —
396 ~—.
344 —
298 —

2207201 —
154/134 —

Abbildung 7: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente zur Bestimmung des
Genotyps in den TBA2.1 Mausen. Das Gelbild (Ausschnitt) zeigt exemplarisch den DNA
Molecular Weight Marker X (Marker, Spur 1) sowie die PCR-Fragmente der TBA-Tiere 1791
(heterozygot, Spur 2), 1792 (homozygot, Spur 3) und 1793 (wildtypisch, Spur 4).

3.2.2 Verhaltensanalysen

Zur Charakterisierung des Phanotyps wurden verschiedene Verhaltensanalysen
durchgefuhrt. Alle benutzten Apparaturen wurden vor und nach jedem Tier mit
Pursept-A Xpress gereinigt. Die Experimentatoren waren blind gegenuber dem

Genotyp und der Behandlung. Es wurden heterozygote, homozygote TBA2.1 im
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Vergleich zu den Wildtypen evaluiert. Die Wildtypen stammten aus der Zucht der
TBA2.1 und entsprachen dem Hintergrundstamm. Die Verhaltensdaten der
18 Monate alten heterozygoten und wildtypischen TBA2.1-Mause wurden im

Rahmen der Bachelorarbeit von Elke Butzkiiven erhoben.

3.2.2.1 Primare Untersuchung (SHIRPA-Test)

Der SHIRPA-(SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal London
Hospital, phenotype assessment)-Test ist eine semiquantitative Analyse zur
Charakterisierung eines Phanotyps (Rogers, Fisher et al. 1997). In dieser Arbeit
wurde die primare Untersuchung aus dem SHIRPA-Test genutzt, um ein
Hervortreten des Phanotyps der TBA2.1-Mause zu analysieren. Dazu wurden die
Mause in eine Arena der Grofde 18 cm x 42,5 cm x 26,5 cm (H x B x T) gesetzt.
Es folgte eine individuelle und makroskopische Beobachtung und Analyse in den
folgenden Kriterien: Korperhaltung, Gangart, Wachsamkeit, Antwort auf
Berlhrung, Schreckreaktion, Berlhrungsreaktion der Ohren, Lidschlussreflex,
Greif- und Streckreflex, Schmerzreflex, Stellreflex und die Fahigkeit eines
Klimmzuges. Jedes Tier wurde anhand seines Verhaltens in jedem Kriterium von
0 bis 3 bewertet. Dazu wurde das folgende Schema genutzt: 0 keine
Veranderung, 1 eventuell verandert, 2 verandert, 3 extrem verandert gegenuber
dem Wildtyp. Die Bewertungen der Kriterien wurden pro Maus addiert und zur

Analyse genutzt.

3.2.2.2 Beschleunigender Rotarod-Test

Im beschleunigten Rotarod-Test wurden die motorische Koordination der Tiere
getestet (Jones und Roberts 1968, Shiotsuki, Yoshimi et al. 2010). In dem Gerat
(Mouse Rota-Rod) befindet sich ein rotierender Zylinder, auf dem die Tiere sich
mit ansteigender Geschwindigkeit bewegen sollen. Fiel ein Tier herunter, so
wurde die Zeit gestoppt. Die Zeit diente als Mal} der Koordination. Der in dieser
Arbeit verwendete Test wurde nach dem bisher beschriebenen Protokoll fur das
TBA2.1-Mausmodell durchgefuhrt (Alexandru, Jagla et al. 2011). Der Test

bestand aus einem Training und drei Testsitzungen, die innerhalb von zwei
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Tagen durchgefuhrt wurden. Das Training fand am ersten Tag statt. Dabei
mussten die Mause mindestens 60 Sekunden bei vier Umdrehungen die Minute
(upm) laufen. Schaffte es eine Maus nicht innerhalb von 60 Versuchen dieses
Kriterium zu erfullen, so wurde das Tier aus dem Experiment genommen. Nach
dem Training hatten die Tiere 3 Stunden Zeit zur Erholung. Danach wurden die
Tiere zur Habituierung fur 30 min einzeln gesetzt. Im Anschluss begann die erste
Testsitzung. Dabei stieg die Rotationsgeschwindigkeit des Zylinders von 4 bis
40 upm innerhalb von 5 Minuten an. Die maximale Zeit pro Lauf betrug
10 Minuten. Jedes Tier lief 3 Durchgange im Abstand von 15 Minuten. Am
zweiten Tag fanden die beiden weiteren Testsitzungen inklusive erneuter
Habituierungen nach dem gleichen Prinzip statt. Dazwischen hatten die Tiere
eine Erholungsphase von 3 Stunden. Die gemessene Latenzzeit aller Laufe
wurde zur Analyse des motorischen Lernverhaltens und der motorischen

Koordination genutzt.

3.2.2.3 Greifstiarke-Test

In dem Greifstarke-Test wurde die maximale Greifstarke der Vorderpfoten
gemessen, die die Tiere einsetzen, um sich an einem Zugsystem des ,Grip-
Strength Meters® festzuhalten. Dazu wurden die Tiere zur Habituierung fir 30
Minuten einzeln und anschlielend dreimal die Kraft der einzelnen Tiere
gemessen. Zwischen den Messungen hatten die Tiere jeweils 15 Minuten Zeit
zur Erholung. Fur die Messung wurde das Tier am Schwanz angehoben und zu
dem Zugsystem des Gerates gefuhrt, welches das Tier intuitiv greift. Danach
wurde das Tier auf die horizontale Ebene gebracht und kontinuierlich von dem
Zugsystem wegbewegt bis es los liel. Die maximale Greifstarke der
Vorderpfoten wurde innerhalb des Gerates Uber einen Signalverstarker in Pond
gemessen, digitalisiert und nachtraglich in die internationale Einheit Newton

umgerechnet.
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3.2.2.4 Modifizierter Stabtest

Mit dem  modifizierten  Stab-Test kdnnen  Basalganglien-assoziierte
Bewegungsstorungen gemessen werden (Ogawa, Hirose et al. 1985, Meredith
und Kang 2006). Dazu wurde ein 50 cm langer, angerauter Stab mit Ful® in eine
Arena der GrofRe 19,5cm x 55 cm x 33 cm (H x B x T) gestellt. Der Boden des
Stabes wurde 4 cm hoch mit Streumaterial bedeckt. Vor dem Test wurden die
Tiere 30 Minuten einzeln zur Habituierung gesetzt. Danach wurde die Maus mit
dem Kopf nach unten an die Spitze des Stabes platziert, um den kompletten Stab
nach unten zum Streumaterial zu laufen. Der Lauf wurde nach einem
Punktesystem bewertet. Die Zahl 0 bedeutet, dass die Maus kontinuierlich
heruntergelaufen ist. Die Zahl 1 bezeichnet einen nicht vollstandigen Lauf in
Kombination mit teilweisem Rutschen oder Fallen. Rutscht die Maus den Stab
komplett hinunter, wurde es als 2 bewertet. Fallt sie hingegen direkt herunter,
wurde der Lauf mit der Punktezahl 3 bewertet. Insgesamt gab es 3 Laufe pro
Maus im Abstand von 15 Minuten. Zur Analyse wurde die Summe der

Punktzahlen, der Stabtest-Score, genutzt.

3.2.3 Quantifizierung von pEAB(3-42) und Immunfluoreszenzanalyse von
AB im Gehirn

Um die Pathologie der TBA2.1 sowie den Einfluss durch D3 und D3D3 im
Vergleich zur Placebogruppe zu evaluieren, wurden biochemisch die zerebrale
pPEAB(3-42)-Konzentration und die amyloiden Aggregate im Gehirn auf
Immunfluoreszenzbasis untersucht. Die biochemische Quantifizierung und ein
Teil der Immunfluoreszenzfarbungen wurden im Rahmen der Masterarbeit von

Kerstin Teichmann durchgefuhrt.

3.2.3.1.1 Organpraparation

Zur Gewinnung der Gehirne wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet.
Es wurde zur Bestatigung des Genotyps aullerdem eine Schwanzbiopsie
genommen. Das Gehirn wurde freigelegt, in beide Hemispharen getrennt und fur

die spatere Nutzung bei -80 °C gelagert. Die rechte Hemisphare wurde zur

44



Material und Methoden

immunfluoreszenzbasierenden Darstellung von AP verwendet und die linke

Hemisphare diente der Quantifizierung des pEAB(3-42)-Gehalts.

3.2.3.1.2 Aufarbeitung des Gewebes zur Anfertigung von Kryoschnitten

Um AB im Gehirn anzufarben und zu analysieren, wurde eine Hemisphare, siehe
3.2.3.1.1, an dem Kryostat fur Forschung und Routine Leica CM3050 S in 10 pm
dicke Kryoschnitte geteilt. Dafir wurde die Hemisphare auf einen Halter mit
Tissue-Tek O.C.T. Compound fixiert, der in dem Kryostaten befestigt wurde. Die
Kdhlraumtemperatur entsprach -17 °C und die Objekttemperatur betrug -13 °C.
Es wurden sagittale Schnitte der linken Hemisphare von TBA2.1-Gehirnen
angefertigt, die auf einem Objekttrager platziert bei 37 °C getrocknet und

anschlie3end bei -80 °C gelagert worden.

3.2.3.1.3 Immunfluoreszenzbasierende Darstellung und Quantifizierung von
AB

Mit Hilfe von Antikorperfarbungen konnte der AB-Gehalt im Gehirn nachgewiesen
und quantifiziert werden. Die Kryoschnitte aus 3.2.3.1.2 wurden bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend fur 20 Minuten in 4 % PFA in PBS
in der Klvette fixiert. Weiter wurden die Schnitte in TBS-T (3 x 1 min, 1 x 10 min,
2 x 1 min) in Farbekasten permeabilisiert. Danach wurden die Flachen um den
Schnitt herum getrocknet und mit einem Flussigkeitsblocker (Liquid Blocker
Super PapPen) umrandet. Die nachfolgenden Flussigkeiten wurden auf die
Schnitte aufgetragen und nach der jeweiligen Inkubation vorsichtig mit der
Membranvakuumpumpe Laboport abgesaugt. Um unspezifische Bindungen zu
vermeiden, inkubierten die Schnitte fur 30 min in der Blocklésung. Im Anschluss
wurden die Schnitte Uber Nacht flr 4 °C im primaren Antikorper (Beta-Amyloid, 1-
16, 6E10) inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal fir 4 Minuten mit TBS-T
gewaschen, bevor sie mit dem sekundaren Antikérper (Goat anti-Mouse IgG
(H+L) Secondary Antibody) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurden.
Die Schnitte wurden nachfolgend noch 3 Mal fir 1 Minute in TBS-T im

Farbekasten gewaschen und anschlieend mit Aqua-Poly/Mount und
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Deckglaschen versehen. Die gefarbten Schnitte wurden bei 4 °C gelagert. Die
Aufnahmen der Bilder erfolgten am Laser Dissection Microscope (LMD6000) mit
der Kamera (Leica DFC310 FX) und durch die zugehdrige Software (Laser
Microdissection Leica LMD Software). Die quantitative Analyse der Bilder wurde
mit Hilfe der Software Imaged berechnet. Dazu wurden die Bilder in das 8 Bit-
Format umgewandelt und der Hintergrund sowie die minimal detektierte Pixelzahl
pro Versuch angepasst. Es wurden die gefarbte Partikelflache, die Anzahl, die
durchschnittliche GroRe und der durchschnittliche Durchmesser der Partikel

rechnerisch bestimmt.

3.2.3.1.4 Ap-Extraktion

Fur die Quantifizierung von pEAB(3-42) wurde das AP aus jeweils einer
Hemisphare eines TBA-Gehirnes extrahiert. Wahrend des gesamten Vorgangs
wurde auf Eis bzw. bei 4°C gearbeitet. Dazu wurde die linke Hemisphare, siehe
auch 3.2.3.1.1, mit dem neunfachen Gewicht der Hemisphare mit Tris-Puffer
versetzt und mit dem Precellys Keramik-Kit 1.4mm in einem
Homogenisationsystem (Precellys24) fur 2Mal 20s bei 6.000 upm
homogenisiert. Das entstandene 6,25 %ige Homogenat wurde fir 15 s gevortext,
5 min im Ultraschallbad Sonorex sonifiziert, anschlie®end nochmalig fur 15 s
gevortext. Ein Milliliter des Homogenats wurde bei 175.000 upm fir 30 min in der
Ultrazentrifuge (Optima Max-XP) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet wurde mit 200 ul 0,2 % Diethanolamin (DEA) fur 15 Minuten inkubiert
und mit 800 pl 0,2 % DEA homogenisiert und zu gleichen Bedingungen
nochmalig zentrifugiert. Der Uberstand reprasentierte die DEA-I8sliche Fraktion
von AB und wurde bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Das Pellet wurde mit 200
Ml 70 % Ameisensaure fur 15 min inkubiert, sonifiziert und weiteren 800 ul 70 %
Ameisensaure flr 45 min inkubiert und letztendlich homogenisiert. Die Ldsung
wurde nochmals zu den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Unterstand
stellte die unlosliche Fraktion dar und wurde bei -80 °C eingefroren, aufgetaut, im
Verhaltnis 1:22 mit 1 M Tris neutralisiert und erneut eingefroren. Die DEA-IGsliche

und die unldsliche Fraktion lagerten bis zur Analyse bei -80 °C.
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3.2.3.1.5 Analyse der Proteinkonzentration

Um die Konzentration an Proteinen der DEA-I6slichen und der unldslichen
Fraktion zu bestimmen, wurden das Micro BCA Protein Assay Kit und der Bio-
Rad Protein Assay verwendet. Das Micro BCA Protein Assay Kit eignet sich vor
allem zur Bestimmung von kleinen Proteinkonzentrationen und wurde daher fur
die Analyse der DEA-IGslichen Fraktion genutzt. Das Assay nutzt die Reduktion
zweiwertiger  Kupferionen in  der 2,2-Bichinolin-4,4'-dicarbonsaure in
Anwesenheit von Proteinen in alkalischer Losung. Dadurch werden violette
Komplexe gebildet, die photometrisch quantifizierbar sind (Smith, Krohn et al.
1985).

Die DEA-l6sliche Fraktion wurde 1:50 verdinnt und gemal der
Herstellerangaben des Kits analysiert. Dafur wurden jeweils 100 yl der DEA-
I6slichen Fraktion oder des Proteinstandards in einer Mikrotiterplatte mit 96
Vertiefungen (Nunc 96 Well-Platte) aufgetragen. Die gleiche Menge der Lésung
Working Reagent, die nach Angaben des Herstellers angesetzt wurde, wurde
hinzugefugt. Die Mikrotiterplatte wurde anschlieRend bei 37 °C fur 2 h inkubiert
und anschlielend bei einer Absorption von 570 nm photometrisch gemessen.
Aufgrund einer erhohten Proteinkonzentration in der unldslichen Fraktion wurde
der Bio-Rad Protein Assay, basierend auf der Methode nach Bradford, genutzt. In
diesem Assay wurde der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 genutzt, der
an die basischen und aromatischen Aminosauren von Proteinen bindet. Durch
diese Bindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm.
Die Bestimmung erfolgte photometrisch (Bradford 1976).

Fur das Assay wurden der Standard und die Lésung Diluted Dye Reagent gemaf
den Herstellerangaben hergestellt. Es wurden 10 pl der unverdinnten,
unldslichen Fraktion oder des Standards in eine Mikrotiterplatte mit 96
Vertiefungen (Nunc 96 Well-Platte) gegeben. Dazu wurden 200 pl der Lésung
diluted dye reagent hinzu gegeben und fir 30 s gemischt. Nach einer Inkubation
bei Raumtemperatur fur 5 min wurde die Absorption bei 595 nm photometrisch im
POLARstar OPTIMA gemessen und durch die zugehorige Software POLARSstar
OPTIMA Version 2.00 digitalisiert.
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3.2.3.1.6 Enzyme-linked immunosorbent assay

Der Enzym-gekoppelte Immunadsorptionstest (,Enzyme-linked immunosorbent
assay“, ELISA) ist eine quantitative Nachweismethode auf Basis von Antikorpern
(Engvall und Perlmann 1971, Engvall 2010). Der in dieser Arbeit verwendete
Amyloid-beta (N3pE-42) ELISA ist ein Sandwich-ELISA, der spezifisch humanes
pEAB(3-42) detektiert. Anstelle des mitgelieferten Puffers wurde 0,2 % DEA flr
die DEA-I6sliche Fraktion und 70 % Ameisensaure flr die unldsliche Fraktion
verwendet. Die Herstellung der Ubrigen Losungen entsprach den Angaben des
Herstellers. Als Basis des Kits wurde eine mit dem Anti-Human Ap-(38-42)-
Antikdrper gekoppelte Mikrotiterplatte genutzt. Die einzelnen Vertiefungen der
Mikrotiterplatte wurden entweder mit 100 ul des Standards, des entsprechenden
Puffers (Blank), der DEA-IGslichen oder der unloslichen Fraktion Uber Nacht bei
4 °C inkubiert. Danach wurde die Mikrotiterplatte mehrfach (4 x 100 pl,
4 x 200 uyl) mit der Lésung Wash Buffer gewaschen, um die unspezifischen
Bindungen zu I6sen. Die Mikrotiterplatte wurde danach mit 100 pl der Losung
Enzyme Conjugate fur 60 min bei 4 °C behandelt, das den Meerettich-Peroxidase
gekoppelten zweiten Antikorper Anti-Human A N3pE (8E1) enthielt. Es erfolgten
erneute Waschschritte (4 x 100 ul, 5 x 200 ul), bevor 100 pl der Lésung TMB
Substrate  Solution hinzu gegeben wurde. Das darin enthaltende
Tetramethylbenzidin (TMB) wurde von der Meerettich-Peroxidase umgesetzt,
wodurch ein Farbumschlag ins Blaue ausgelost wurde. Die Losung inkubierte fur
60 min bei Raumtemperatur im Dunklen. Im Anschluss wurde die Reaktion mit
100 pl der Lésung TMB Stop Solution durch die enthaltende Schwefelsaure
gehemmt und es erfolgte ein Farbumschlag ins Gelbe. Die Absorption wurde bei
450 nm im POLARstar OPTIMA gemessen. Der Leerwert wurde von den
Messwerten abgezogen. In Abhangigkeit der Farbintensitat und der
Standardreihe konnte die pEAB(3-42)-Konzentration bestimmt werden. Die
dadurch erhaltenen Messwerte wurden mit der in 3.2.3.1.5 bestimmten

Proteinkonzentrationen der Proben ins Verhaltnis gesetzt.
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3.2.4 Intraperitoneale Behandlung der TBA2.1-Mause mit

D-enantiomeren Peptiden

Zur kontinuierlichen Behandlung der TBA2.1-Mause mit D-enantiomeren
Peptiden, siehe 3.1.9, wurde das Alzet-Pumpensystem (Durect Corporation,
Cupertino, Vereinigte Staaten von Amerika) verwendet. Die Tiere wurden Uber
einen Zeitraum von 4 Wochen mit einer Dosis von 0,1 mg D-Peptid pro Tag
durch das Micro-Osmotic Pump Model 1004 intraperitoneal behandelt. Vor der
Implantation wurden 3,79 mg des jeweiligen D-Peptides pro Maus in steril
filtrietem PBS geldst. AnschlieRend wurde die Losung mit 200 mM
Natriumhydroxidlésung auf pH 7,4 angepasst, bevor auf das Endvolumen von
100 pl mit steril filtriertem PBS aufgefiillt wurde. Die Pumpen wurden Gber einen
Adapter mit je 100 ul Peptidiésung oder steril filtriertem PBS (Placebo) befullt und
mit dem Flussregler versehen. Die Mause wurden zur Implantation mit 100 mg/kg
Ketamin in Kombination mit 0,3 mg/kg Domitor durch intraperitoneale Injektion
narkotisiert. Der Bauchbereich wurde groRRzligig rasiert und desinfiziert. Die
Bauchdecke und die darunterliegende Muskelschicht wurden geoffnet. Die
Pumpe wurde mit der Offnung nach unten in das Peritoneum eingesetzt und die
Offnungen wurden mit resorbierbarem Nahtmaterial (PGA Resorba) genaht. Als
Antagonist zu Domitor wurde dem Tier 0,2 mg/kg Antisedan subkutan injiziert.
Des Weiteren wurde 5mg/kg Rimadyl zur Schmerzlinderung und
Entzindungshemmung subkutan verabreicht. Den Tieren wurden noch 3 weitere
Tage 5 mg/kg Rimadyl subkutan injiziert. AulRerdem wurden zweimal pro Woche
wahrend des gesamten Behandlungszeitraumes das Erscheinungsbild und das
Gewicht der Tiere begutachtet. Als Ausschlusskriterien wurden ernste
Auffalligkeiten beziehungsweise ein Gewichtsverlust von mehr als 15 % definiert.

In der Studie war kein Tier von den Ausschlusskriterien betroffen.

3.2.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurden die Programme InVivoStat 2.5 (Clark, Shoaib et
al. 2012), StatView 5.0.1 und GraphPad Prism 5.0 verwendet. Die

Normalverteilung der Daten wurde je nach Programm entweder in einem
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.,Normality Probability Plot* oder in dem Shapiro-Wilk-Test analysiert. Fur
normalverteilte, multiple Vergleiche wurde die einfaktorielle Varianzanalyse
(,One-Way analysis of variance“) oder die zweifaktorielle Varianzanalyse (, Two-
Way analysis of variance®) mit nachfolgendem Bonferroni- oder T-Test
verwendet. Im Falle normalverteilter Daten aus einer Panelstudie wurde die
zweifaktorielle Varianzanalyse im gemischten Modell (,Repeated-Measures-
Parametric Analyses®) mit einem nachfolgenden gepaarten T-Test (,pairwise
test‘) verwendet. Zum Vergleich von zwei Gruppen mit normalverteiltem
Charakter wurde der T-Test genutzt. Im Falle von metrisch nicht-normalverteilten
Daten von mehr als 2 Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test oder bei
wiederholten Messungen der Friedman-Test mit dem Dunn-Test (,Dunn’s
Multiple Comparison Test®) post hoc oder der Mann-Whitney-Test angewendet.
Im Vergleich von 2 Gruppen bei einer nicht-normalverteilten Datenstruktur der
Mann-Whitney-Test verwendet. Fur die Berechnung einer Korrelation wurde die
Pearson-Korrelation (,two-sided Pearson's product moment correlation
coefficient) genutzt. Die Wahrscheinlichkeit von p <0.05 wurde als signifikant

angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des TBA2.1-Mausmodells

Das Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene D-enantiomere Peptide als
potentielle Wirkstoffkandidaten im TBA2.1-Mausmodell zu evaluieren. Um dieses
Ziel zu verwirklichen, galt es im ersten Schritt den Phanotyp transgener TBA2.1-
Mause im Verhalten und in der Pathologie zu charakterisieren und im Vergleich

zur Literatur zu validieren.

4.1.1 Verhaltensanalysen des Phanotyps

Zur Charakterisierung des Verhaltens der TBA2.1-Mause (TBAZ2.1), wurden
wildtypische (WT), heterozygote (HET) und homozygote (HOM) Tiere in der
primaren Untersuchung, in ihrer motorischen Koordination, in ihrer Greifstarke
und in dem Stab-Test getestet. Basierend auf der Literatur wurden TBA2.1 im
gemischten Geschlecht in der primaren Untersuchung und in ihrer motorischen
Koordination zuerst in einer Panelstudie analysiert, in der zu mehreren
Zeitpunkten stets die gleichen Individuen getestet wurden (Alexandru, Jagla et al.
2011). Um einen maoglichen Einfluss des Trainings und des Geschlechts in der
Auspragung des Phanotyps auszuschlieBen, wurden alle weiteren Tests zur
Charakterisierung als Trend- oder Querschnittsstudie im gleichen Geschlecht
konzipiert, in denen zu jedem Zeitpunkt unterschiedliche Individuen analysiert
worden sind.

Die homozygoten TBA2.1 wurden bis zu einem Alter von funf Monaten
untersucht, da sie unter Einhaltung des Tierschutzes im Alter von funf Monaten
getotet worden sind, siehe 3.2.1.1. Die heterozygoten TBA2.1 wurden bis zu
einem Alter von 24 Monaten untersucht, da in den Gehirnen der heterozygoten
TBA2.1 erst ab dem Alter von 21 Monaten erste Mengen an AB(x-42) und
pEAB(3-42) auftraten (Alexandru, Jagla et al. 2011).
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41.1.1 Primare Untersuchung des SHIRPA-Tests

In der primaren Untersuchung des SHIRPA-Tests wurden das Aussehen, das
Verhalten und die Reflexe der TBA2.1 beobachtet und bewertet. Je héher der
SHIRPA-Score ausfiel, desto groer waren die makroskopischen Beobachtungen
in den einzelnen Kriterien in Bezug zum Wildtyp. Zusatzlich wurde im Rahmen
der primaren Untersuchung auch das Koérpergewicht der Tiere bestimmt, siehe
3.2.2.1.

4.1.1.1.1 Panelstudie

Die erste Testung fand im Alter von zwei Monaten und darauffolgend alle
vier Wochen bis zu einem Alter von finf Monate der gleichen Individuen im
gemischten Geschlecht statt. In der Beobachtung der homozygoten TBAZ2.1
konnte ab spatestens einem Alter von drei Monaten eine gekrimmte Haltung, ein
bewegungsstarrer und unsicherer Gang, reduzierte Reflexe sowie vom Hinterleib
beginnende, wellenartige Zuckungen festgestellt werden. Ab dem Alter von zwei
Monaten konnte ein um mehr als das Vierfache erhdhter SHIRPA-Score in
statistischer Signifikanz zum Wildtyp gemessen werden, der bis einschlieBlich
zum Alter von funf Monaten vorhanden war (zweifaktorielle Varianzanalyse im
gemischten Modell, Genotyp (F(225 = 59,01; p <£0,001), Interaktion mit dem Alter
(F,75)= 20,30, p = 0,001); gepaarter T-Test, WT vs. HOM p < 0,001, im Alter von
2 bis 5 Monaten). Die heterozygoten TBA2.1 wiesen keine signifikanten
Auffalligkeiten im Vergleich zu den wildtypischen TBA2.1 auf (gepaarter T-Test,
WT vs. HET, nicht signifikant (n.s.) im Alter von 2 bis 5 Monaten), siehe
Abbildung 8A. In der Analyse des Gewichtes konnten in dem Zeitraum keine
Unterschiede zwischen den drei Gruppen entdeckt werden (zweifaktorielle
Varianzanalyse im gemischten Modell, Genotyp (F225 =0,51; p=0,607);
gepaarter T-Test, jeweils fur WT, HET und HOM, 2 vs. 3, 2 vs. 4, 2 vs. 5 Monate,
n.s.), siehe Abbildung 8B.
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Abbildung 8: Primare Untersuchung und Analyse des Koérpergewichts der TBA2.1 in einer
Panelstudie. In der primaren Untersuchung des SHIRPA-Tests wurden das Aussehen, das
Verhalten und die Reflexe von wildtypischen (WT), heterozygoten (HET) und homozygoten
(HOM) TBA2.1 im Alter zwei bis funf Monaten bewertet (A). Je héher der SHIRPA-Score bewertet
wurde, desto groBer waren die zu messenden Auffalligkeiten im Vergleich zum Wildtyp. Zu den
gleichen Zeitpunkten wurde auch das Kdrpergewicht analysiert (B). In beiden Abbildungen sind
die Mittelwerte + Standardfehler mit ***p < 0.001 dargestellt.

4.1.1.1.2 Trendstudie

In der Trendstudie wurden zu jedem Zeitpunkt unterschiedliche TBAZ2.1-
Mannchen getestet. Die Beobachtungen der homozygoten TBA2.1 im Alter von
zwei bis funf Monaten ergaben spatestens ab einem Alter von drei Monaten die
gleichen Auffalligkeiten wie in der Panelstudie: eine gekrimmte Haltung, einen
bewegungsstarren und unsicheren Gang, reduzierte Reflexe sowie vom
Hinterleib beginnende Zuckungen. Ab dem Alter von zwei Monaten konnte ein
um mehr als das Funffache signifikant erhohter SHIRPA-Score der homozygoten
TBAZ2.1 im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden. Das gleiche Verhaltnis war
auch im Alter von funf Monaten messbar (zweifaktorielle Varianzanalyse,
Genotyp (F299) = 226,7, p =<0,0001), Interaktion mit dem Alter (F99)= 12,89,
p < 0,0001); Bonferroni-Test, WT. vs. HOM, p < 0,001 und WT vs. HET, n.s. im
Alter von 2 bis 5 Monaten). Die Beobachtungen und die Analyse der
heterozygoten TBA2.1 ergaben in dem Zeitraum Kkeine signifikanten
Auffalligkeiten (Bonferroni-Test, WT vs. HET, n.s. im Alter von 2 bis 5 Monaten),
siehe Abbildung 9A. Erst ab einem Alter von 21 Monaten wurden auch in den

heterozygoten TBA2.1 UnregelmaRigkeiten in der Haltung und im Gang deutlich.
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Diese UnregelmaRigkeiten spiegelten einen um 85 % signifikant erhohten
SHIRPA-Score im Alter von 21 Monaten und einen um 41 % signifikant erhdhten
SHIRPA-Score im Alter von 24 Monaten im Vergleich zu dem Wildtyp wieder
(Kruskal-Wallis-Test, p = 0,0012, Mann-Whitney-Test, WT vs. HET, 18 Monate
n.s., 21 und 24 Monate p < 0,05), siehe Abbildung 9B.
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Abbildung 9: Primare Untersuchung der TBA2.1 in einer Trendstudie. In der primaren
Untersuchung des SHIRPA-Tests wurden das Verhalten, das Aussehen und die Reflexe von
wildtypischen (WT), heterozygoten (HET) und homozygoten (HOM) TBA2.1-Mannchen im Alter
zwei bis funf Monaten (A) und 18 bis 24 Monaten (B) bewertet. Die Hohe des SHIRPA-Scores
dokumentiert die HOhe der gemessenen Auffalligkeiten im Vergleich zum Wildtyp. In der
Abbildung sind die Mittelwerte + Standardfehler mit ***p < 0.001 dargestellt.

Die Analyse der Korpergewichte ergab in dem Alter von drei, vier und funf
Monaten ein um bis zu 30 % reduziertes Gewicht der homozygoten TBA2.1-
Mannchen im Vergleich zum Wildtyp (zweifaktorielle Varianzanalyse, Genotyp
(F(2,08)= 48,04; p <0,0001; Bonferroni-Test; WT vs. HOM, 3 Monate p < 0,05,
4 und 5 Monate p < 0,001, WT vs. HET n.s. von 2 bis 5 Monate), siehe Abbildung
10. Ab einem Alter von 21 Monaten zeigte sich auch ein um 25 % reduziertes
Gewicht in den heterozygoten Tieren im Vergleich zum Wildtyp (zweifaktorielle
Varianzanalyse, Genotyp (F(1.40) = 4,986; p = 0,0312), Bonferroni-Test, WT vs.
HET, 18 Monate n.s., 21 und 24 Monate p < 0,05)
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Abbildung 10: Analyse der Korpergewichte der TBA2.1 in einer Trendstudie. Innerhalb der
primaren Untersuchung wurde auch das Gewicht der wildtypischen (WT), heterozygoten (HET)
und homozygoten (HOM) TBA2.1-Mannchen im Alter von zwei bis funf (A) und 18 bis 24 Monaten
(B) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler und *p < 0.05 und ***p < 0.001.

41.1.2 Beschleunigter Rotarod-Test

Das motorische Lernverhalten und die motorische Koordination der TBA2.1-Tiere
wurden in dem beschleunigten Rotarod-Test evaluiert. In diesem Test war es die
Aufgabe der Tiere, sich auf einem rotierenden Zylinder in neun Durchlaufen zu
bewegen. Sind die Tiere von dem Zylinder heruntergefallen, wurde die Latenzzeit
gestoppt. Die Latenzzeit wurde als Mald der motorischen Koordination genutzt

und die maximale Zeit pro Durchgang betrug 10 Minuten.

4.1.1.2.1 Panelstudie

Das motorische Lernverhalten und die motorische Koordination der TBA2.1 im
gemischten Geschlecht wurden im Alter von zwei bis funf Monaten in einer
Panelstudie evaluiert. Wie bereits in 4.1.1.1.1 beschrieben, wurden die Mause
erstmalig im Alter von zwei Monaten und darauffolgend alle vier Wochen bis zum
Alter von funf Monaten analysiert. Zuerst wurde das motorische Lernverhalten
pro Zeitpunkt in der Betrachtung der neun Durchgange als Verlauf untersucht.
Die homozygoten Tiere wiesen in den Altern zwei, drei und vier Monate ein
reduziertes, motorisches Lernverhalten auf. Im Alter von finf Monaten war kein
Unterschied detektierbar (Friedman-Test, im Alter 2, 3 und 4 Monate: jeweils
p < 0,001, 5 Monate: p = 0,0158; Dunn-Test, WT vs HET, n.s. im Alter von 2 bis
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5 Monaten; WT vs. HOM im Alter 2 Monate: p <0,0001, im Alter 3 Monate:
p <0,01, im Alter 4 Monate: p <0,05, im Alter 5 Monate n.s.), siehe Abbildung
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Abbildung 11: Motorisches Lernverhaltens der TBA2.1 in einer Panelstudie Das motorische
Lernverhalten der wildtypischen (WT), heterozygoten (HET) und homozygoten (HOM) TBA2.1
wurde im beschleunigten Rotarod-Test im Alter von zwei (A), drei (B), vier (C) und finf Monaten
(D) ermittelt. Dazu liefen die Tiere in neun Durchgangen auf einem rotierenden Zylinder. Sind die
Tiere heruntergefallen, wurde die Latenzzeit gemessen und als Mall der motorischen
Koordination ausgewertet. In den Abbildungen 9A—-D sind die neun Durchgange der
wildtypischen, heterozygoten und homozygoten TBA2.1-Mause als Mittelwert + Standardfehler
pro Zeitpunkt mit *p < 0.05, **p < 0.01 und ***p < 0.001 dargestellt.

Nachfolgend wurde die durchschnittliche, motorische Koordination der TBA2.1 im
Zeitraum zwei bis funf Monate in einer Panelstudie analysiert. Dazu wurde der
Mittelwert der neun Durchgange genutzt. Ab einem Alter von drei Monaten zeigte
sich eine um mehr als 31 % signifikant verringerte, motorische Koordination der
homozygoten TBA2.1 (zweifaktorielle Varianzanalyse im gemischten Modell,
Genotyp (F2,75)=3,59; p =0,043); T-Test, WT vs. HET, im Alter von 2 bis
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5 Monaten n.s., WT vs. HOM, im Alter von 2 Monaten n.s., im Alter von 3, 4 und
5 Monaten jeweils p < 0,05), siehe Abbildung 12.
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Abbildung 12: Durchschnittliche, motorischen Koordination der TBA2.1 in einer
Panelstudie. Die durchschnittliche, motorische Koordination der wildtypischen (WT),
heterozygoten (HET) und homozygoten (HOM) TBA2.1 wurde im beschleunigten Rotarod-Test im
Alter von zwei bis fiinf Monate in einer Panelstudie Uberprift. In diesem Test hatten die Tiere die
Aufgabe, sich in einem vorherigen Training und in neun Durchgadngen auf einem rotierenden
Zylinder zu bewegen. Sind die Tiere vom Zylinder heruntergefallen, wurde die Zeit gemessen. In
dieser Darstellung wurden die durchschnittiche, motorische  Koordination als
Mittelwerte + Standardfehler mit *p < 0.05 dargestellt.

4.1.1.2.2 Trendstudie

Das motorische Lernverhalten der wildtypischen, heterozygoten und
homozygoten Mannchen wurde zusatzlich in einer Trendstudie untersucht. Dazu
wurden zu jedem Zeitpunkt unterschiedliche Individuen getestet. Im Alter von
zwei und vier Monaten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
drei Gruppen detektiert werden (Friedman-Test, n.s., Dunn-Test, WT vs. HOM im
Alter 2 Monate und 4 Monate n.s.). Im Alter von 3 und 5 Monaten war hingegen
die motorische Koordination der homozygoten Tiere reduziert (Friedman-Test,
3 Monate p < 0,05 und 5 Monate p < 0,0002; Dunn-Test, WT vs. HOM, im Alter 3
Monate p < 0,05 und im Alter 5 Monate p < 0,01), siehe Abbildung 13.
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Abbildung 13: Motorisches Lernverhalten der TBA2.1 im Alter von zwei bis fiinf Monaten in

einer Trendstudie. Es wurde das motorische Lernverhalten von wildtypischen (WT),
heterozygoten (HET) und homozygoten (HOM) TBA2.1 im beschleunigten Rotarod-Test
Uberprift. Fielen die Tiere herunter wurde die Latenzzeit gestoppt. Dargestellt sind die neun
Durchgange im Alter von zwei bis finf Monaten als Mittelwert + Standardfehler pro Zeitpunkt mit
*p < 0.05und **p = 0.01.

Das motorische Lernverhalten der heterozygoten TBA2.1 wies weder im Alter
von zwei bis finf Monaten (Abbildung 13, Dunn-Test, WT vs. HET, im Alter von 2
bis 5 Monaten n.s.) noch im Alter von 18 bis 24 Monaten (Friedman-Test,
p <0,0001, Dunn-Test, WT vs. HET, im Alter von 18 bis 24 Monaten n.s.)
signifikante Unterschiede zum Wildtyp auf, siehe Abbildung 14.
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Abbildung 14: Motorisches Lernverhalten der heterozygoten TBA2.1 im Alter von 18 bis 24
Monaten. Wildtypische (WT) und heterozygote (HET) TBA2.1 wurden im Alter von 18 bis 24
Monaten im beschleunigten Rotarod-Test auf ihre motorische Koordination tberprift. Die Tiere
liefen dazu in neun Durchgangen auf einem rotierenden Zylinder. Sind die Tiere heruntergefallen,
wurde die Latenzzeit gemessen, die pro Durchgang als Mittelwert + Standardfehler dargestellt ist.

Zusatzlich zum motorischen Lernverhalten wurde die durchschnittliche,
motorische Koordination der wildtypischen, heterozygoten und homozygoten
TBAZ2.1 in einer Trendstudie analysiert. Weder im Alter von zwei bis funf Monaten
(Kruskal-Wallis-Test, p = 0,5836; Dunn-Test, WT vs. HET sowie WT vs. HOM, im
Alter von 2 bis 5 Monaten n.s.) noch im Alter von 18 bis 24 Monate (einfaktorielle
Varianzanalyse, Genotyp (Fi44)= 2,426, p = 0,0523); Bonferroni-Test, WT vs.
HET, im Alter von 18 bis 24 Monaten n.s.) konnten signifikante Unterschiede
zwischen dem Wildtyp und den hetero- bzw. homozygoten TBA2.1 gemessen

werden, siehe Abbildung 15.

59



Ergebnisse

4007 — TBA2.1WT 4007 — TBA2.1 WT
= TBA2.1 HET B TBA2.1 HET
Il TBA2.1 HOM
__ 300~ __ 300
L, L,
: 3
N 200+ N 200
[ C
i) i)
© ©
o I [ o ﬂi ’—_L‘I ﬁl
G T T T T 0 T T T
2 3 4 5 18 21 24
Monate Monate

Abbildung 15: Motorische Koordination der TBA2.1 in einer Trendstudie. Die
durchschnittliche, motorische Koordination wurde im beschleunigten Rotarod-Test von
wildtypischen (WT), heterozygoten (HET) und homozygoten (HOM) TBA2.1 im Alter von zwei bis
funf Monaten (A) und 18 bis 24 Monaten (B) evaluiert. In diesem Test liefen die Tiere in neun
Durchgéngen pro Alter auf einem rotierenden Zylinder. Sind die Tiere heruntergefallen, wurde die
Latenzzeit gestoppt. Die durchschnittliche, motorische Koordination pro Alter wurde als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt.

41.1.3 Greifstarke-Test

Die Greifstarke der mannlichen TBA2.1 wurde im Greifstarke-Test in einer
Querschnittsstudie gemessen. Dazu wurden die TBAZ2.1-Mause mit den
Vorderpfoten an ein Zugsystem gefuhrt, an dem sie sich intuitiv festgehalten
haben. Im Anschluss wurden sie kontinuierlich vom Zugsystem weggeflhrt bis
die TBA2.1 losgelassen haben. Die applizierte, maximale Greifstarke auf das
Zugsystem wurde Uber einen Signalverstarker innerhalb des Gerates gemessen.
Im Alter von funf Monaten besalRen die homozygoten TBA2.1 eine um 28 %
signifikant erniedrigte Greifstarke im Vergleich zum Wildtyp. Die Greifstarke der
heterozygoten TBA2.1 war nicht betroffen (einfaktorielle Varianzanalyse,
Genotyp (F(225 = 5.020, p = 0.0147; Bonferroni-Test WT vs. HET n.s., WT vs.
HOM p < 0,05, im Alter von 5 Monaten), siehe Abbildung 16A. Auch im Alter von
18 bis 24 Monaten konnte keine Beeintrachtigung der Greifstarke der
heterozygoten TBA2.1 gemessen werden (zweifaktorielle Varianzanalyse n.s.,
Bonferroni-Test, WT vs. HET n.s., im Alter von 18 bis 24 Monaten), siehe
Abbildung 16B.
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Abbildung 16: Greifstiarke der TBA2.1 im Alter von fiinf und 18 bis 24 Monaten. Es wurde
die maximale Greifstarke der Vorderpfoten der TBA2.1 im Greifstarke-Test gemessen. Es wurden
wildtypische (WT), heterozygote (HET) und homozygote TBA2.1 (HOM) im Alter von funf

Monaten (A) und 18 bis 24 Monaten (B) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler mit **p < 0.01.

41.1.4 Modifizierter Stabtest

Zur Untersuchung von Basalganglien-assoziierten Bewegungsstorungen wurden
die TBA2.1 im modifizierten Stabtest untersucht. Im diesem Test wurde eine
50 cm hohe Stange genutzt, dessen Ful} in 4 cm Streu eingebettet wurde. Die
TBA2.1 wurden mit dem Kopf nach unten auf die Stange platziert, die es galt in
drei Durchgangen hinunterzulaufen. Jeder Durchgang wurde von null bis drei
bewertet und als summierter Stabtest-Score analysiert. Je hoher der Stabtest-
Score gemessen wurde, desto weniger war ein kontinuierlicher Lauf moglich. Im
Alter von funf Monaten wiesen die homozygoten TBA2.1 einen um mehr das 12-
fache erhohten Stabtest-Score im Vergleich zum Wildtyp auf (Kruskal-Wallis-
Test, p <0,0001, Dunn-Test, WT vs. HOM p < 0,001, WT vs. HET n.s., im Alter
von 5 Monaten), siehe Abbildung 17A. Der Stabtest-Score der heterozygoten
TBA2.1 war im Vergleich zu dem der Wildtypen sowohl im Alter von finf Monaten
(Dunn-Test, WT vs. HET n.s.) als auch im Alter von 18 bis 24 Monaten (Kruskal-
Wallis-Test, p = 0,3551, Dunn-Test, WT vs. HET, im Alter von 18 bis 24 Monaten

jeweils n.s.) nicht signifikant unterschiedlich, siehe Abbildung 17B.
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Abbildung 17: Analyse des modifizierter Stabtest von wildtypischen, heterozygoten und

homozygoten TBA2.1. In dem modifizierten Stabtest wurden wildtypische (WT), heterozygote
(HET) und homozygote (HOM) TBA2.1 auf Basalganglien-assoziierte Bewegungsstérungen im
Alter von fiinf Monaten (A) und im Alter von 18 bis 24 Monaten (B) untersucht. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler mit ***p < 0.001.

4.1.2 Analyse der Amyloid-Pathologie

Zur Charakterisierung der Pathologie wurden die Ap-Ablagerungen und die
Konzentration von pEAB(3-42) in den Gehirnen von funf Monate alten

wildtypischen und homozygoten TBAZ2.1 in einer Querschnittstudie bestimmt.

41.21 Immunfluoreszenz der amyloiden Ablagerungen

Fur die Analyse der AB-Ablagerungen wurden 10 um dicke Hirnschnitte von funf
Monate alten wildtypischen und homozygoten TBA2.1 mit dem Antikorper 6E10,
der N-terminal AB(1-16) detektiert, auf Immunfluoreszenzbasis gefarbt,
digitalisiert und quantifiziert, siehe 3.2.3 In den homozygoten TBA2.1 wurden
Ablagerungen von AR im Kortex, Hippokampus, im Striatum und vor allem im
Mittelhirn gefunden. Im Wildtyp wurden dagegen keine spezifischen

Ablagerungen erkannt, siehe Abbildung 18A.
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Abbildung 18: Immunfluoreszenz von Ap-gefarbten wildtypischen und homozygoten
TBA2.1 Es wurden 10 um dicke Hirnschnitte von wildtypischen (WT) und homozygoten TBA2.1
(HOM) im Alter von fiinf Monaten gefarbt. In der Abbildung ist links jeweils exemplarisch eine
gefarbte Hemisphare mit dem Antikdrper 6E10 von einem wildtypischen und einem homozygoten
TBA2.1-Tier abgebildet. Im Gehirn von homozygoten TBA2.1 wurden Aggregate im Kortex (Cx),
Striatum (Str), Hippokampus (Hip), und im Mittelhirn (Mb) detektiert. Die gefarbten Partikel in der
Hemisphare des Wildtyps konnten als Artefakte identifiziert werden. Rechts in der Abbildung ist
ein 20 x vergrofRerter Ausschnitt aus dem Bereich des Mittelhirns zu erkennen. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gegengefarbt.

Die AB-gefarbte Flache der Hemisphare einer homozygoten TBA2.1 betrug im
Durchschnitt 0,16 £ 0,02 % der Gesamtflache, die sich signifikant von der
Hemisphare eines Wildtypen unterschied (Mann-Whitney-Test, WT vs. HOM,
p = 0,0022, im Alter von 5 Monaten), sieche Abbildung 19A. Die durchschnittliche
Anzahl betrug 913,50 + 145,37 Partikel pro Hemisphare in statistischer
Signifikanz zum Wildtyp (Mann-Whitney-Test, WT vs. HOM, p = 0,0022 im Alter
von flinf Monaten), siehe Abbildung 19B. Die durchschnittliche Flache eines
gefarbten Partikels betrug 70,68 + 5,28 um? und besal einen Durchmesser von
durchschnittlich 10,38 + 0,34 um.
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Abbildung 19: Quantifizierung von Hirnschnitten homozygoter TBA2.1 Hirnschnitte von 5
Monate alten wildtypischen (WT) und homozygoten TBA2.1 (HOM) wurden gefarbt und
quantifiziert. Dargestellt ist die gefarbte Partikelflache (A) und die Anzahl der gefarbten Partikel
(B) als Mittelwert + Standardfehler mit *p < 0.05 und **p < 0.01 dargestellit.

41.2.2 Biochemische Quantifizierung von pEAB(3-42) in TBA2.1-

Gehirnen

Zusatzlich zu den Ablagerungen von AR wurde auch die Konzentration von
pEAB(3-42) in den Gehirnen von funf Monate alten wildtypischen und
homozygoten TBA2.1 biochemisch bestimmt. Dazu wurde die DEA-I6sliche und
unlésliche Fraktion aus Hirnhomogenaten isoliert und in einem spezifischen
PEAB(3-42)-ELISA quantifiziert, siehe 3.2.3. Die Analyse der DEA-I6slichen
Fraktion von homozygoten TBA2.1 ergab eine Konzentration von
1,15 £ 0,26 ng/ml pEAB(3-42) in statistischer Signifikanz zum Wildtyp (T-Test,
WT vs. HOM, p < 0,0001, im Alter von funf Monaten), siehe Abbildung 20A. Die
unlésliche Fraktion der homozygoten TBA2.1 beinhaltete 32,28 + 4,24 ng/ml
pPEAB(3-42), die sich signifikant vom Wildtyp unterschied (T-Test, WT vs. HOM,
p = 0,0390, im Alter von funf Monaten), siehe Abbildung 20
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Abbildung 20: Biochemische Quantifizierung von pEAB(3-42) in der DEA-I6slichen und
unléslichen Fraktion. Zur Bestimmung der DEA-I8slichen (A) und unléslichen Fraktion (B)
wildtypischer (WT) und homozygoter (HOM) TBA2.1-Gehirne wurden diese in einem pEAB(3-42)-
spezifischen ELISA analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler mit *p <0.05 und
***p <0.001.

4.2 Intraperitoneale Behandlung mit D3 und D3D3

In der Charakterisierung der TBA2.1 konnte in den homozygoten Mausen ein frih
beginnender und progressiver Phanotyp festgestellt werden. Dieser zeigte sich
durch Auffalligkeiten im Erscheinungsbild, durch eine defizitare Motorik, durch
zerebrale, AB-Ablagerungen und durch eine erhohte Konzentration von pEAB(3-
42) im Gehirn. In den heterozygoten Tieren konnte hingegen ein anfanglich,
geringer ausgepragter Phanotyp ab dem Alter von 21 Monaten festgestellt
werden, siehe 4.1. Aus diesem Grund wurden die homozygoten TBAZ2.1
ausgewahlt, um die potentiellen Wirkstoffkandidaten D3 und D3D3 im Vergleich
zu Placebo (PBS) auf ihre therapeutische Wirkung im TBA2.1-Modell zu testen,
siehe 3.2.4.

Die grofdten Auffalligkeiten wurden im Alter von funf Monaten in der primaren
Untersuchung des SHIRPA-Tests deutlich. Aus diesem Grund wurden die Tiere
im Alter von vier Monaten zur Behandlung ausgewahlt. Basierend auf den
bisherigen Behandlungsstudien mit D3 wurde die Dosis von 0,1 mg pro Tag uber
vier Wochen, appliziert durch eine osmotische Minipumpe, gewahlt (Funke, van
Groen et al. 2010). Um unspezifische Effekte durch D3 und D3D3

auszuschlielen, wurden zu den gleichen Bedingungen wildtypische TBAZ2.1
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behandelt. Die Evaluation der therapeutischen Wirkung der D-Peptide auf den
Phanotyp der homozygoten TBA2.1 erfolgte in der primaren Untersuchung des
SHIRPA-Tests und im beschleunigten Rotarod-Test. Die Untersuchung eines
moglichen Effekts auf die Pathologie wurde durch immunfluoreszenzbasierende
Farbungen von AB und durch die biochemische Quantifizierung von pEAB(3-42)

realisiert.

4.2.1 Einfluss der D-Peptide D3 und D3D3 auf den Phanotyp der TBA2.1

Um die therapeutische Wirkung von D3 und D3D3 auf den sensomotorischen
Phanotyp zu untersuchen, wurden die Tiere vor und nach der Behandlung in der
primaren Untersuchung des SHIRPA-Tests analysiert. In diesem Test wurde das
Erscheinungsbild, das Verhalten und die Reflexe untersucht und bewertet. Je
hoher der SHIRPA-Score vergeben wurde, desto groRer waren die zu
messenden Auffalligkeiten. Nach der Behandlung der homozygoten TBAZ2.1
konnte ein um mehr als 26 % signifikant erhdhter SHIRPA-Score in der
Placebo- und in der D3-behandelten Gruppe im Vergleich zu vor der Behandlung
festgestellt werden (zweifaktorielle Varianzanalyse im gemischten Modell,
Vorher/Nachher (F1,20) = 11,70; p = 0,0027); gepaarter T-Test Placebo vorher vs.
Placebo nachher, p < 0,05, D3 vorher vs. D3 nachher, p <0,05). In der D3D3-
behandelten Gruppe wurde kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu vor der
Behandlung identifiziert (gepaarter T-Test, D3D3 vorher vs. D3D3 nachher, n.s.),
siehe Abbildung 21A. Die Behandlung der wildtypischen TBA2.1 mit Placebo, D3
und D3D3 zeigte keine Unterschiede im Vorher-Nachher-Vergleich (Mann-
Whitney-Test, vorher vs. nachher, n.s. in allen drei Gruppen), siehe Abbildung
21B.
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Abbildung 21: Primadre Untersuchung von Placebo-, D3- und D3D3-behandelten TBA2.1
Homozygote (HOM, A) und wildtypische (WT, B) TBA2.1 wurden mit 0,1 mg pro Tag D3, D3D3
oder Placebo (PBS) tber vier Wochen behandelt. Die Tiere wurden vor und nach der Behandlung
in der primaren Untersuchung des SHIRPA-Tests auf das aufere Erscheinungsbild, das
Verhalten und die Reflexe untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler mit *p < 0.05.

Die Analyse des Korpergewichts ergab im Vorher-Nachher-Vergleich keine
signifikanten Gewichtszunahmen oder —abnahmen durch die Behandlung mit
Placebo und D3 (zweifaktorielle Varianzanalyse im gemischten Modell,
Vorher/Nachher (F120) = 8,72; p = 0,0079); gepaarter T-Test, Placebo vorher vs.
Placebo nachher sowie D3 vorher vs. D3 nachher, n.s.). Die Behandlung mit
D3D3 bewirkte im Gegensatz dazu eine signifikante Gewichtszunahme von
ca. 5 % des Gewichtes vor der Behandlung (gepaarter T-Test, D3D3 vorher vs.
D3D3 nachher, p < 0,05), siehe Abbildung 22A. Die Analyse des Korpergewichts
der wildtypischen TBA2.1 ergab eine signifikante Erhohung in der Placebo- und
D3D3-behandelten  Gruppe. Im  Vorher-Nachher-Vergleich war keine
Gewichtsanderung in der D3-behandelten Gruppen festzustellen (zweifaktorielle
Varianzanalyse im gemischten Modell, Vorher/Nachher (F,17)= 13,04;
p = 0,0022); gepaarter T-Test, D3 vorher vs. D3 nachher, n.s.). Die
Gewichtszunahme der Placebo-behandelten Tiere betrug ca. 6 % und die der
D3D3-behandelten Tiere ca. 7 % (gepaarter T-Test, Placebo vorher vs. Placebo
nachher p < 0,05, D3D3 vorher vs. D3D3 nachher p <0,01), siche Abbildung
22B.
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Abbildung 22:Kérpergewichte vor und nach der Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3.
Die Koérpergewichte vor und nach der Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3 von homozygoten
(A) und wildtypischen (HOM) TBA2.1 sind abgebildet. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler und *p < 0.05 und **p < 0.01 dargestellt.

4.2.2 Einfluss der D-Peptide D3 und D3D3 auf die motorische

Koordination

Die therapeutische Wirkung von D3 und D3D3 auf die motorische Koordination
der wildtypischen und der homozygoten TBA2.1 wurde ebenfalls im
beschleunigten Rotarod-Test Uberprift. Der Test erfolgte vor und nach der
Behandlung und bestand daraus, dass die Tiere auf einem rotierenden,
beschleunigten Zylinder liefen, bis sie herunterfielen. Die gemessene Latenzzeit
wurde im Durchschnitt analysiert. Homozygote mit Placebo behandelte TBA2.1
wiesen eine um 31 % signifikant reduzierte, motorische Koordination auf
(zweifaktorielle  Varianzanalyse im gemischten Modell, Vorher/Nachher
(F(1,200=2,76; p=0,1122); gepaarter T-Test, Placebo vorher vs. Placebo
nachher, p < 0,05). In der mit D3- und D3D3-behandelten, homozygoten Gruppe
konnten keine signifikanten Veranderungen der motorischen Koordination
gemessen werden (gepaarter T-Test, D3 vorher vs. D3 nachher sowie D3D3
vorher sowie D3D3 nachher, n.s.), siehe Abbildung 23A. Die Behandlung der
wildtypischen TBA2.1 wies keine Unterschiede auf (Mann-Whitney-Test, vorher

vs. nachher, n.s in allen drei Gruppen), siehe Abbildung 23B.

68



Ergebnisse

400+ [J Placebo B8 D3 B D3D3 400+ ] Placebo WT B D3WT
I D3D3WT

—, 300+ —, 300
L, L,
% . : . %
N 200+ i ' N 2004
c c
[0} [0}
® ®
=100+ — 100

0- 0-

vor der Behandlung nach der Behandlung vor der Behandlung nach der Behandlung

Abbildung 23: Motorische Koordination vor und nach der Behandlung mit Placebo, D3 und

D3D3. Die motorische Koordination von homozygoten (A) und wildtypischen TBA2.1 (WT) (B)
wurde vor und nach der Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3 im beschleunigten Rotarod-Test
evaluiert. Dazu liefen die Tiere auf einem rotierenden Zylinder bis sie heruntergefallen sind.
Dargestellt ist die durchschnittliche Latenzzeit aller Durchgange (Mittelwert + Standardfehler) und
*p £0.05.

4.2.3 Einfluss der D-Peptide D3 und D3D3 auf die AB-Ablagerungen

Die therapeutische Wirkung von D3 und D3D3 auf die AB-Ablagerungen der
homozygoten TBA2.1 wurde mittels immunfluoreszenzbasierender Farbungen
untersucht. Dazu wurden nach der Behandlung die Gehirne gesammelt,
geschnitten und alle AB-haltigen Aggregate mit dem Antikorper 6E10 angefarbt.
Die gefarbten Hirnschnitte der behandelten TBA2.1 zeigten Ablagerungen von A
im Striatum, im Mittelhirn, im Hippokampus und vereinzelt im Hirnstamm sowie
im Kortex. In der Analyse der gefarbten Partikelflache konnten keine
Unterschiede zwischen den drei Gruppen gemessen werden (einfaktorielle
Varianzanalyse, p = 0,6184, Bonferroni-Test, Placebo vs. D3 sowie Placebo vs.
D3D3, n.s.), siehe Abbildung 24A. Ebenso konnten in der Partikelanzahl keine
signifikanten Unterschiede detektiert werden (einfaktorielle Varianzanalyse,
p = 0,1774, Bonferroni-Test, Placebo vs. D3 sowie Placebo vs. D3D3, n.s.), siehe
Abbildung 24B.
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Abbildung 24: AB-Ablagerungen nach der Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3. Es
wurden die zerebralen Ablagerungen von AR homozygoter TBA2.1 mit dem Antikdrper 6E10 nach
der Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3 angefarbt. Jeweils eine gefarbte Hemisphéare des
Gehirns pro Behandlung ist exemplarisch dargestellt (A). Anhand dieser Farbungen wurden die
gefarbte Partikelflache (B) und die Partikelanzahl (C) quantifiziert und als Mittelwerte +
Standardfehler mit dargestellt.

4.2.4 Einfluss der D-Peptide D3 und D3D3 auf die pEAR(3-42)-

Konzentration

Zusatzlich zur Bestimmung der AB-Ablagerungen wurde die Wirkung von D3 und
D3D3 auf die pEAB(3-42)-Konzentration im Gehirn Uberpruft. Dazu wurde die
DEA-l6sliche und die unlésliche Fraktion aus Hirnhomogenaten von
homozygoten TBA2.1 extrahiert und in einem spezifischen pEAB(3-42)-ELISA
biochemisch quantifiziert. Die Behandlung mit D3D3 bewirkte eine signifikante
Erhdhung um 265 % von pEAB(3-42) in der DEA-IGslichen Fraktion im Vergleich

zum Wildtyp (einfaktorielle Varianzanalyse, p = 0,0055; Bonferroni-Test, Placebo
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vs. D3D3, p < 0,01). Die DEA-IGslichen Fraktionen aus der Placebo- und der D3-
Behandlung waren wiederum nicht signifikant unterschiedlich (Bonferroni-Test,
Placebo vs. D3, n.s.), siehe Abbildung 25A. In der unldslichen Fraktion konnte
zwischen den drei Gruppen kein Unterschied von pEAB(3-42) detektiert werden
(Kruskal-Wallis-Test, p = 0,9253, Dunn-Test, Placebo vs. D3 sowie Placebo vs.
D3D3, n.s.), sieche Abbildung 25B.
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Abbildung 25: Biochemische Quantifizierung der pEAR(3-42)-Konzentration nach der
Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3 Es wurden die DEA-I6sliche und die unldsliche Fraktion
der Gehirne aus homozygoten TBA2.1 nach der Behandlung mit Placebo, D3 und D3D3
extrahiert und pEAB(3-42) in einem spezifischen pEAB(3-42)-ELISA nachgewiesen. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardfehler und **p < 0.01.

71



Diskussion

5. Diskussion

Alzheimer-Demenz ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung und betrifft
mehr als 26 Millionen Menschen weltweit. In der Pathogenese der AD werden
basierend auf der Amyloid-Hypothese die Oligomere von AB(1-42) als die
pathogene Spezies postuliert, die zur Degeneration der Neuronen und schlie3lich
zur Demenz fuhrt. Aktuelle Forschungsergebnisse beschreiben eine verstarkte
Oligomerisierung von Pyroglutamat-modifiziertem AR(3-42), dessen Oligomere
auch eine erhohte Toxizitat im Vergleich zu AB(1-42) aufweisen. AulRerdem ist
nachgewiesen, dass die Anwesenheit von pEAB(3-42) die Oligomerisierung von
AB(1-42) auslést und verstarkt. Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass
pEAB(3-42) die Pathogenese auslosen konnte. Somit stellt pEAB(3-42) ein
interessantes und wichtiges Zielmolekull in der Modulation der Aggregation von
AB zur Therapie dar.

Bislang erfolgt die Therapie der Patienten nur symptomatisch und palliativ, da
noch kein Wirkstoff gefunden wurde, der den Krankheitsverlauf aufhalten oder
verlangsamen kann. Viele Therapieansatze konzentrieren sich auf die
Inhibierung der B- und y-Sekretase, die Modulation der Tau-Phosphorylierung
oder die Modulation der Aggregation von AB. Aber bisher sind mehr als 100
Wirkstoffe in den klinischen Phasen aufgrund von starken Nebenwirkungen oder
durch eine nicht erwiesene Wirksamkeit gescheitert. Ein potentieller
Wirkstoffkandidat, der aus D-enantiomeren Aminosauren besteht, ist D3. In
bisherigen Studien konnte die orale Gabe von D3 in doppelt transgenen
APPswe/PS1dE9-Mausen eine Verbesserung des raumlichen Lernverhaltens
sowie eine Reduktion der Plaques in vivo bewirken. Untersuchungen in vitro
zeigten, dass D3 die toxischen Oligomere reduziert und in amorphe,
hochmolekulare Aggregate umwandelt. Damit stellt D3 einen aussichtsreichen
Wirkstoffkandidaten in der Modulation der Aggregation von A dar.

Die therapeutische Wirkung von D3 gegenuber den Oligomeren von pEAB(3-42)
ist bisher nicht bekannt.

Daher war das Ziel dieser Arbeit die Wirkung von D3 und dem Tandemderivat

D3D3 gegenuber pE(3-42) im TBAZ2.1-Modell zu evaluieren. Dazu wurde
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zunachst der Phanotyp transgener TBAZ2.1 charakterisiert und im Bezug zur

Literatur evaluiert.

5.1 Charakterisierung der TBA2.1

In der vorliegenden Arbeit wurde der Phanotyp transgener TBA2.1 anhand
makroskopischer Auffalligkeiten, der Motorik und der Pathologie naher
untersucht. In den nachfolgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der
Charakterisierung im Einzelnen diskutiert und im Anschluss in der Gesamtheit

erortert.

5.1.1 Makroskopische Beobachtungen homozygoter TBA2.1-Mause

Die primare Untersuchung des SHIRPA-Tests ist ein semi-quantitatives
Screeningverfahren und dient der Evaluation sensorischer und motorischer
Defizite (Rogers, Fisher et al. 1997). Die TBA2.1 wurden im Alter von zwei bis
funf Monaten in einer Panel- und in einer Trendstudie analysiert. In beiden
Studien zeigten sich ab spatestens einem Alter von drei Monaten eine
gekrimmte Haltung, ein bewegungsstarrer, unsicherer Gang sowie reduzierte
Reflexe der homozygoten TBA2.1. Weiter konnten vom Hinterleib beginnende,
wellenartige Zuckungen beobachtet werden, die auf einen Tremor deuten (Alty
und Kempster 2011). Diese Merkmale bekraftigen einen sensomotorischen
Phanotyp, der ebenfalls in einen signifikant erhdhten SHIRPA-Score resultiert
(Rogers, Fisher et al. 1997). In anderen Studien weisen homozygote TBA2.1 ab
einem Alter von drei Monaten ahnliche Symptome auf. Diese sind Merkmale
eines Tremors, eines Rigors und eine abnormale Haltung, eine statistische
Analyse ist dazu aber nicht angegeben (Alexandru, Jagla et al. 2011). Das
Vorgangermodell der TBA2.1 sind transgene TBA2-Mause, die ebenfalls
posttranslational modifiziertes pEAB(3-42) exprimieren. Im Vergleich zu den
homozygoten TBAZ2.1 besitzen heterozygoten TBA2 eine hoOhere, zerebrale
pEAB(3-42)-Konzentration und eine reduzierte  Uberlebensrate.  Die
makroskopischen Beobachtungen der transgenen TBA2-Mause zeigen ebenfalls

eine gekrummte Haltung sowie eine reduzierte Motorkoordination (Wirths,
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Breyhan et al. 2009, Alexandru, Jagla et al. 2011). Dies bekraftigt die Aussage
eines pEAB(3-42)-induzierten, sensomotorischen Phanotyps in den homozygoten
TBA2.1, der in dieser Arbeit gemessen wurde. Sensomotorische Auffalligkeiten
treten nicht nur in Alzheimer-Mausen auf, sondern auch vermehrt in Alzheimer-
Patienten (Bisio, Casteran et al. 2012). Bereits im Stadium der leichten kognitiven
Beeintrachtigungen sind Veranderungen im Gang, Auffalligkeiten in der
Korperhaltung, eine Bradykinesie und vereinzelt ein Tremor vorhanden
(Scarmeas, Hadjigeorgiou et al. 2004, Pettersson, Olsson et al. 2005, Nadkarni,
Mawiji et al. 2009). Bisher konnte kein Zusammenhang zwischen pEAB(3-42) und
den sensomotorischen Auffalligkeiten im Menschen beschrieben werden. Aber
als eine der haufigsten Spezies von AB im Gehirn ist es denkbar, dass ein
Zusammenhang existiert (Portelius, Bogdanovic et al. 2010).

Innerhalb der primaren Untersuchung wurde aullerdem das Gewicht
dokumentiert, das einen wichtigen Indikator der Gesundheit der Tiere darstellt
(Ullman-Cullere und Foltz 1999). In der Panelstudie wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen der TBA2.1 im Alter von zwei bis funf
Monaten festgestellt. In der Trendstudie hingegen wurde ab dem Alter von drei
Monaten ein um 30 % reduziertes Gewicht der homozygoten TBA2.1 deutlich.
Dieser Unterschied konnte sich durch die beiden unterschiedlichen
Studienkonzepte ergeben. In der Panelstudie wurden Mannchen und Weibchen
getestet, wahrend in der Trendstudie nur Mannchen untersucht worden sind.
Dadurch, dass sich das Gewicht der Mannchen zu dem Gewicht der Weibchen
im Allgemeinen unterscheidet, unterliegen diese Ergebnisse moglicherweise
grélkeren Schwankungen als die Ergebnisse der Trendstudie.

Ein weiterer moglicher Faktor stellte die der primaren Untersuchung
nachfolgende Testung der Tiere im beschleunigten Rotarod-Test dar. Dadurch
wurden die Tiere trainiert, welches das Gewicht zusatzlich beeinflussen konnte.
Alexandru et. al. beschrieb ab einem Alter von vier Wochen ein um 30 %
reduziertes Gewicht, welches in der primaren Untersuchung einer Panelstudie
mit gemischtem Geschlecht evaluiert wurde. In der Studie sind homozygote
TBA2.1 ebenfalls im beschleunigten Rotarod-Test analysiert worden, aber es

existiert keine Angabe, ob es sich dabei um die gleichen Tiere wie in der
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primaren Untersuchung handelt (Alexandru, Jagla et al. 2011). Eine weitere
Ursache, die die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von Alexandru et. al. und
dieser Arbeit erklaren konnte, konnte ein allgemeiner Faktor, wie zum Beispiel
die Haltung oder das Futtermittel sein. Es ist beschrieben, dass die homozygoten
TBA2.1 ein verringertes Trink- und Futterverhalten besitzen, wodurch ein
negativer Einfluss auf das Gewicht gegeben ist (Alexandru, Jagla et al. 2011). In
der vorliegenden Arbeit wurde das Trink- und Futterverhalten nicht analysiert,
aber es wurden auch keine Auffalligkeiten durch die zustandigen Tierpfleger
gemeldet.

Wirths et. al. beschreibt in heterozygoten TBA2 ebenfalls ab einem Alter von zwei
Monaten ein um mindestens 28 % reduziertes Gewicht. Eine motorische
Trainingsanalyse ist nicht dokumentiert (Wirths, Breyhan et al. 2009). Trotz der
verschiedenen Studienkonzepte, lasst sich ein Zusammenhang zwischen
PEAB(3-42) und einem reduzierten Gewicht formulieren. Gewichtsanalysen von
alteren Menschen weisen bereits vor der Diagnose der AD ein verringertes
Gewicht auf, dass sich nach der Diagnose im Verlauf der Krankheit weiter
reduziert (Gillette-Guyonnet, Nourhashemi et al. 2000). Es wird sogar diskutiert,
ob ein reduziertes Gewicht in Zusammenhang mit anderen Faktoren einen
praklinischen Indikator der AD darstellen kénnte (Johnson, Wilkins et al. 2006,
Tamura, Masaki et al. 2007, Inelmen, Sergi et al. 2010).

Zusammenfassend lassen sich ein sensomotorischer Phanotyp und ein
verringertes Korpergewicht in den homozygoten TBA2.1 messen, welche
wahrscheinlich durch die zerebrale pEAB(3-42)-Konzentration induziert sind. Das
Feststellen ahnlicher Symptome in AD-Patienten verdeutlicht die Relevanz der

Ergebnisse und lasst einen moglichen Zusammenhang zu.

5.1.2 Motorik der homozygoten TBA2.1-Mause

Zur Evaluation der motorischen Koordination wurden die homozygoten TBAZ2.1
im Alter von zwei bis funf Monaten getestet. Das motorische Lernverhalten war in
der Panelstudie im Alter von zwei bis vier Monaten und in der Trendstudie im
Alter von drei und funf Monaten reduziert. Die durchschnittliche, motorische

Koordination der Tiere war hingegen in der Panelstudie im Alter von drei bis flnf
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Monaten um mehr als 31 % reduziert, wahrend in der Trendstudie kein
Unterschied detektiert werden konnte. Eine mogliche Erklarung dieser
Inkonsistenzen waren die verschiedenen Studienkonzepte. In der Panelstudie
wurden Mannchen und Weibchen analysiert, wahrend in der Trendstudie nur
Mannchen getestet worden sind. Moglicherweise resultieren diese Unterschiede
in den Studien aus einer geschlechtsspezifischen Auspragung des Phanotyps.
Die Analyse des Geschlechts als moéglicher Kofaktor in der Panelstudie ergab
allerdings keine signifikante Kovarianz (zweifaktorielle Varianzanalyse im
gemischten Modell, Kofaktor Geschlecht (F124)=3,73; p=0,0653)), siehe
Abbildung 26.
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Abbildung 26: Vergleich der Latenzzeit auf dem Rotarod von méannlichen und weiblichen
TBA2.1 in der Panelstudie. In der Abbildung wurde die Latenzzeit von mannlichen und
weiblichen TBA2.1 dargestellt. Es wurden wildtypische (WT), heterozygote (HET) und
homozygote (HOM) TBAZ2.1 analysiert.

Alexandru et. al. beschreibt eine geschlechtsunabhangige Auspragung des
Phanotyps (Alexandru, Jagla et al. 2011). Aus diesem Grund wurden in dieser
Arbeit die ersten geborenen Wirfe der TBA2.1 unabhangig vom Geschlecht und
blind gegentber dem Genotyp in der Panelstudie analysiert. Daraus ergab sich
eine ungleichmafRige Verteilung von 18 getesteten Mannchen und 10 getesteten
Weibchen. Diese Ungleichmaligkeit betraf vor allem die homozygote Gruppe mit
neun Mannchen und zwei Weibchen. Madoglicherweise resultiert die nicht
signifikante Wahrscheinlichkeit einer geschlechtsabhangigen Auspragung des

Phanotyps von 6 % aus einer zu kleinen Stichprobenmenge. Daher besteht die
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Moglichkeit, dass die motorische Koordination der TBA2.1 einer
geschlechtsspezifischen Abhangigkeit unterliegt. Diese Theorie musste aber im
direkten Vergleich von weiblichen und mannlichen TBA2.1 aller drei vertretenden
Genotypen eingehend gepruft werden.

Im Vergleich zur Literatur, ist eine reduzierte motorische Koordination der
homozygoten TBA2.1 ab dem Alter von einem Monat detektierbar. Im Alter von
funf Monaten umfasst die motorische Koordination weniger als 20 % als die des
Wildtyps (Alexandru, Jagla et al. 2011). In dieser Arbeit betrug die motorische
Koordination hingegen im Alter von funf Monaten in der Panelstudie 67 % und in
der Trendstudie (nicht signifikant) 71 % der motorischen Koordination des
Wildtyps. Madgliche Ursachen fur diese Unterschiede kdnnten allgemeine
Faktoren wie z.B. Haltungsbedingungen, anderes Futtermittel,
Messschwankungen etc. sein. Aber auch der genetische Hintergrund kdnnte eine
Rolle spielen. Das Transgen der TBA2.1 ist in den Hintergrund C57BL/6 x DBA1
eingebracht (Alexandru, Jagla et al. 2011). Zu Beginn dieser Arbeit wurden
heterozygote TBA2.1 mit C57BL/6 verpaart, um die Zucht aufzubauen. Damit ist
wahrscheinlich der Anteil an C57BL/6 im Hintergrund hoher, als der Anteil in den
von Alexandru et. al. beschriebenen Mausen. Eine weitere Ursache kdnnte in der
Differenz zwischen den Rotarod-Apparaten liegen. Es wird zum Beispiel
vermutet, dass die Oberflache und der Durchmesser der rotierenden Zylinder
einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse haben (Wahlsten, Metten et al.
2003, Bohlen, Cameron et al. 2009).

Trotz der Schwankungen zwischen den Studien liegt in der Gesamtbetrachtung
aller Daten eine reduzierte, motorische Koordination der homozygoten TBA2.1
vor, die wahrscheinlich durch die zerebrale Konzentration von pEAB(3-42)
ausgelost wird. Dieser Zusammenhang wird auch in anderen transgenen
Mausmodellen bestatigt. Zum Beispiel weisen transgene TBA42, die
posttranslational modifiziertes pEAB(3-42) exprimieren, ebenfalls motorische
Defizite in der Koordination auf (Wittnam, Portelius et al. 2012).
Alzheimer-Patienten haben ebenfalls eine verringerte Schrittgeschwindigkeit,
eine verringerte Schrittlange sowie einen veranderten Schrittrhythmus. Diese

Merkmale sind bereits im Stadium der leichten kognitiven Beeintrachtigung
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messbar (Nadkarni, Mawiji et al. 2009). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass in
AD-Patienten die motorische Koordination im frlhen Stadium der Krankheit
eingeschrankt ist. Eine Abhangigkeit einer verringerten Koordination und einer
zerebralen Konzentration von pEAB(3-42) ist bislang nicht untersucht, ist aber
dennoch nicht ausgeschlossen.

Um einen weiteren Aufschluss Uber die Motorik der TBA2.1 zu gewinnen, wurden
funf Monate alte TBA2.1 in dem modifizierten Stabtest und im Greifstarke-Test
untersucht. Der modifizierte Stab-Test dient der Untersuchung einer
Basalganglien-assoziierten Bewegungsstorung (Ogawa, Hirose et al. 1985,
Meredith und Kang 2006). Die homozygoten TBA2.1 wiesen einen um das 12-
fache erhohten Stabtest-Score auf. Daraus lasst sich schlieRen, dass in
homozygoten = TBAZ2.1 wahrscheinlich  eine  Basalganglien-assoziierte
Bewegungsstorung vorlag, die wahrscheinlich durch die zerebrale Konzentration
von pEAB(3-42) induziert wurde. Zur Bestatigung dieser Bewegungsstorung
waren pathologische Begutachtungen der  Basalganglien wichtig.
Untersuchungen der Basalganglia in Gehirnen von Alzheimer-Patienten weisen
eine differenzierte Form des Striatums und des Pallidums im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf (Cho, Kim et al. 2014). Anhand der in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass die zerebrale
Konzentration an pEAB(3-42) wahrscheinlich eine Basalganglien-assoziierte
Bewegungsstorung induziert. Veranderungen der Basalganglien im Menschen
bestatigen die Relevanz der Ergebnisse.

Die Analyse der Greifstarke ergab in homozygoten TBA2.1 eine Reduktion um
28 % im Vergleich zum Wildtyp. Dieser Unterschied wurde wahrscheinlich durch
eine zerebrale Konzentration von pEAB(3-42) ausgelost. Begutachtungen von
Alzheimer-Patienten zeigen ebenfalls eine reduzierte Greifstarke auf. Es wird
sogar vermutet, dass eine Beeintrachtigung dieser den kognitiven Symptomen
voraus geht (Kluger, Gianutsos et al. 1997, Buchman, Wilson et al. 2007).

Daraus lasst sich zusammenfassend schlussfolgern, dass in homozygoten
TBA2.1 die motorische Koordination und die Greifstarke reduziert sind und

wahrscheinlich eine Basalganglien-assoziierte Bewegungsstorung vorliegt, die
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wahrscheinlich durch die zerebrale Konzentration an pEAB(3-42) induziert

worden sind.

5.1.3 Phanotyp der heterozygoten TBA2.1

Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen, homozygoten TBA2.1 entwickelten
sich in den heterozygoten Tieren erste Auffalligkeiten in der primaren
Untersuchung im Alter von 21 Monaten. Es wurden ein veranderter Gang und
eine abnormale Haltung dokumentiert, die im Vergleich zum Wildtyp einen um
85 % erhohten SHIRPA-Score ausmachten. Zudem konnte ebenfalls ab dem
Alter von 21 Monaten ein um 25 % reduziertes Gewicht gemessen werden. Die
Analysen im beschleunigten Rotarod, im Greifstarke-Test und im modifizierten
Stab-Test ergaben bis zum Alter von 24 Monaten keine Unterschiede im
Vergleich zum Wildtyp. Damit ist die Entwicklung eines Phanotyps im Vergleich
zu den homozygoten TBA2.1 verzdgert und geringer ausgepragt. Im gleichen
Alter der heterozygoten TBAZ2.1 ist eine zerebrale Konzentration von 4 ng/g
PEAB(3-42) messbar, welche dem Niveau von weniger als einen Monat alter
homozygoter TBA2.1 entspricht (Alexandru, Jagla et al. 2011). Dies bekraftigt
einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von pEAB(3-42) und dem
gesamten Phanotyp sowie dem Gewicht, wie es vorherige Ergebnisse ebenfalls

vermuten lieRen, siehe 5.1.1.

5.1.4 Korrelation der makroskopischen Beobachtung mit der

motorischen Koordination

Die bisherigen Analysen konnten einen Einfluss von pEAB(3-42) auf den
Phanotyp sowie auf die motorische Koordination der homozygoten TBAZ2.1
darstellen. Um sich ein genaueres Bild uber den Zusammenhang der beiden
Parameter zu verschaffen, wurde eine mogliche Korrelation der Daten aus der
primaren Untersuchung und des beschleunigten Rotarod-Tests analysiert. Dazu
wurden die Werte der wildtypischen, heterozygoten und homozygoten TBA2.1 im
Alter von zwei bis funf Monaten aus der Panel- und der Trendstudie ins
Verhaltnis gesetzt, siehe Abbildung 27 und Abbildung 28. In beiden Studien
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konnte eine signifikante Korrelation der primaren Untersuchung mit der
motorischen Koordination festgestellt werden. (Panelstudie: Pearson-Korrelation,
p = 0,0304; Trendstudie: Pearson-Korrelation: p = 0,0004). Um einen Vergleich
zwischen den beiden Studienkonzepten zu ziehen, lasst sich auf Basis der
Wahrscheinlichkeit der Pearson-Korrelation in dem Konzept der Trendstudie eine
Uberzeugendere Korrelation messen.

Generell wird aber in beiden Studien folgender Zusammenhang deutlich: je hdher
der SHIRPA-Score gemessen wurde, desto niedriger ist die zu erwartende
Latenzzeit auf dem Rotarod. Anders herum formuliert: je niedriger die
gemessene Latenzzeit auf dem Rotarod war, desto hdher ist der zu erwartende
SHIRPA-Score. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der progressive Phanotyp
sowohl den sensomotorischen Phanotyp als auch die Motorkoordination umfasst,
die gleichermallen zunehmen. Die nachfolgende Abbildung zeigt die Korrelation

in der Panelstudie.
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Abbildung 27: Korrelation des SHIRPA-Scores und der Latenzzeit in der Panelstudie. Es
wurden die Daten der wildtypischen, heterozygoten und homozygoten TBA2.1 im Alter von zwei
bis funf Monate aus der primaren Untersuchung (X-Achse) und aus dem beschleunigten Rotarod-
Test (Y-Achse) aus der Panelstudie in Beziehung gesetzt. Der lineare Zusammenhang beider
Analysen ist als Linie im Punkt-Diagramm dargestellt (Pearson-Korrelation, p = 0,0304).
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Die Korrelation der Trendstudie ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 28: Korrelation der SHIRPA-Scores und der Latenzzeit in der Trendstudie. In
dieser Darstellung wurden die Daten der wildtypischen, heterozygoten und homozygoten TBA2.1
im Alter von zwei bis funf Monate aus der primaren Untersuchung (X-Achse) und der
gemessenen Latenzzeit (Y-Achse) in eine Beziehung gesetzt (Pearson-Korrelation, p = 0,0004).

5.1.5 Pathologie der homozygoten TBA2.1-Mause

Um sich einen zusammenhangenden Uberblick Uber den Phéanotyp zu
verschaffen, wurde zusatzlich zum Verhalten die Pathologie der homozygoten
TBA2.1 untersucht. Dazu  wurden  Farbungen gegen AR  auf
Immunfluoreszenzbasis durchgefuhrt und die Konzentration von pEAB(3-42)
biochemisch bestimmt.

Die Farbung gegen A erfolgte in Hirnschnitten von funf Monate alten TBA2.1 mit
dem Antikorper 6E10, der N-terminal AB(1-16) detektiert. Das Epitop des
Antikérpers liegt zwischen den Aminosaureresten 3 und 8 von AR, wodurch
vermutlich pEAB(3-42) und AB(Q3-42) erkannt wird. Aullerdem sollte erwahnt
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werden, dass der Antikdrper 6E10 gegen humanes AP gerichtet ist und somit
kein endogenes, murines AB anfarbt.

Es wurden Ablagerungen von AR im Striatum, im Hippokampus, im Mittelhirn, im
Kortex und im Hirnstamm gefunden. In einer anderen Studie sind in den gleichen
Hirnarealen Ablagerungen von A und pEAB(3-42) detektierbar (Alexandru, Jagla
et al. 2011). Im Vergleich zum TBA2-Modell befinden sich in den Gehirnen
transgener Tiere diffuse Plaques von AR im Kortex, im Zerebellum, im
Hippokampus und im Thalamus. (Wirths, Breyhan et al. 2009). Auch wenn dieses
Muster geringfligig von dem der TBA2.1-Mause abweicht, so lieRen sich doch
spezifische Ablagerungen von AB und pEAB(3-42) in den sensorischen und
motorischen Arealen des Gehirnes vorfinden. Transgene TBA2.1 exprimieren
AB(Q3-42), das posttranslational zu pEAB(3-42) zyklisiert wird. Dies geschieht
entweder Uber eine spontane chemische Reaktion oder durch Hilfe der
endogenen Glutaminylzyklase (Alexandru, Jagla et al. 2011, Jawhar, Wirths et al.
2011). Die Tatsache, dass nicht nur pEAB(3-42) detektiert wird, deutet darauf hin,
dass AB(Q3-42) wahrscheinlich nicht komplett durch das Enzym umgesetzt wird.

Die in dieser Arbeit angefertigten Farbungen wurden ebenfalls zur
Quantifizierung von AR genutzt. Die gefarbte Flache von AB betrug ca. 0,16 %
einer Hemisphare, wahrend ein Partikel einen durchschnittichen Durchmesser
von ca. 10 ym und eine durchschnittliche Flache von ca. 70 ym? aufwies. Die
Flache der Plaques von Alzheimer-Patienten variiert zwischen 200 und 500 pm?
im Vergleich (Serrano-Pozo, Mielke et al. 2012). Aufgrund dieser
Grollenunterschiede ware es denkbar, dass die in homozygoten TBAZ2.1
gefundenen Partikel von AB keine Plaques sondern eher eine mdgliche Vorstufe
dessen darstellen. Alexandru et. al. bezeichnen die Partikel von AR der
homozygoten TBAZ2.1 als inklusionsartige Strukturen, die sich extrazellular
ablagern. Die Ablagerungen von pEAB(3-42) sind hingegen als dichte Aggregate
beschrieben (Alexandru, Jagla et al. 2011). Aber zur weiteren Charakterisierung
der detektierten Partikel waren zusatzliche Farbungen noétig, die
Entzindungszellen, dystrophe Neurite und kompakte Kerne der senilen Plaques
anfarben. In Alzheimer-Patienten ist pEAB(3-42) hauptsachlich in diffusen

Plaques detektierbar, die eine Vorstufe der senilen Plaques sind. (Yamaguchi,
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Nakazato et al. 1989, Saido, Iwatsubo et al. 1995). Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass die Ablagerungen von PpEAB(3-42) im Gehirn
maoglicherweise keine senilen Plaques oder eine Vorstufe dessen bilden.
Zusatzlich zu der Analyse der Ablagerungen von AR im Gehirn wurde ebenfalls
die Konzentration von pEAB(3-42) im Gehirn von finf Monate alten homozygoten
TBA2.1 mit einem spezifischen pEAB(3-42)-ELISA bestimmt. Dazu wurden die
DEA-I6sliche und die unlésliche Fraktion von pEAB(3-42) extrahiert. Die Tris-
I0sliche Fraktion wurde verworfen, da erste Voruntersuchungen kein pEAB(3-42)
in dieser Fraktion nachweisen konnten. Die DEA-I6sliche Fraktion reprasentiert
membran-assoziierte Bestandteile von pEAB(3-42), wahrend die unldsliche
Fraktion die Ablagerungen von pEAB(3-42) darstellt (Savage, Trusko et al. 1998,
Kawarabayashi, Younkin et al. 2001, Jameson, Lunn et al. 2002). In der DEA-
I6slichen Fraktion wurden 1,15 ng/ml pEAB(3-42) und in der unldslichen Fraktion
wurden 32,28 ng/ml pEAB(3-42) gemessen. In der Studie von Alexandru et. al. ist
in der unloslichen Fraktion im Alter von 3 und 7 Monaten eine Konzentration von
30 bis 40 ng/g pEAB(3-42) messbar. Die Konzentration von pEAB(3-42) im Alter
von funf Monaten st nicht beschrieben, dennoch lasst sich eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse erkennen. Die Konzentration von AB in der
I6slichen Fraktion wurde ebenfalls nicht angegeben (Alexandru, Jagla et al.
2011).

Zusammenfassend lasst sich erklaren, dass sich in den sensomotorischen
Hirnarealen der homozygoten TBA2.1 Ablagerungen von pEAB(3-42) befinden,
die moglicherweise eine Vorstufe von Plaques darstellen. Zudem sind Anteile an
PEAB(3-42) in der membranassoziierten- bzw. DEA-IGslichen Fraktion und in der

Ablagerungen-beinhalteten bzw. unloslichen Fraktion von A messbar.

5.1.6 Gesamtdiskussion des Phanotyps transgener TBA2.1

Die Rolle des Pyroglutamat-modifizierten AB(3-42) gewinnt zunehmend an
Bedeutung in der Pathogenese der AD. Es ist allgemein anerkannt, dass
pPEAB(3-42) eine verstarkte Kinetik der Oligomerisierung von AR aufweist, die in
einer erhohten Zytotoxizitat resultiert (Russo, Violani et al. 2002, Nussbaum,

Schilling et al. 2012). Damit wird die neurodegenerative Wirkung von pEAR(3-42)
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deutlich, die durch eine Inhibierung der hippokampalen Langzeitpotenzierung
durch pEAB(3-42) belegt ist (Schlenzig, Ronicke et al. 2012).

In dieser Arbeit wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen den
sensomotorischen Defiziten und pEAB(3-42) in transgenen TBA2.1 dargestellt.
Die Tatsache, dass sowohl in anderen Mausmodellen, die pEAB(3-42)
exprimieren, als auch in Alzheimer-Patienten motorische Defizite vorhanden sind,
untermauert den Zusammenhang. Homozygote TBA2.1 zeigten progressive
Auffalligkeiten in der Haltung und im Gang, reduzierte Reflexe, ein reduziertes
Gewicht sowie einen moglichen Tremor. AulRerdem waren eine verringerte,
motorische Koordination, eine reduzierte Greifstarke und wahrscheinlich eine
Basalganglien-assoziierte Bewegungsstérung vorhanden. Gleichzeitig wurden
Ablagerungen von AB und pEAB(3-42) in Hirnregionen gefunden, die fur die
Sensorik und Motorik zustandig sind. Dadurch wird deutlich, dass die
Ablagerungen von pEAB(3-42) einen sensomotorischen Phanotyp in den
homozygoten TBAZ2.1 induzieren.

Im Vergleich der hetero- und homozygoten TBA2.1 wurde in heterozygoten
TBA2.1 ab einem Alter von 21 Monaten ein geringer Phanotyp deutlich, der sich
durch Auffalligkeiten in der Haltung und dem Gang sowie durch ein reduziertes
Gewicht aulerte. In der Studie von Alexandru et. al ist in den heterozygoten
TBA2.1 ab dem gleichen Alter erstmalig eine zerebrale Konzentration von 4 ng/g
an pEAB(3-42) messbar, die 6 % der zerebralen Konzentration in einem Monat
alter, homozygoter TBA2.1 entspricht (Alexandru, Jagla et al. 2011). Die
homozygoten TBA2.1 entwickelten hingegen bereits ab dem Alter von 2 bzw.
3 Monaten einen sensomotorischen Phanotyp, siehe auch 5.1.1. Die zerebrale
Konzentration von pEAB(3-42) betragt im Alter von 2 bis 3 Monaten ca. 30 bis
50 ng/g pEAB(3-42) (Alexandru, Jagla et al. 2011). Dies lasst vermuten, dass
eine bestimmte Konzentration von pEAB(3-42) ndétig ist, um einen Phanotyp in
transgenen TBA2.1 zu induzieren, der dadurch in den heterozygoten TBAZ2.1
spater auftritt und moglicherweise noch kompensiert werden kann. In
homozygoten TBA2.1 wurde eine reaktive Astrozytose und Mikrogliose detektiert,
wodurch ein verstarkter Abbau von pEAB(3-42) denkbar ware (Alexandru, Jagla

et al. 2011). In vivo Analysen hingegen konnten allerdings eine erhohte
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Proteaseresistenz von pEAPB(3-42) gegenuber dem Abbau durch Astrozyten
messen (Russo, Violani et al. 2002). Dadurch ist wahrscheinlich der Abbau von
PEAB(3-42) in homozygoten TBA2.1 nur reduziert vorhanden. Somit ware weiter
denkbar, dass pEAB(3-42) in geringer Konzentration bis zu einem gewissen Grad
abgebaut werden kann, wodurch kein bis ein geringer Phanotyp wie z.B. in den
heterozygoten TBA2.1 induziert wird. Uberschreitet die Konzentration einen
bestimmten Schwellenwert, findet wahrscheinlich eine verstarkte Bildung von
Aggregaten statt, die nicht weiter abgebaut werden konnen. Damit wird eine
Auspragung des Phanotyps transgener TBA2.1 in Abhangigkeit der zerebralen
Konzentration von pEAB(3-42) deutlich.

Zusammenfassend lasst sich erklaren, dass pEAB(3-42) in Form Ablagerungen in
den sensomotorischen Hirnarealen einen sensomotorischen Phanotyp in
transgenen TBAZ2.1 induziert, der wahrscheinlich in Abhangigkeit zu der

zerebralen pEAB(3-42)-Konzentration steht.

5.2 D3 und D3D3 als potentielle Wirkstoffe zur Therapie

Ein potentieller Wirkstoffkandidat zur Modulation der Aggregation von AR ist D3,
das bereits in der Behandlung von transgenen APPswe/PS1dE9-Mausen eine
positive Wirkung erzielte. Im Vergleich zum TBA2.1-Modell weist dieses Modell
Plaques im Kortex und im Hippokampus sowie erstrangig kognitive Defizite auf
(Kim, Lee et al. 2012, Izco, Martinez et al. 2014). Die orale Gabe oder eine
hippokampale Infusion von D3 verbessert das raumliche Lernverhalten
transgener Tiere, reduziert die senilen Plaques im Hippokampus sowie im Kortex
und verringerte aullerdem die Plaque-assoziierte Entzindung (van Groen,
Wiesehan et al. 2008, Funke, van Groen et al. 2010, van Groen, Kadish et al.
2013). AuRerdem konnte in vitro nachgewiesen werden, dass D3 die Oligomere
von AB in amorphe, hochmolekulare Aggregate umwandelt, die keine geordnete
,Cross“-B-Faltblattstruktur aufweisen (Funke, van Groen et al. 2010). Der
Mechanismus der Modulation der Aggregation von AB von D3 ist noch nicht
vollkommen geklart worden, aber es konnte in vitro gezeigt werden, dass D3 den
Drehwinkel zwischen den AB-Peptiden innerhalb der Oligomere um 7 ° erweitert.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass D3 mit den Oligomere interagiert (Funke,
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van Groen et al. 2010). Die Wirkung von D3D3 ist bisher nicht bekannt, aber
dadurch dass es ein Tandemderivat von D3 darstellt, war eine ahnliche Wirkung
wie D3 zu erwarten. D3D3 wurde konzipiert, um die Affinitat von D3 zu A durch
eine erhohte Aviditat zu verstarken. Bisher war dieses Konzept hauptsachlich fur
Antikdrper bekannt, aber eine neue Untersuchung mit dem Peptid Affibody
demonstrierte einen ahnlichen Mechanismus. Es konnte gezeigt werden, dass
Affibodies in einfacher Form nur geringe Affinitdten zum Zielmolekul besitzen,
wahrend multiple Tandempeptide der Affibodies eine erhohte Affinitat und eine
erhohte Aviditat aufwiesen (Rudnick und Adams 2009, Cao, Wen et al. 2012). In
Bezug zu D3D3 wird damit in der Theorie eine erhohte Effizienz aufgrund einer
erhohten Aviditat im Vergleich zu D3 prognostiziert.

Um die Wirkung von D3 und D3D3 auf den durch pEAB(3-42)-induzierten
sensomotorischen Phanotyp und die zuvor genannte Theorie zu Uberprifen,
wurden 4 Monate alte homozygote und wildtypische TBA2.1 Gber einen Zeitraum
von 4 Wochen mit D3, D3D3 oder Placebo uUber ein osmotisches Pumpensystem
behandelt. Die Tiere wurden vor und nach der Analyse in der primaren
Untersuchung und im beschleunigten Rotarod-Test analysiert. Danach wurden
die homozygoten TBA2.1 auf ihre Pathologie untersucht.

Die primare Untersuchung diente der Evaluation der therapeutischen Wirkung
von D3 oder D3D3 auf den sensomotorischen Phanotyp der TBA2.1. Die Analyse
der Placebo-behandelten und der D3-behandelten Gruppe ergab eine
signifikante Erhdhung der SHIRPA-Scores im Vorher-Nachher-Vergleich. Dies
deutet auf  eine Progression des Phanotyps wahrend des
Behandlungszeitraumes hin. Im Gegensatz dazu war nach der Behandlung mit
D3D3 kein signifikanter Unterschied im Vorher-Nachher-Vergleich festzustellen.
Dies deutet auf eine Stabilisierung der weiteren Progression des Phanotyps
durch die Behandlung mit D3D3 hin.

Die Tiere wurden ebenfalls im beschleunigten Rotarod-Test auf ihre motorische
Koordination hin untersucht. Die motorische Koordination der Placebo-Gruppe
zeigte eine signifikante Reduktion im Vorher-Nachher-Vergleich. Die Behandlung
mit D3 und D3D3 wies dagegen keine signifikanten Unterschiede im Vorher-

Nachher-Vergleich auf. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass D3 und D3D3 eine
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therapeutische Wirkung auf die Progression des Phanotyps in Bezug auf die
motorische Koordination ausiben. Madglicherweise ist die Inhibierung der
Progression der Motorkoordination einfacher, als die Stabilisierung des gesamten
Phanotyps. Dies lasst sich dadurch begrinden, dass D3 einen positiven Effekt
auf die Motorkoordination bewirkt, wahrend nur D3D3 auch in der Lage war die
Progression des gesamten Phanotyps zu stabilisieren. D3D3 wurde konzipiert,
um die Affinitat und somit die Effizienz von D3 zu erhéhen. Anhand dieser Daten
lasst sich somit schlussfolgern, dass D3D3 eine erhohte Effizienz gegenuber D3
auf den sensomotorischen Phanotyp der homozygoten TBA2.1 aufweist. .

Die Analyse der Wildtyp-Behandlung ergab in der primaren Untersuchung und im
beschleunigten Rotarod keine signifikanten Unterschiede im Vorher-Nachher-
Vergleich. Allerdings war das Gewicht der Placebo- und der D3D3-behandelten,
wildtypischen TBA2.1 im Vorher-Nachher-Vergleich signifikant erhéht. Da auch
die Kontrollgruppe (Placebo) und die Tiere insgesamt im Laufe des Alters an
Gewicht zunehmen, deutet dies auf einen behandlungsunabhangigen Effekt in
Bezug auf das Gewicht. Daher ist dieser Effekt zu vernachlassigen. Lediglich
eine Gewichtsabnahme ware ein bedenkliches Kriterium fur die Wirkung von
D3D3 gewesen, das in dieser Studie aber nicht gemessen wurde. Somit Iasst
sich aus den Ergebnissen der Wildtyp-Behandlung mit D3 und D3D3
schlussfolgern, dass die nicht-signifikanten Unterschiede in der primaren
Untersuchung und in dem beschleunigten Rotarod im Vorher-Nachher-Vergleich
eine spezifische Wirkung von D3 und D3D3 auf den pEAB(3-42)-induzierten
Phanotyp in den homozygoten TBA2.1 bestatigen.

Nach der Behandlung wurden die Gehirne der homozygoten TBA2.1 mit 6E10
gegen Gesamt-AB gefarbt und quantifiziert. Im Vergleich der drei Gruppen
Placebo, D3 und D3D3 lieRen sich keine signifikanten Unterschiede in der
Partikelflache und in der Partikelanzahl der AB-Aggregate detektieren. Zusatzlich
zu der Quantifizierung der Partikel im Gehirn wurden ebenfalls die unlésliche und
die DEA-IGsliche Fraktion von pEAB(3-42) analysiert. Die unlosliche Fraktion
reprasentiert die Aggregate von pEAB(3-42), die im Vergleich der drei Gruppen
keinen Unterschied aufwies, welches das Ergebnis der AB-gefarbten Flache auf

Basis der Immunfluoreszenz unterstitzt. Die DEA-Iosliche Fraktion stellt
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membran-assoziiertes pEAB(3-42) dar. Die Analyse ergab eine um 265 %
signifikant erhdhte DEA-I6sliche Fraktion von pEAB(3-42) durch die Behandlung
mit D3D3. Die Behandlung mit D3 ergab keinen signifikanten Unterschied zur
Placebogruppe. In bisherigen Studien ist gezeigt, dass D3 die AB-Oligomere in
amorphe Aggregate umwandelt und somit die Fibrillenbildung von AB inhibiert.
Dadurch wird das Gleichgewichts zwischen den Monomeren, Oligomeren und
Fibrillen zu nicht-amyloidogenen Aggregaten verschoben (Funke, van Groen et
al. 2010). Anhand dessen, dass D3D3 ein Tandemderivat von D3 darstellt, ware
es denkbar, dass D3D3 ahnliche Eigenschaften wie D3 aufweist. Mdglicherweise
resultierte die erhohte Konzentration von pEAB(3-42) in der DEA-Iéslichen
Fraktion nach Behandlung mit D3D3 ebenfalls aufgrund einer Verschiebung des
Gleichgewichts in Richtung nicht amyloidogener Aggregate. Damit ware es
moglich, dass D3D3 die Oligomere von pEAB(3-42) in amorphe Aggregate
umwandelt, wie es fir D3 nachgewiesen ist. Die Tatsache, dass die
Ablagerungen von pEAB(3-42) keine Unterschiede aufwiesen, kdonnte an der
GroRendifferenz der beiden gemessenen Fraktionen liegen. In der DEA-IGslichen
Fraktion wurden nach Behandlung von D3D3 2,31 £ 0,2 ng/ml pEAB(3-42) und in
der unléslichen Fraktion wurden 20,49 + 4,17 ng/ml pEAB(3-42) gemessen.
Aufgrund der Messungenauigkeiten der Messwerten der unldslichen Fraktion
ware es moglich, dass die geringen Unterschiede, wie sie in der DEA-IGslichen
Fraktion gemessen worden sind, in der unldslichen Fraktion nicht detektierbar
waren. Dadurch ist es moglich, dass die Behandlung mit D3D3 eine
Verschiebung des Gleichgewichtes der Monomere, der Oligomere und der
Fibrillen hin zu amorphen Aggregaten verlagert.

Zusammenfassend lasst sich darstellen, dass D3 und D3D3 offensichtlich
potentielle Wirkstoffkandidaten gegeniber den Oligomeren von pEAB(3-42) bzw.
AB darstellen.

Die Behandlung mit D3 und D3D3 bewirkt eine Inhibition der Progression der
Motorkoordination. Aber die Behandlung mit D3D3 stabilisierte hingegen die
Progression des gesamten Phanotyps. Aullerdem zeigt sich eine potentielle
Umwandlung toxischer pEAB(3-42)-Oligomere nach Behandlung mit D3D3, die in

einer Verschiebung des Gleichgewichts von pEAB(3-42) und somit in einer
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erhdohten DEA-IGslichen Fraktion resultiert. Dadurch wird deutlich, dass D3D3
eine erhdhte Wirksamkeit im Vergleich zu D3 aufweist und das Konzept einer

gesteigerten Effizienz durch eine erhohte Aviditat damit bestatigt ist.
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6. Zusammenfassung

Alzheimer-Demenz ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung, fur die
bislang keine ursachliche Therapie existiert. Ein potentieller Wirkstoffkandidat,
der in vivo die Kognition verbessert, die Plaques reduziert und in vitro die
toxischen Oligomere des B-Amyloid-Proteins (AB) in amorphe Aggregate
umwandelt, ist das D-enantiomere Peptid D3. Pyroglutamat-modifiziertes
AB(3-42) (pEAB(3-42) weist eine verstarkte Kinetik der Oligomerisierung der
Monomere auf und besitzt dadurch eine erhdhte zytotoxische Wirkung im
Vergleich zu AB (1-42). Daher war es das Ziel dieser Arbeit, die Effizienz von D3
und dessen Tandemderivat (D3D3) auf den pEAB(3-42)-induzierten Phanotyp in
dem TBAZ2.1-Mausmodell zu evaluieren. Die Charakterisierung und Validierung
des Phanotyps zeigte in homozygoten TBA2.1 ab einem Alter von zwei Monaten
einen durch pEAB(3-42)-induzierten progressiven sensomotorischen Phanotyp.
Dieser auflerte sich durch makroskopische Abnormalitaten, eine beeintrachtigte
Motorkoordination, eine verminderte Greifstarke und durch eine mdogliche
Basalganglien-assoziierte Bewegungsstorung. Ablagerungen von pEAB(3-42) in
den sensomotorischen Hirnarealen bestatigten diesen Zusammenhang. In den
heterozygoten TBAZ2.1 zeigte sich hingegen erst ab dem Alter von 21 Monaten
ein geringer sensomotorischer Phanotyp. Dies verdeutlicht eine Auspragung des
Phanotyps in Abhangigkeit der pEAB(3-42)-Konzentration.

Die intraperitoneale Behandlung der homozygoten TBA2.1 Uber vier Wochen mit
D3 oder D3D3 verhinderte die weitere Progression der motorischen Koordination.
D3D3 bewirkte zusatzlich eine Stabilisierung des gesamten sensomotorischen
Phanotyps sowie eine Erhdhung der zerebralen, Diethanolamin-léslichen
pPEAB(3-42)-Konzentration. Diese erhdhte pEAB(3-42)-Konzentration resultiert
maoglicherweise durch die Umwandlung der Oligomere von pEAB(3-42) und somit
zu einer Verschiebung des Gleichgewichts hin zu amorphen Aggregaten. Die
Ergebnisse der Behandlung der wildtypischen TBA2.1 bestatigen die Spezifitat
von D3 wund D3D3 gegenuber den Oligomeren von pEABR(3-42).
Zusammenfassend lasst sich sagen, das D3 und D3D3 offensichtlich potentielle

Wirkstoffkandidaten in der Modulation von AB darstellen. D3D3 weist aber eine
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Zusammenfassung

noch grofdere Effizienz auf als D3, wodurch das Konzept der erhdhten Affinitat

durch eine erhdhte Aviditat bestatigt wird.
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Summary

7. Summary

Alzheimer’s disease is a progressive, neurodegenerative disorder. However, until
now there is no curative treatment available. A very potent therapeutically active
substance is the D-enantiomeric peptide D3, which increases cognition and
reduces the plaque load in vivo. Additionally, in vitro studies show that it was able
to reduce oligomers containing the amyloid B peptide (AB). Pyroglutamate
modified AB(3-42) (pEAB(3-42)) leads to increased oligomerisation and therefore
increased cytotoxicity compared to AB(1-42). Therefore, the aim of this thesis the
analysis of the therapeutic effect of D3 and its tandem derivative (D3D3) in on
pPEAB(3-42) induced phenotype in the TBA2.1 mouse model.

Validation and characterisation of the phenotype demonstrated in homozygous
TBA2.1 mice a pEAB(3-42) induced progressive sensorimotor phenotype starting
from two months of age, showing macroscopic abnormalities, impaired motor
coordination, reduced grip strength and an impaired movement which is possibly
related to basal ganglia. Deposits of cerebellar pEAB(3-42) in sensorimotor areas
of the brain confirmed the connection. Heterozygous mice demonstrated from 21
months of age a minor phenotype showing abnormalities in gait, posture and
reflexes. This confirmed a pEAB(3-42) concentration depended phenotype.

Next, homozygous mice were treated over four weeks with D3 or D3D3. Results
showed that both peptides were able to prevent deterioration of the motor
balance. Moreover, treatment with D3D3 was able to stabilise the overall
phenotype and to increase the concentration of diethanolamine soluble
pEAB(3-42). This occurred possibly due to conversion of pEAB(3-42) oligomers
and due to a changed equilibrium of aggregates into amorphous aggregates.
Treatment of wildtype TBA2.1 demonstrated no effects indicating specificities of
D3 and D3D3 to pEAB(3-42) oligomers. To conclude, both D3 and D3D3 are
obviously potent therapeutic substances against pEAB(3-42) oligomers. D3D3
seems to be more efficient than D3 confirming the concept of increased affinity

due to an increased avidity.
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Alle weiteren Einheiten entsprechen dem internationalen Einheitensystem.

AD
APP

B-Amyloid-Protein
BSA

bzw.

ca.

CSF

ddH.0

D-enantiomere Peptide
DEA

DNA

EDTA

ELISA

engl.

et. al.

HET

HOM

L-enantiomere Peptide
MCI

MgCl,

N-Terminus, N-terminal
NFTs

n.s.

NMDA

Alzheimer-Demenz

Amyloid-Vorlaufer-Protein (engl. amyloid precursor
protein)

AB

Rinderserumalbumin (engl. bovine serum abumin)
beziehungsweise

circa

Zerebrospinalflussigkeit (engl.cerebrospinal fluid)
doppelt destiliertes Wasser (engl. double-distilled
water)

D-Peptide

Diethanolamin

Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid)
Ethylendiamintetraessigsaure (engl
Ethylenediaminetetraacetic acid)
Enzym-gekoppelter Immunabsorptionstest (engl.
enzyme-linked immunosorbent assay)

englisch

und andere (lat. et. alii)

heterozygote TBA2.1-Mause

homozygote TBA2.1-Mause

L-Peptide

leichte kognitive Beeintrachtigung (engl. mild cognitive
impairment)

Magnesiumchlorid

Amino-Terminus, amino-terminal

neurofibrillare Blindel (engl. neurofibrillary tangles)
nicht signifkant

N-Methyl-D-Aspartat
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PBS

PEAB(3-42)
PFA
SHIRPA

TBA2.1
TBE-Puffer
TBS
TBS-T

Tris
UV-Licht
WT

upm

Phosphat-gepufferte Salzlosung (engl. phosphate
buffered saline)

Pyroglutamat-modifiziertes AB(3-42)

Paraformaldehyd

SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal
London Hospital, Phanotypbestimmung, engl.
SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal
London Hospital, phenotype assessment
TBA2.1-Mause

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris gepufferte Salzlésung (engl. Tris buffered saline)
Tris gepufferte Salzlésung mit Triton X-100 (engl. Tris
buffered saline with Triton X-100)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ultraviolettes Licht

Wildtypische TBA2.1-Mause

Umdrehungen pro Minute
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VII Anhang

2. Ein-Buchstaben-Aminosaure-Code

Ein-Bustaben-Aminosaure-Code

Aminosaure

>

Alanin

Cystein

Asparaginsaure

Glutaminsaure

Phenylalanin

Glycin

I @ M m g O

Histidin

Isoleucin

Lysin

Leucin

Methionin

Asparagin

Prolin

Glutamin

Arginin

Serin

Threonin

Valin

Tryptophan

<| s| <| 4] o B O B Z 2 M| =

Tyrosin
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