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Der Zweifel ist der Beginn der Wissenschaft.
Wer nichts anzweifelt, priift nichts.

Wer nichts priift, entdeckt nichts.
Wer nichts entdeckt, ist blind und bleibt blind.

Teilhard de Chardin



Zusammenfassung

Morbus Alzheimer ist die hdufigste altersbedingte neurodegenerative Krankheit und die
héufigste Ursache fiir eine Demenzerkrankung. Die Alzheimer-Krankheit ist bisher nicht
heilbar und vielversprechende Therapieansétze sind in der klinischen Erprobung geschei-
tert. Daneben erschweren zu spédte Diagnosen mogliche Behandlungen, da bei Auftreten
von Symptomen, die Krankheit in der Regel weit fortgeschritten ist. Pathophysiologische
Verdnderungen, wie die Aggregation des Amyloid 3-Peptids (Af), koénnen bereits Jahre
vor den ersten Symptomen eintreten. In Hinblick auf mogliche Therapieansétze sollte da-
her frithestméglich mit der Behandlung begonnen werden. Die Aggregation von A und
dem Tau-Protein (t) sind charakteristisch fur die Alzheimer-Krankheit, wéhrend die o-
Synuclein (a-Syn)-Aggregation das hauptséchliche Merkmal fiir die Parkinson-Krankheit
ist. Die aggregierten Proteine kénnen sich unter anderem im Gehirn ablagern oder sich
als kleinere Einheiten, den sogenannten Oligomeren, im Korper verbreiten. Daher sind
Oligomere auch in Zerebrospinalfliissigkeit (CSF) und anderen Korperfliissigkeiten und
Geweben als Biomarker nachgewiesen worden. Der quantitative Nachweis von Oligomeren
aus dem Blut ist gegenwértig das Hauptziel vieler Wissenschaftler. So kénnte bei routine-
méaBigen Blutuntersuchungen die Bestimmung von Oligomeren als prognostischer Marker
eingeschlossen werden.

Da die geschétzte Oligomerkonzentration im Blut sehr gering ist, sind hochsensitive Me-
thoden, wie die surface-based fluorescence intensity distribution analysis (SFIDA)-Methode
notwendig. sSFIDA wurde fiir den Nachweis verschiedener krankheitsrelevanter Aggrega-
te, bestehend aus Prion-Protein (PrP), Amyloid B-Peptid (AB) oder o-Synuclein (o-Syn)
entwickelt.

Durch spezifische Anlagerung von Monomeren kénnen Oligomere amplifiziert werden,
wodurch die Anzahl der Epitope fiir Detektionssonden und die Oberfliche des Proteinag-
gregats vergréflert werden.

Das Ziel dieser Arbeit war die Erhohung der Sensitivitdt durch Amplifikation von AB-
Oligomeren mit anschliefender Detektion im sFIDA. A} weist eine hohe Neigung zur
spontanen Aggregation auf, weshalb die kontrollierte Amplifikation erschwert war. Daher
wurden die Entwicklungen auf o-Syn-Aggregate als Biomarker fiir die Parkinson-Krankheit
ausgeweitet.

In dieser Arbeit wurden die Experimente hauptséichlich im Puffersystem mit syntheti-
schem Protein durchgefiihrt. Ein Amplifikationsprotokoll konnte jeweils fiir Af und a-Syn
erstellt werden. Als wesentliche Erkenntnis dieser Arbeit war der Wechsel von der Amplifi-
kation von immobilisierten Aggregaten auf die Amplifikation in Losung. Auflerdem erwies

sich ein basischer pH fiir die Amplifikation der Oligomere als vorteilhaft, da die spon-
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tane Aggregation unterdriickt wurde. Die erstellten Protokolle dienen als Vorarbeit fiir
zukiinftige Amplifikationsassays mit natiirlichen Oligomeren, beispielsweise aus Blutpro-
ben. Erste Ergebnisse fiir die Amplifikation von Oligomeren aus einer biologischen Probe
konnte fiir a-Syn-Oligomere aus Gehirnhomogenat einer transgenen Maus mit pathologi-
schen Auffilligkeiten nach Durchfiihrung eines etablierten Proteinfallungsprotokolls erzielt
werden. Das im sFIDA gemessene Signal unterschied sich nach Amplifikation deutlich von
der Probe einer gesunden Kontrollmaus.

Zukinftig soll das Amplifikationsprotokoll fiir weitere biologische Proben wie CSF oder

Blut angepasst werden.



Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most common age-related neurodegenerative disease and
the most common cause of dementia. So far, there is no cure for AD and promising the-
rapeutic approaches have failed in clinical trials. In addition, late diagnosis complicates
possible treatments, as by the time symptoms appear, the disease is usually far advan-
ced. Pathophysiological changes, such as aggregation of Amyloid B (AB), can occur years
before the first symptoms. In view of possible therapeutic approaches, treatment should
therefore be started as early as possible. Aggregation of A and the tau protein (t) are
characteristic of AD, while a-Syn aggregation is the main feature for Parkinson’s disea-
se (PD). The aggregated proteins can be deposited in the brain, among other places, or
spread throughout the body as smaller units referred to as oligomers. Therefore, oligomers
have also been detected in cerebrospinal fluid (CSF) and other body fluids and tissues as
biomarkers. Quantitative detection of oligomers from blood is currently the main goal of
many scientists. Thus, routine blood tests could include the determination of oligomers as
a prognostic marker.

Since the estimated oligomer concentration in blood is very low, highly sensitive methods
such as the surface-based fluorescence intensity distribution analysis (SFIDA) method are
necessary. sFIDA was developed for the detection of different disease-relevant aggregates
consisting of Prion-Protein (PrP), Amyloid $ (AB) or a-Synuclein (o-Syn).

By the addition of monomers, oligomers can be amplified, increasing the number of
epitopes for detection probes and the surface area of the protein aggregate.

The aim of this work was to increase sensitivity by amplifying Af oligomers with sub-
sequent detection in sFIDA. AB has a high tendency to spontaneous aggregation, which
made controlled amplification difficult. Therefore, developments were extended to a-Syn
aggregates as biomarkers for Parkinson’s disease.

In this work, the experiments were mainly performed in a buffer system with synthetic
protein. An amplification protocol could be established for AP and o-Syn respectively. A
major finding of this work was the change from amplification of immobilised aggregates to
amplification in solution. Furthermore, a basic pH proved to be beneficial for the amplifi-
cation of oligomers as spontaneous aggregation was suppressed. The protocols established
serve as preliminary work for future amplification assays with natural oligomers, for exam-
ple from blood samples. First results for the amplification of oligomers from a biological
sample could be obtained for o-Syn oligomers from brain homogenate of a transgenic mou-
se with pathological abnormalities after performing an established protein precipitation
protocol. The signal measured in sFIDA after amplification was clearly different from the
sample from a healthy control mouse.

In the future, the amplification protocol will be adapted for other biological samples
such as CSF or blood.
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Abkturzungsverzeichnis

AB Amyloid 3-Peptid

AD Alzheimer-Krankheit
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HSA Humanes Serumalbumin

ISF Interstitielle Fliissigkeit
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PD Parkinson-Krankheit
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PK Proteinase K

PMCA Protein Misfolding Cyclic Amplification
PrP Prion-Protein

PTA Natrium-Phosphorwolframat

RT Raumtemperatur

RT-QulC Real-Time Quaking Induced Conversion
sFIDA surface-based fluorescence intensity distribution analysis
SIMOA Single-Molecule Array
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TEM Transmissionselektronenmikroskopie
ThT Thioflavin T

WB Western-Blot
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Einheiten

Tabelle 1: Préifixe und Basisgrofien

Prafixe
Symbol Name Potenz Zahl Wort
k Kilo 103 1.000 Tausend
- - 100 1 Eins
¢ Zenti 1072 0,01 Hundertstel
m Milli 1073 0,001 Tausendstel
n Mikro 10 0,000.001 Millionstel
n Nano 107 0,000.000.001 Milliardstel
p Piko 10712 0,000.000.000.001 Billionstel
f Femto  1071° 0,000.000.000.000.001  Billiardstel
Basisgrofien
Basisgrofie Symbol Einheit Einheitszeichen
Zeit t Sekunde S

Minute min

Stunde h
Lénge l Meter m
Masse m Gramm g
Volumen v Liter 1
Temperatur T Grad Celsius °C
Stoffmenge n Mol mol
Stoffmengen-
konzentration
Molar M =mol/1
Sonstige Groflen
Basisgrofie Symbol Einheit
Erdbeschleunigung ¢ 9,81 m/s?
Wellenlénge N nm



Abbildungsverzeichnis

S T s W N

10

11
12
13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
25

Theoretisches Modell der Anderung der Biomarker-Konzentration und die
Entwicklung klinischer Symptome mit dem Fortschreiten der Alzheimer-
Krankheit . . . . . .. .. o 4
Beispiele von klassischen und neuentwickelten Immunoassays . . . .. . .. 6
Die Verbreitung von AB-Ablagerungen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten 8
Schematische Ubersicht des sSFIDA-Assays . . . . . . . . . .. ... ... 10
Aggregationswege mit unterschiedlichen Spezies von amyloiden Proteinen . 12
Schematische Abbildung der Vergroflerung eines Oligomers durch Amplifi-
kation . . . . ..o 13

Schematische Abbildung des Analyseprozess von der Messung bis zur Dar-

stellung der Ergebnisse . . . . . . . . . . ..o 20
PTA-Protokoll modifiziert nach Henke [1]. . . . . ... ... ... ... ... 25
Amplifikation von synthetischen AB42-Seeds tiber die Zeit im sFIDA . . . . 29
Spontane Aggregation des Substrats und erhohtes Hintergrundrauschen durch

die Verwendung von markiertem Substrat . . . . .. .. ... 0000 31
Strategie zur Verhinderung falsch-positiver Signale . . . . . .. ... .. .. 33

Der Einfluss von Af14 auf die spontane Af42-Aggregation und Amplifikation 35
Der Effekt von AfB;s und ABq5-Cysteamin auf die Blockierung der freien

Fangerantikorper im sFIDA zur Verhinderung der Bindung spontan ent-

standener Aggregate . . . . . . . .. ... 36
Affinitat des ABi4-Peptids zu den Féangerantikérpern . . . . . . . . .. . .. 38
Der Effekt von AB14 und AR5 auf die Féngerantikorper Nab228 und 6E10

bei Prainkubation oder permanenter Inkubation . . . ... ... ... ... 39

Amplifikation im sFIDA unter Verwendung der Blockierungspeptide AB4

und ABq5 fiir den 6E10-Féngerantikorper . . . . . . . .. ... ... ... 41
Einfluss von BSA bei der Amplifikation . . . . . ... ... ... ... ... 43
Einfiihrung des N-terminal trunkierten AB1;.42 als potenzielles Substrat . . 45
Kriterien des AB11.42-Substrats . . . . .. ... ... ... .. .00 47
Amplifikation von AB4o-Seeds mittels APBii_42-Substrat im sFIDA . . . . .. 51
Untersuchung verschiedener Blockierlosung zur effektiven Oberflachenblockie-
rung gegen AB11a2 . . . ..o 53
Amplifikation auf der mit BSA- oder Milchpulver-blockierten sFIDA-Ober-
flache . . . . . oL 55
Amplifikation von AB42-Seeds in Losung mittels A1142-Substrat und an-
schlieflendes sFIDA-Experiment . . . . . . . . . ... .. .. ... ... .. 58
pH-Optimierung bei 37°C fiir die AB4o-Amplifikation durch ABj142 . . . . 61

Amplifikation von AB4o-Seeds mittels AB1i-42-Substrat bei pH 8 und 25°C . 62



Abbildungsverzeichnis

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36
37

38

39
40

41

42
43
44
45

Ermittlung der Inkubationsdauer fiir die o-Syn-Amplifikation durch die Be-
obachtung des Aggregationsverlaufs mittels ThT und Visualisierung der
Amplifikation im sFIDA-Assay . . . . . . . . .. ... 66
Schematischer Aufbau des sFIDA-Experiments zur Optimierung des pH-
Werts und der Substratkonzentration . . . . . . .. ... ... 68
Optimierung der o-Syn-Amplifikation bei pH 8 und 10 utM o-Syn-Substrat . 71
Optimierung der AB-Amplifikation bei pH 7,5 oder 8 und 5pM AB-Substrat 72
Schematischer Aufbau des sFIDA-Experiments zur Optimierung des (Fluo-
rochrom-konjugierten) Substrats in Losung . . . . . . . ... ... ... L. 74
Optimierung der o-Syn-Amplifikation in Lésung mit 10 pnM Substrat oder
5uM Substrat und 12,5mM NaCl. . . . . . . ... ... .. ... ... ... 75
Optimierung der AB-Amplifikation in Losung mit unkonjugiertem oder 1%
Fluorochrom-konjugiertem Substrat . . . . . ... ... .. ... ... ... 76

Amplifikation von a-Syn-Seeds aus TgM83+/-Hirnhomogenat . . . . . . . . 78

Vereinfachte Darstellung moglicher Gleichgewichtsszenarien von Monome-

ren und Aggregaten . . . . .. ..o 82
Verdringung der Blockierungspeptide durch polyvalente Bindungsmdoglich-
keiten der Oligomere . . . . . . . . . .. .. L L 84
Sterische und entropische Einschrédnkungen der gebundenen Seeds . . . . . . 89
Verdeckung der Epitope der ABs>-Seeds durch starke Amplifikation durch
das ABjjgp-Substrats. . . . ... 90
Mogliche Identifizierung von on- und off-pathway-Oligomeren mithilfe der
sFIDA-Technologie . . . . . . . . . . ... . 97
Amplifikation von AB4o-Seeds mittels ABii_42-Substrat im sFIDA . . . . . . 107
pH-Optimierung bei 37°C fiir die AB42-Amplifikation durch AB11.42 in An-
und Abwesenheit von 150mM NaCl . . . ... ... ... ... .. ..... 108
Optimierung des pH-Wertes und der Temperatur fiir die Amplifikation von
ABy42-Seeds durch AByj-42-Substrat in Losung . . . . . ... ... ... .. 109
Ko-Aggregation von monomerem A4 und AByo . . . . . .. ..o 110
Spontane Aggregation von 5pM AfByp beipH 7-9 . . . . .. ... ... 110

Vergleich zweier AB4o-Konzentrationsreihen im Plattenlesegerdt und sFIDA 111
Amplifikation von AB42-Seeds mit ABq1.42-Substrat bei pH 8 und 25°C fiir
Q. 112



Tabellenverzeichnis

Prafixe und Basisgroflen . . . . . ..o oo VIII
2 Technische Definitionen fiir den sFIDA-Assay . . . . . ... ... ... ... XIII
3 Chemikalien, Puffer und Losungen . . . . . . ... .. .. ... ... .... 15

getestete pH-Werte und Substratkonzentration . . . .. ... ... ... .. 69
5 Getestete Konzentration des Fluorochrom-konjugierten Substrats . . . . . . 75

6 sFIDA-Protokolle . . . . . . . . . . 99



Nomenklatur

Die folgenden Definitionen gelten fiir diese Arbeit und werden in der Literatur zum Teil

anders definiert.

Proteinaggregate bestehen aus mehreren alternativ-gefalteten und f-Faltblatt-reichen
Monomeren, die durch intermolekulare Wechselwirkungen zusammenhéngen.

Oligomere sind Proteinaggregate, die aus wenigen aggregierten monomeren Einheiten
bestehen. Ein Oligomer kann wieder zu Monomeren dissoziieren oder zu Fibrillen konver-

tieren.

Amplifikation beschreibt die Anlagerung von Substrat an einen Seed, wodurch die Ober-
flache vergrofert wird. Hierbei wird die Art der Anlagerung nicht definiert und somit nicht
zwischen der linearen Anlagerung an Fibrillenenden oder der nicht fibrilliren Anlagerung
an globuldren Oligomeren unterschieden.

On-pathway-Oligomere werden als Oligomere definiert, die in ihrem Aggregationsweg

durch Monomere wachsen kénnen und nicht zu Monomeren dissoziieren.

Off-pathway-0Oligomere konnen durch Monomere nicht mehr wachsen und dissoziieren

gegebenenfalls wieder zu monomeren Einheiten.

Substrat bezeichnet monomeres Protein in nativer Konformation, das fiir die Amplifika-
tion vorhandener Seeds verwendet wird.

Seeds sind Nukleationskeime aus aggregierten amyloiden Proteinen (Oligomere), die in
Anwesenheit von Substrat amplifiziert werden kénnen. Dadurch unterscheiden sie sich von

Oligomeren, die nicht weiter zu Fibrillen konvertieren.

Blockierungspeptide sind Peptide, die durch sterische Blockierung eine spezifische Protein-
Antikoérper-Bindung verhindern.



Definitionen

Tabelle 2: Technische Definitionen fiir den sFIDA-Assay

Signal

Hintergrund

unspezifisch erzeugtes Signal

CutOff

Signalsteigerung

Fluoreszenz eines am Zielprotein gebundenen Antikérpers oder
eines am Zielprotein angelagerten Fluorochrom-konjugieten Sub-
strats.

Unspezifisch erzeugtes Fluoreszenzsignal durch eine unspezifi-
sche Bindung des Detektionsantikorpers (z.B. Interaktionen mit
heterophilen Antikérpern), durch unspezifische Bindungen von
Farbstoffen, Autofluoreszenz oder durch Kamerarauschen er-
zeugtes Signal.

Signal eines an der Oberfliche unspezifisch gebundenen (ggfs.
Fluorochrom-konjugierten) Substrats.

Der CutOff beschreibt einen Schwellenwert einer Pixelintensitat.
Fir die Analysen werden nur die Pixel gewertet, die sich iiber
dem CutOff befinden. Der CutOff wird in der Regel anhand
einer Kontrolle berechnet, wobei ein bestimmter Prozentsatz der
Anzahl der hellsten Pixel toleriert wird und der entsprechende
Intensitétswert des n-ten Pixels als CutOff festgelegt wird.

Die Signalsteigerung wird durch die Amplifikation von Seeds und
dem daraus resultierenden Gewinn des Signals im Vergleich zum
Signal nicht-amplifizierter Seeds erzielt.






1 Einleitung

1.1 Neurodegenerative Krankheiten

Neurodegenerative Krankheiten sind durch den fortschreitenden Verlust von Nerven-
zellen mit zelluldren Dysfunktionen, Riickgang von Synapsen und letztlich Gehirnscha-
den gekennzeichnet [2]. Zu den neurodegenerativen Krankheiten gehoren beispielsweise
die Alzheimer-Krankheit (AD), Parkinson-Krankheit (PD), Prionerkrankungen wie die
Creutzfeldt—Jakob-Krankheit (CJD), Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und viele weite-
re [2, 3]. Diese Erkrankungen haben charakteristische Gemeinsamkeiten, wie zum Beispiel
die Aggregation von Proteinen, die sich im Gehirn ablagern und sich weiter ausbreiten
konnen [2, 4]. Es wurden aufilerdem eine gestorte zerebrale Durchblutung und eine be-
schadigte Bluthirnschranke im Zusammenhang mit dem Auftreten neurodegenerativer Er-
krankungen beobachtet [5]. Eine unterschiedliche Einteilung in verschiedene Krankheiten
ist aufgrund der meist spezifischen betroffenen Hirnareale moglich, die unterschiedliche
Symptome und Krankheitsbilder auslésen. Dies wird unter anderem durch die Fehlfaltung
und Aggregation spezifischer Proteine verursacht, die sich in charakteristischen Richtun-
gen im Gehirn verbreiten [2, 4, 3]. Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson sind die [2]
haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. Fir die Alzheimer-Krankheit ist die Aggre-
gation von AP und dem Tau-Protein (t) typisch wihrend fir die Parkinson-Krankheit die
Aggregation von o-Syn das Hautmerkmal ist [2, 4, 3].

1.2 Einordnung in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext

Morbus Alzheimer — oder AD, aus dem Englischen: Alzheimer‘s Disease — ist die héu-
figste altersbedingte neurodegenerative Krankheit und fur etwa 60-70 % aller Félle von
Demenzerkrankungen verantwortlich, unter denen heute iiber 55 Millionen Menschen lei-
den [6]. Bisher ist die Alzheimer-Krankheit nicht heilbar, obwohl weltweit Wissenschaft-
ler versuchen, geeignete Medikamente zu entwickeln. In den vergangenen Jahren wurde
vor allem der immunologische Ansatz verfolgt, wobei bedauerlicherweise vielversprechende
Medikamente in Form von monoklonalen Antikérpern, wie zum Beispiel die von Biogen
entwickelten Antikorper Aducanumab oder Crenezumab von AC Immune/Roche, in spéi-
ten Studienphasen gescheitert sind. Obwohl Aducanumab im Sommer 2021 in den USA
vorlaufig zugelassen wurde, lehnte die Européische Arzneimittel-Agentur (EMA) aufgrund
umstrittener Wirksamkeit und teilweise schwerwiegender Nebenwirkungen die Zulassung
fir Europa ab.

Fir eine gute Wirksamkeit von Medikamenten ist eine frithzeitige Behandlung entschei-
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dend. Bei der Alzheimer-Krankheit beginnen die pathophysiologischen Verédnderungen be-
reits viele Jahre vor den klinischen Symptomen und somit viele Jahre vor der Diagnose.
Zu diesem Zeitpunkt sind die pathophysiologischen Verdnderungen schon sehr weit fortge-
schritten. Zu den typischen physiologischen Verénderungen gehéren die Aggregation von
AR, das sich iiberwiegend in extrazelluldren Plaques ansammelt und die Aggregation des
Tau-Proteins (1), das intrazellulér neurofibrillire Biindel ausbildet [7, 3].

Seit einigen Jahren geraten AB-Oligomere als vermutlich hauptverantwortliche Spezies
fiir Neurodegeneration und synaptische Toxizitat immer mehr in den Fokus [8]. Im Ge-
gensatz zu Fibrillen sind Oligomere klein und 16slich, da sie aus nur wenigen aggregierten
monomeren Einheiten bestehen. Dies hat zur Folge, dass Oligomere durch den Koérper
diffundieren kénnen und sich dadurch schneller verbreiten kénnen. Im Gegensatz zu den
Fibrillen- und Plaqueansammlungen im Gehirn, korreliert die Quantitdt der Oligomere
stark mit dem Beginn und mit dem Fortschreiten der Alzheimer-Krankheit [9].

Ein Oligomer kann durch die Faltung von intrinsisch ungeordneten AB-Monomeren zu
Strukturen mit erhéhtem p-Faltblatt-Anteil entstehen. Dabei kénnen diese pathologisch
gefalteten Oligomere prionartig die Faltung von weiteren Monomeren von nativ ungeordnet
zu B-Faltblatt-reichen Strukturen bewirken [10]. Monomere neigen zur Selbstaggregation
und somit zur Bildung von Oligomeren, die aus wenigen monomeren Einheiten bestehen.
Oligomere befinden sich im chemischen Gleichgewicht mit Monomeren und Fibrillen. Ein
Oligomer kann entweder in die monomeren Einheiten dissoziieren oder durch die Addition
von weiteren Monomeren zu Fibrillen konvertieren [11].

Der Mechanismus der induzierten Umfaltung von Monomeren in nativer Konformation
zu B-Faltblatt-reichen Strukturen sowie die weitere Anlagerung dieser Monomere an vor-
handene Oligomere wurden in der Diagnostik fiir Prionenerkrankungen genutzt. Patholo-
gisch gefaltetes PrP (im Folgenden: PrP5¢, historisch wegen Scrapiekrankheit Sc genannt),
zum Beispiel aus infiziertem Hirngewebe, konnte somit durch die Zugabe von nativen nicht
pathologischen PrP (PrPC, C fur engl. Cellular = Zellular) vervielfaltigt werden. Dieser
Mechanismus wird auch als Amplifikation bezeichnet [12, 13].

Fir die Diagnose der Alzheimer-Krankheit wird eine Kombination aus kognitiven Tests,
biochemischen CSF-Analysen und Positronen-Emissions-Tomographie (PET) Scan ver-
wendet (weitere Informationen zu den aktuellen Diagnoseverfahren in Kapitel 1.3). Hier-
bei sind vor allem die letzten genannten Methoden sehr kostenintensiv und CSF-Analysen
auflerdem invasiv und belastend fiir den Patienten.

Ein nicht-invasiver und weniger kostenaufwéndiger Bluttest konnte bei Patienten rou-
tineméafBig und idealerweise, bevor klinische Symptome entstehen, durchgefithrt werden.
Hierfir werden mit Hochdruck neue Biomarker gesucht. Aufgrund der sehr geringen Kon-
zentration der im Blut vorkommenden Biomarkern sind sehr sensitive Methoden erforder-
lich.
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1.3 Biomarker und Diagnose der Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Diagnose erfolgt bis heute in den meisten Féllen erst nach Auftreten der
ersten Symptome, wenn die Patienten zum Beispiel iber Gedéchtnisprobleme klagen. Das
Alter gilt als groBtes Risiko fiir die Alzheimer-Erkrankung [14, 15]. Zu diesem Zeitpunkt
sind pathologische Verdnderungen schon weit fortgeschritten. Diese treten bereits Jahre
vor der Diagnose auf [16].

Ein entscheidender Grund ist eine nachlassende Aufrechterhaltung zelluldrer Mechanis-
men, die fiir die Zellhomoostase und ein stabiles Proteom zusténdig sind [17].

Ein theoretisches Modell von Jack et al. (s. modifizierte Abbildung 1) gibt an, dass
die ersten pathologischen Verdnderungen mit Af einhergehen [18]. Hier wird eine niedri-
gere CSF-Af42-Konzentration im Zusammenhang mit einer spéteren Alzheimer-Diagnose
beobachtet [19]. Das AfB-Peptid ist ein Spaltprodukt eines Vorlduferproteins, dem soge-
nannten Amyloid-Precursor-Protein (APP), das durch Enzyme in mehreren Prozessen
gespalten wird und dabei verschiedene AfB-Isoformen erzeugt [47]. Das AB42-Peptid be-
steht hierbei aus den Aminoséuren 1-42. Eine inverse Korrelation von niedrigeren CSF-
AB-Konzentrationen und vermehrter AB-Ablagerungen im Gehirn wurde bei Patienten
beobachtet. Dabei wirken die Af42-Ablagerungen im Gehirn sinnbildlich wie ein Sog, der
16sliches AB42 an sich zieht und eine geringere Konzentration in CSF verursacht [20].

Das beschriebene Modell stellt ein hypothetisches Modell dar, da nicht alle Patienten, die
pathologische Auffélligkeiten zeigen, zwangslédufig die symptomatischen Stadien erreichen
18, 19].

Interessanterweise korreliert die Quantitét dieser AB-Ablagerungen in Form von Plaques
nicht mit dem Krankheitsbild der Patienten [9]. Auch bei symptomfreien gesunden Patien-
ten konnen Plaques zum Teil im Gehirn nachgewiesen werden. AB-Plaques wurden bereits
bei sehr jungen Personen im Alter von 40 Jahren nachgewiesen [21] und etwa 20-40 % der
Patienten im Alter von iiber 70 Jahren haben Biomarker oder zeigen Auffélligkeiten einer
AD-Pathologie nach einer Autopsie, obwohl sie nicht an kognitiven Beeintrachtigungen
litten [22].

Zu den Haupt-CSF-Markern im spéateren Stadium der Erkrankung gehoren phosphory-
liertes Tau-Protein (p-1), die gesamte Tau-Proteinkonzentration (t-t), die AB42-Konzen-
tration und das Verhaltnis von Af42 zu AB4g. Diese wurden in unzahligen Studien evaluiert
und sind ab dem Prodromalstadium, wenn erste Symptome von leichten kognitiven Defizi-
ten auftreten (= MCI, engl. fiur Mild Cognitive Impairment), diagnostisch sehr zuverléssig
[23].
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AB (CSF/PET)

Synaptische Dysfunktion (FDG-PET/fMRI)
Tau-induzierte neuronale Schadigung (CSF)
Gehirnstruktur (volumetrisches MRI)
Gedachtnis

Beanspruchung klinischer Betreuung

abnormal A

Biomarker-
Konzentration

normal kognitiv unauffallig - MCI Demenz

klinisches Stadium der Erkrankung

Abb. 1: Theoretisches Modell der Anderung der Biomarker-Konzentration und die Ent-
wicklung klinischer Symptome mit dem Fortschreiten der Alzheimer-Krankheit

Jahre vor den ersten Symptomen, wenn die Patienten kognitiv unauffillig erscheinen,
treten erste pathologische Veranderungen in der AB-Konzentration auf, gefolgt von synap-
tischen und neuronalen Dysfunktionen, die mit zunehmenden Fortschreiten des klinischen
Stadiums strukturelle Verdnderungen des Gehirns bewirken. Verdnderungen im prasym-
ptomatischen Stadium kénnen mittels CSF-Analysen, PET, FDG-PET!und fMRI?unter-
sucht werden. Mit Eintreten des Prodromalstadiums kénnen volumetrische MRI-Analysen
hinzugezogen werden. Abbildung modifiziert nach [18, 19]

Ein System fiir die spezifische Alzheimer-Diagnose unter Einbeziechung der vorhandenen
Biomarker bietet das Klassifizierungssystem nach Jack et al. [24]. Dies beinhaltet die AB-
Ablagerungen (Plaques) (A), pathologisches t-Protein (T) und Neurodegeneration (N) und
ergibt die ATN-Klassifizierung [24]. Die einzelnen Gruppen koénnen nach aktuellem Stand
entweder durch bildgebende Verfahren (MRI, PET) oder biochemische CSF-Analysen un-
tersucht werden. Daher ist eine Alzheimer-Diagnose nach der ATN-Klassifizierung rein
durch bildgebende Untersuchungen, CSF-Analysen oder einer Kombination aus beiden Me-
thoden moglich. AB-Plaques sind direkt durch den Einsatz von AB-bindenden Liganden bei
PET-Messungen oder durch eine verringerte AB42-Konzentration in CSF nachweisbar. Er-
hohte phosphorylierte t-Konzentrationen und kortikales t-Protein weisen auf t-Aggregate
hin und kénnen durch CSF oder PET-Messungen mit spezifischen t-Liganden nachgewie-

sen werden. Neurodegeneration kann durch eine erhéhte gesamt-t-Konzentration (t-t) in

'PET-Methode unter Verwendung der radioaktiv-markierten *®F-Fluordesoxyglucose (FDG)
2funktionelle Magnetresonanztomographie zur Darstellung der physiologische Funktion des Gehirns, ba-
sierend auf der Anderung des Blutsauerstoffgehalts



5 1 Einleitung

CSF, erhohte Stoffwechselaktivitdt bei FDG-PET und Atrophie (durch MRI) bestimmt
werden [24].

In den vergangenen Jahren wird der Fokus zunehmend auf die Detektion der AB-Oligomere
gelegt. Hierzu werden klassische Methoden verwendet und neue Methoden entwickelt. Im
Folgenden sind aus den unzéhligen verschiedenen Methoden einige Beispiele aus der Klasse
der Immunoassays aufgefiihrt (s. Abbildung 2).

Immonoassays beinhalten im Wesentlichen drei Schritte: das , Einfangen“ eines Zielpro-
teins durch einen Fangerantikorper, die Detektion durch einen oder zwei weitere Antikor-
per, die mit einem Fluorochrom oder einem Enzym gekoppelt sein kénnen und den Aus-
gabewert (im Engl. Readout) als Resultat eines gemessenen Signals. Das Signal wird bei-
spielsweise durch Anregung des an den Detektionsantikérper konjugierten Fluorochroms
oder einer entsprechenden Enzymreaktion erzeugt [25].

Zu den klassischen Immunoassays gehoren beispielsweise der Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) und der Western-Blot (WB).

Bei dem ELISA wird die Oligomerspezifitéit entweder durch die Verwendung von konfor-
mationsspezifischen Antikérper gewahrleistet oder durch die Verwendung von konformati-
onsunspezifischen Fanger- und Detektionsantikérper, die um dasselbe Epitop konkurrieren.
In beiden Féllen kénnen Monomere nicht detektiert werden [25].

Bei einem Western-Blot werden die Proteine zunéchst aus einem Proteingemisch (aus
einer biologischen Probe) elektrophoretisch nach Ladung und Grofle getrennt. Damit die
Oligomere in nativer Form bestehen bleiben, muss auf die Verwendung von Detergenzien
und Reduktionsmittel, die eine Denaturierung verursachen wiirden, verzichtet werden.
Nach der Trennung der Proteine erfolgt der Transfer erneut durch Elektrophorese auf eine
Membran (s. Abbildung 2). Die Zielproteine kénnen anschlieend wie oben beschrieben
mithilfe von Antikérpern detektiert werden. AB-Oligomere konnten durch die Western-
Blot-Methode bereits im Hirngewebe von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden [25].

Zu den neueren Methoden gehort die Single-Molecule Array (SIMOA)-Technologie, die
einen Partikel-basierenden digitalen ELISA darstellt. Magnetische Partikel werden hierfiir
mit einem Fingerantikérper beschichtet und in einem sehr hohen Uberschuss zur vermu-
teten Zielproteinkonzentration eingesetzt. Dadurch erhélt ein Partikel entweder kein oder
ein gebundenes Zielprotein. Diese werden einzeln in ein Array mit mehreren tausenden
Plattenvertiefungen geladen und digital verlesen (s. Abbildung 2). Jede Vertiefung enthélt
dabei die Information positiv oder negativ wenn ein Zielprotein gebunden ist beziehungs-
weise nicht gebunden ist. SIMOA wurde bisher zur Detektion synthetischer AB-Oligomere
verwendet [25].

Die sFIDA-Technologie gehort ebenfalls zu den neueren Methoden, die AB-Oligomere
mit Einzelpartikelsensitivitdt nachweisen kann. Eine ausfiihrliche Beschreibung ist im

nachfolgenden Kapitel 1.5 gegeben.
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Abb. 2: Beispiele von klassischen und neuentwickelten Immunoassays

ELISA unter der Verwendung eines konformations- oder epitopspezifischen Fangeranti-
korpers, der Oligomere bzw. Oligomere und Monomere bindet, die mit einem oder zwei
weiteren Antikorpern detektiert werden. Das Signal wird in diesem Beispiel durch eine
Meerrettichperoxidase-Enzymreaktion erzeugt, wodurch das fluoreszierende Produkt Te-
tramethylrhodamin gebildet wird. Beim Western-Blot wird ein Proteingemisch elektro-
phoretisch getrennt und auf eine Membran transferiert. Die auf der Membran lokalisierten
Zielproteine werden anschlieffend zum Beispiel mit einem oligomerspezifischen Antikorper
inkubiert und durch einen Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundiren Antikorper de-
tektiert. Die SIMOA-Technologie basiert auf der Verwendung magnetischer Partikel,
die mit einem Fangerantikorper versehen werden, der das Zielprotein aus einer Probe bin-
den kann. Jeder Partikel trigt anschlieend entweder kein oder ein Zielprotein, die nach
Zugabe in einem Array mit tausenden Vertiefungen digital ausgelesen werden und die In-
formationen in Form von negativ, wenn kein Zielprotein gebunden ist bzw. positiv, wenn
ein Zielprotein gebunden ist, abgespeichert werden. Bei der sFIDA-Technologie wird die
Glasoberfldche einer Mikrotiterplatte mit einem epitopspezifischen Antikérper beschichtet
und Zielproteine aus einer Probe gebunden. Durch die Verwendung von Fluorochrom-
konjugierten Antikérpern, die dasselbe Epitop binden, werden Monomere nicht detektiert.
Das Signal wird mikroskopisch in Form von fluoreszierenden Partikeln abgebildet. Die Nut-
zung unterschiedlicher Fluorochrome und die Analyse der ko-lokalisierten Signale kénnen
die Sensitivitdt erhohen. Abbildung modifiziert nach [25].
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1.4 Die Bedeutung der AB-Oligomere fiir die Entstehung und Fortschreitung

der Alzheimer-Krankheit

In der Therapieentwicklung fiir die Alzheimer-Krankheit richteten sich in den vergange-
nen Jahren die meisten Anséitze mit passiver Immunisierung gegen Af42-Monomere oder
unlosliche Fibrillen und Plaques. Diese Ansétze scheiterten aber bedauerlicherweise sehr
spét in der klinischen Phase IIT [9].

Neue Forschungsergebnisse im Bereich der AB-Plaques ergaben, dass Plaques gezielt von
Mikrogliazellen, die zum Immunsystem des Gehirns gehéren, in dichte Strukturen gepackt
werden [26]. Die Autoren vermuten, dass dieser Mechanismus die Verbreitung von schadli-
cheren und diffusen ,,Pre-Plaque AB-Oligomeren“ reduziert und begriindeten dadurch das

Scheitern von Therapieansitzen, die sich gegen Plaques richteten [26].

Sowohl zukiinftige Therapieansétze, als auch die Diagnostik sollten sich daher gegen Oli-
gomere richten.

Die Verbreitung von pathologischen Proteinen erfolgt vermutlich direkt von Zelle zur
Zelle, beispielsweise zwischen verbundenen Neuronen und benachbarten Gliazellen [4].

An dieser Stelle sind aggregierte Spezies kritisch, die ebenfalls als Seed dienen kénnen
und die Verbreitung der AB-Aggregate potenziell beschleunigen. Seeds kénnen entweder
durch Fragmentierung [4] in der Anzahl multipliziert werden oder wie oben beschrieben,
durch weitere Monomere vergrofiert werden, die durch die Anlagerung an den Seed prion-
artig in die pathologische Konformation gezwungen werden.

Bei Alzheimer-Patienten konnen erste AfB-Ablagerungen in der Grofhirnrinde nachge-
wiesen werden, die sich durch den Hirnstamm bis zum Kleinhirn verbreiten konnen [4] (s.

Abbildung 3).

Untersuchungen von Hirnproben des Neocortex von Alzheimer-Patienten zeigten erhdhte
AB-Oligomerkonzentrationen in Exosomen [27]. In Zellkulturexperimenten konnten diese
Exosomen iiber den Zell-Zell-Transfer tibertragen werden. Die Blockierung der Bildung,
der Sekretion oder der Aufnahme dieser Oligomer-enthaltenden Exosomen ging mit einer
reduzierten Verbreitung der toxischen Oligomere einher [27].

Blutgefdfle im Gehirn versorgen zum einen das Gehirn mit Sauerstoff und Glukose und
sind zum anderen wichtig fiir die Drainage der Interstitielle Fliissigkeit (ISF) und geloster
Stoffe wie zum Beispiel AB [28].

Die kleinsten Blutgefdfie, die sogenannten Kapillaren, sind mit Zellen an der Aufen-
wand umkleidet (Perizyten und Endothelzellen), die Teil der hochspezialisierten Bluthirn-
schranke sind. Die Bluthirnschranke kontrolliert die Aufnahme und Abgabe geloster Stoffe
und Ionen aus CSF und ISF. Endothelzellen verfiigen iiber Rezeptoren, die den Protein-
austausch, darunter auch 16sliches Af, gezielt regulieren kénnen. Stérungen des Systems

konnen pathologische Ereignisse wie zum Beispiel die lokale Ablagerung von A im Zu-
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sammenhang mit der Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) auslosen [28].
Die pathologische Wirkung von 16slichen Oligomeren, die zusétzlich als Seeds fiir weitere
Oligomere fungieren konnen, ist daher vermutlich stérker als die dicht-gepackten unldsli-

chen Plaques.

Allocortex

Hirnstamm KiGinhim /// Hirnstamm

Abb. 3: Die Verbreitung von Af-Ablagerungen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten

Die Verbreitung von AB-Ablagerungen ist durch die Féarbung der Hirnregionen von dunkel
nach hell schematisch dargestellt. Im Neocortex (dunkel violetter Bereich) werden AB-
Ablagerungen zuerst beobachtet und anschlieend im Allocortex (Teil der Grofihirnrinde).
Die weitere Verbreitung erfolgt im Diencephalon (Zwischenhirn mit Thalamus im Zentrum;
orange eingekreist) und den Basalganglien (nicht eingezeichnet) bis hin zum Hirnstamm
und ggfs. auch im Kleinhirn. Die Richtung wird als kaudal (hervorgehoben durch den
griinen Pfeil) bezeichnet. Abbildung modifiziert nach [4].

ApB-Oligomere wurden bereits in CSF nachgewiesen und sind méglicherweise auch in an-
deren Korperfliissigkeiten wie zum Beispiel Blut zu erwarten.

Es wurde beobachtet, dass AB-Oligomere die Ubertragung von Signalen an den Neu-
ronen beeinflussen kénnen. Die Inhibierung der Langzeitpotenzierung und gleichzeitige
Verstarkung der Langzeitdepression fithrt zum Riickgang dendritischer Spines, die fiir die
Synapsenbildung wichtig sind und wodurch der Zelltod eingeleitet wird. Oligomere aus
2-12 Einheiten gelten dabei als besonders neurotoxisch [25].

In der Literatur werden Oligomere zum Teil in on-pathway-Oligomere — Oligomere, die
zu Fibrillen konvertieren kénnen, oder in off-pathway-Oligomere — Oligomere, die nicht
zu Fibrillen konvertieren, kategorisiert. Welche Art dieser Oligomeren fiir die Entstehung
und Fortschreitung der Alzheimer-Krankheit relevanter ist, wurde noch nicht vollstdandig
geklart. Dear et al. sehen von einer strengen Einteilung in on- oder off-pathway ab, da sich

ein Oligomer in einem Reaktionsnetzwerk mit vielen Moglichkeiten zur Fibrillenbildung
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befinde [29] (s. auch Kapitel 1.7).

Studien zu PrP-Oligomeren zeigten eine besonders toxische Wirkung von off-pathway-
Oligomeren, da sie die Membranpermeabilitit mit einem bestimmten Mechanismus stéren
kénnen und sie durchléssig werden lassen [30].

In dieser Arbeit werden On-pathway-Oligomere als Oligomere definiert, die durch die
Anlagerung von Monomeren wachsen kénnen und nicht zu Monomeren dissoziieren. Off-
pathway-Oligomere kénnen hingegen wieder zu monomeren Einheiten dissoziieren und

wachsen nicht weiter zu grofleren Aggregaten.

1.5 Die sFIDA-Technologie zum Nachweis einzelner AB-Oligomere

Krankheiten, die dadurch entstehen, dass nativ gefaltete Proteine mit einer normalen phy-
siologischen Funktion plotzlich eine krankhafte Faltung einnehmen und Aggregate bilden,
erfordern Methoden, die die Aggregatbildung nachweisen kénnen.

Die sFIDA-Technologie wurde fiir den quantitativen Nachweis von PrPS¢-Aggregaten
entwickelt. Die urspriingliche Diagnostik, die auf der Resistenz einer Protease — Proteinase
K (PK) beruhte, war nicht immer zuverldssig und zeitaufwéindig. Zum Teil wurden auch
krankhafte aber nicht PK-resistente PrP5¢-Aggregate gefunden [31].

So wurden zunidchst PrP-Aggregate in Losung mittels Dual-Colour-Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie (FCS) untersucht, bei der Proteinaggregate mithilfe von farb-
lich unterschiedlichen Fluorochrom-konjugierten Antikérpern detektiert werden. Nur Ag-
gregate, die aus mindestens zwei Monomeren bestehen, kénnen potenziell durch zwei
unterschiedlich-konjugierte Antikérper gebunden werden. Ko-lokalisierte Signale werden
daher als Aggregat interpretiert [31].

Da groflere Aggregate sehr langsam diffundieren und somit eine lange Messzeit bend-
tigen, wurden die Aggregate im sFIDA an einer Glasoberfliche durch einen Féngeranti-
korper immobilisiert. Die Oberfldche konnte anschlieBend mikroskopisch gescannt werden
und einzelne Partikel gezahlt werden.

Die Verwendung von Fangerantikorpern und Detektionsantikérpern, die dasselbe oder
ein {iberlappendes Epitop binden, gewéhrleistet den selektiven Nachweis von Oligomeren,
wohingegen Monomere aufgrund des bereits besetzten Epitops durch den Fangerantikorper
nicht mehr durch einen Detektionsantikorper gebunden werden konnen [32] (Abbildung
4). Dadurch lasst sich die sSFIDA-Technologie prinzipiell fiir alle Krankheiten anpassen, die
mit der Aggregation von Proteinen einhergehen wie zum Beispiel die Alzheimer-Krankheit,
Parkinson-Krankheit oder Diabetes Mellitus Typ 2.

Durch die Einzelpartikel-Sensitivitdt konnte ein Detektionslimit im unteren femtomola-
ren Konzentrationsbereich fir AB-Oligomere in CSF erzielt werden [33].

Fiir den Nachweis von Af im Blut sind ultrasensitive Methoden erforderlich, da die phy-

siologische Gesamt-AB-Konzentration im pikomolaren Bereich [34] und die zu erwartende
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Oligomer-Konzentration dementsprechend viel geringer ist.

Dies sFIDA-Methode ermoglichte bisher eine zuverléssige Identifizierung von PrPSe-
infizierten Hamstern und Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE)-infizierten Rindern
[31].

Fiir den Nachweis von PrPS¢-Partikeln in Scrapie-infizierten Schafen konnten nach An-
wendung eines Reinigungsprotokolls der Probe bereits erste Erfolge in Plasmaproben er-

zielt werden [35].

Heute wird sFIDA fiir die Identifizierung von Alzheimer-Patienten anhand von CSF-
Proben verwendet [36] und erst kiirzlich konnten auch CSF-Proben von Patienten, die
unter der Parkinson-Krankheit leiden, von gesunden Kontrollproben mittels SFIDA unter-

schieden werden [37].

Laser Scanrichtung

YYYYVYYYYVYY

Y Fangerantikorper

Detektionsantikorper
@ Oligomer
@® endogenes Monomer

Abb. 4: Schematische Ubersicht des sFIDA-Assays

(A) Im sFIDA-Assay wird ein Féngerantikorper auf einer Glasoberfliche immobilisiert,
der Oligomere aus einer biologischen Probe selektiert. Die Detektion erfolgt durch einen
oder zwei unterschiedlich Fluorochrom-markierte Antikérper, die an identische oder tiber-
lappende, aber innerhalb des Proteinaggregats getrennt positionierte Epitope binden. Ein
Laser scannt die Oberfliche und regt dabei die an Oligomer gebundenen Detektionsanti-
korper an. Die unterschiedlich markierten Detektionsantikérper kénnen einzeln oder mit
erhohter Sensitivitét als ko-lokalisiertes Signal aufgezeichnet werden (basierend auf [31]).
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1.6 Amplifikations-basierte Diagnostik

Amplifikations-basierte Assays wurden in der Diagnostik fiir Prion-Krankheiten entwickelt
[38]. Pathologisch gefaltetes PrP5¢ kann eine Umfaltung von physiologischen PrP® indu-
zieren, wodurch strukturell eine Konversion von iiberwiegendem o-helikalem Anteil zu
B-Faltblattstrukturen erfolgt [39]. Da krankhaftes PrPS¢ aus Patientenproben (= Seeds)
durch Zugabe von synthetischem PrP (= Substrat) vervielfiltigt werden kann, wurde die-
se Bigenschaft fiir diagnostische Zwecke mit hoher Sensitivitdt genutzt.

Zwei Methoden mit demselben Ziel, die Seeds zu vervielfiltigen, sind hierbei entwickelt
worden: Die Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA)-Methode, die auf Sonifzie-
rung basiert und die Real-Time Quaking Induced Conversion (RT-QulC)-Methode, die
auf Schiitteln basiert, um die Anzahl der einzelnen Seeds durch mechanische Einwirkung
zu erhohen und dadurch zu vervielféltigen [38]. Das Prinzip der induzierten Umfaltung in
eine krankhafte Proteinkonformation ist auch bei anderen amyloiden Proteinen zu beob-
achten. Wahrend die Amplifikations-basierte Diagnostik heute nur bei Prionerkrankungen
routineméfig eingesetzt wird, sind bei Synucleinopathien bereits zahlreiche erste Erfolge in
der Diagnostik von o-Syn-assoziierten Krankheiten berichtet worden [38]. Fiir B-Amyloid-
Erkrankungen hingegen wurden bisher nur wenige Studien publiziert, die auf Amplifikation
basieren [40, 38, 41, 42].

Eine andere hochsensitive Methode ist die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(FCS), mit der Pitschke et al. bereits erfolgreich AB-Oligomere aus humanen CSF-Proben
durch Fluorochrom-konjugiertes A3 amplifizieren und dadurch von gesunden Kontrollen
unterscheiden konnten [40]).

Erste Ergebnisse zur Amplifikations-basierten Diagnostik mit Plasmaproben von
Alzheimer-erkrankten Personen konnten 2017 von An et al. mit einem ELISA-&dhnlichen

Verfahren gezeigt werden [42].

1.7 Aggregationswege von amyloiden Proteinen

Proteine falten sich in der Regel in ihre biologisch aktive Konformation, die auch als nati-
ve Struktur bezeichnet wird. Diese ist aufgrund der thermodynamischen Stabilitét in den
meisten Fillen gleichzeitig die bevorzugte Struktur [43]. Wéhrend des Faltungsprozesses
nimmt das Protein zahlreiche Konformationen ein, die aus gefalteten und unstrukturierten
Anteilen bestehen kénnen. Unter gewissen Umstédnden bilden sich dabei metastabile Kon-
formationen, die eine Aggregation des Proteins férdern kénnen [44, 45]. Einige Proteine
sind auch in nativer Konformation nicht vollstdndig gefaltet und besitzen unstrukturierte
Regionen oder sind génzlich unstrukturiert. Diese Proteine werden auch als intrinsisch
ungeordnet bezeichnet. Dazu gehoren beispielsweise die Proteine AB, a-Syn, das t-Protein
und PrP. Proteine, die nur teilweise intrinsisch ungeordnete Bereiche besitzen, zeigen ins-

gesamt ein hoheres Potenzial zur Amyloidbildung [46, 45]. Unter den genannten Beispielen
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gehoren AP [47] und PrP [48] zu den Proteinen mit teilweise intrinsisch ungeordneten Be-
reichen. Die Proteinaggregation ist charakteristisch fiir viele Krankheiten, einschliefllich
der neurodegenerativen Krankheiten wie der Alzheimer-Krankheit und der Parkinson-
Krankheit [45]. Durch die Aggregation kénnen unterschiedliche Spezies mit unterschied-
lich schidlichem Potenzial gebildet werden, wie im vorherigen Kapitel 1.4 erldutert wurde.
Die verschiedenen moglichen Aggregationswege sind in folgender Abbildung 5 dargestellt.
Die Aggregationspezies konnen von strukturierten Aggregaten, wie den Fibrillen und Pro-
tofibrillen tiber teilweise strukturierte Oligomeren von globuldren bis ringférmigen Oligo-
meren, verschiedene polymorphe Strukturen in unterschiedlichen GréBen annehmen [49].

In vivo kénnen sich Aggregate in Form von Einschlusskérperchen oder Plaques ansammeln.

natives Monomer

o - > Ooo ringférmige
&9\ /IBS o° OI?gome?e
abnormale, ¢

fehlgefaltete
Monomere \9

lobulare Oligomere amorphe
/ gmit verschie%enen % Aggregate
s JGW
e
9. l
e / /
<

o9y Protofibrillen

I e
Ty
Y 4
-
Fibrillen

& Einschlusskoérperchen, Plaques, etc.

Abb. 5: Aggregationswege mit unterschiedlichen Spezies von amyloiden Proteinen

Native Monomere kénnen sich unter bestimmten Umstédnden fehlfalten und in Anwesen-
heit weiterer Monomere Dimere und Oligomere bilden. Eine heterogene Vielfalt herrscht
insbesondere bei den Oligomeren: z.B. ringférmige oder globuldre Oligomere mit unter-
schiedlichen Anteilen an unstrukturierten und strukturierten (-Faltblatt Anteilen [49].
Alternativ bilden sich Fibrillen und Protofibrillen. Eine Ansammlung der verschiedenen
Aggregate innerhalb und auflerhalb der Zellen erfolgt beispielsweise in sogenannte Ein-
schlusskorperchen oder Plaques. Abbildung modifiziert nach [49].
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1.8 Zielsetzung

Die klinische Diagnose der Alzheimer-Krankheit basiert aktuell immer noch hauptséchlich
auf biochemischen Analysen von Zerebrospinalfliissigkeit (CSF) und Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), die fiir den Patienten als belastend empfunden werden. Zudem wird
die Krankheit im Regelfall erst nach Auftreten erster Symptome diagnostiziert, wenn pa-
thophysiologische Verédnderungen bereits vor mehreren Jahren eingetreten sind [16]. Das
Amyloid B-Peptid (AB) steht eng im Zusammenhang mit der Entstehung der Alzheimer-
Krankheit. Vermutlich betreffen erste krankheitsrelevante Ereignisse die Verdnderung der
CSF-Ap-Konzentration und insbesondere Aggregation [18, 19]. Neue diagnostische Ansét-
ze zielen heute auf die Detektion kleiner und ldslicher Aggregate, den sogenannten Oli-
gomeren. Sie sollen hauptsédchlich fiir die Neurodegeneration verantwortlich sein, indem
sie die Signaliibertragung an Neuronen verédndern [25]. In vielen Studien wurde ein Zu-
sammenhang zwischen erhohten AB-Oligomerkonzentrationen in CSF und der Alzheimer-
Krankheit festgestellt, jedoch gibt es groe Uberschneidungen der Ergebnisse mit der Kon-
trollgruppe [50]. Ultrasensitive Methoden sind hierfir erforderlich, um die sehr geringen
Konzentrationen nachzuweisen.

In der vorliegenden Arbeit soll mithilfe der Amplifikation von Oligomeren durch Zugabe
von monomerem Substrat eine héhere Sensitivitat fiir den Nachweis erreicht werden. Die
Anlagerung des Substrats an die Oligomere fiihrt zu einer VergroBerung der Oberfliche (s.
Abbildung 6) und somit auch zu mehr Epitopen, die fir die Immunodetektion erforderlich
sind. Die Oligomere, die durch das Substrat amplifiziert werden kénnen, werden auch als
Seeds bezeichnet. In dieser Arbeit sollen die amplifizierten Seeds mit der sFIDA-Methode
nachgewiesen werden. Dazu sollen sie vorab an einen Fangerantikorper gebunden werden
und anschlieend amplifiziert werden oder als weitere Option sollen die Seeds vorab in

Loésung amplifiziert werden und danach an den Féngerantikérper gebunden werden.

©eo9 ) ©
©
© . '

amplifiziertes

Oligomer
Oligomer

mit Substrat Amplifikation

Abb. 6: Schematische Abbildung der Vergréflerung eines Oligomers durch Amplifikation

Das zugegebene Substrat, das aus monomerem A besteht, lagert sich an Oligomere an.
Diese werden dadurch amplifiziert. Die Oberfliche des amplifizierten Oligomers wird da-
durch vergrofiert und bietet mehr Epitope fiir eine anschlieende Immunodetektion. Alter-
nativ wird Fluorochrom-konjugiertes Substrat verwendet, wodurch eine vergréBerte Ober-
flache direkt detektiert werden kann.

Zusammenfassend soll der Prozess der Amplifikation mit der ultrasensitiven sFIDA-
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Technologie kombiniert werden. Diese Arbeit dient der Etablierung des Amplifikations-
schritts fir den sFIDA-Assay und zielt auf eine zukiinftige Anwendung fiir natiirlich
vorkommende Seeds in Korperfliissigkeiten wie CSF- und insbesondere Blutproben. Die

Etablierung soll zunéchst mit synthetischem A erfolgen.

Im ersten Schritt soll {iberpriift werden, ob Af-Oligomere auf der Oberfliche prinzipi-
ell amplifiziert werden kénnen. Dazu soll Fluorochrom-markiertes A42 sowohl fiir die
Seeds als auch fiir das Substrat verwendet werden. Dabei soll durch die Verwendung von
unterschiedlichen Fluorochromen iiberpriift werden, ob das Substrat mit den Seeds ko-
lokalisiert.

Fluorochrom-markierte AB-Monomere kénnen potenziell an die Fangerantikorper bin-
den, wodurch erhéhtes Hintergrundrauschen zu erwarten ist. Auflerdem neigt das AB-
Peptid zu einer starken Selbstaggregation, die auch als spontane Aggregation bezeichnet
wird. Diese spontan entstandenen Aggregate konnen ebenfalls potenziell an die Fangeran-
tikorper binden und falsch-positives Signal erzeugen. Daher soll in dieser Arbeit zusétzlich
eine geeignete Strategie entwickelt werden, die zum einen die Bindung von Fluorochrom-
konjugiertem Substrat und zum anderen die Bindung von spontan entstandenen Aggrega-
ten verhindert. Zur Unterstiitzung sollen geeignete Pufferbedingungen gefunden werden,
die die spontane Aggregation inhibieren. Proteine, die A binden, kénnen dabei als Regu-
lator der gezielten Amplifikation eingesetzt werden.

Da sich die kontrollierte Amplifikation von Af als nicht reproduzierbar erwies und nicht
alle Ziele erreicht werden konnten, wurde die Zielsetzung im Verlauf der Arbeit angepasst.
Anhand eines weiteren amyloiden Proteins, dem a-Synuclein (o-Syn), sollte in dieser Arbeit
die Amplifikation von o-Syn-Seeds im sFIDA nachgewiesen werden. Dazu sollten zunéchst
synthetisch hergestellte Seeds und anschliefflend Seeds aus einer biologischen Probe ver-

wendet werden.



2 Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien, Puffer und Losungen

Tabelle 3: Chemikalien, Puffer und Lésungen

Chemikalie

Firma

2YT Medium Pulver

211 Alpha-Synuclein-Antikérper

4D6 anti-Alpha-Synuclein Purified (Azid-frei)
Agar

Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz

Amyloid pB-Protein (1-14)

Amyloid B-Protein (1-42)

Aptes ((3-Aminopropyl)triethoxysilane))
Beta-Amyloid (11-42)

Beta-Amyloid (11-42), HiLyte Fluor 488 markiert
Beta-Amyloid (1-42), HiLyte Fluor 488 markiert
Beta-Amyloid (1-42), HiLyte Fluor 647 markiert
BSA

Dinatriumphosphat

EDC (1-(3-Dimethylaminopropyl)-3
-Ethylcarbodiimid-Hydrochlorid)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiaure)

Ethanol

Fluoreszenzfarbstoff CF488A
Fluoreszenzfarbstoff CF633

Glukose

Glycerol

HCI (Chlorwasserstoff)

HFIP (1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol)

Hilyte Fluor 488 Co Maleimid

Hilyte Fluor 647 Cs Maleimid

Laktose

LB Medium

AppliChem GmbH

Santa Cruz

Biolegend

AppliChem GmbH

VWR International GmbH
AppliChem GmbH
Bachem

Bachem

Sigma-Aldrich

Bachem

Anaspec

Anaspec

Anaspec

AppliChem GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Caesar & Loretz GmbH
Thermo Fisher Scientific
AppliChem GmbH
Sigma-Aldrich

Anaspec

Anaspec
Carl Roth GmbH + Co. KG

PanReac AppliChem ITW Reagents
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Chemikalie Firma
Magnesiumsulfat Thermo Fisher Scientific

Nab228 monoklonaler anti-3-Amyloid Antikdrper

NaCl (Natriumchlorid)
Natriumazid
Natriumdihydrogenphosphat
NHS (N-Hydroxysuccinimide)

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS 10 x)

Polyacrylamid-Matrix (Bio-Gel P-30 Gel)
ProClin 300
PTA (Natrium-Phosphorwolframat)

Sarkosyl (N-Lauroylsarcosin Natrium-Salz-Losung)

SDS (Natriumdodecylsulfat)
SmartBlock
Streptomycin

TBS (Tris gepufferte Kochsalzlosung) (10 x)
TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride)

ThT (Thioflavin T UltraPure Grade)
Toluol

Tris

Tween 20

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

AppliChem GmbH
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Bio-Rad Laboratories
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

SERVA Elektrophoresis GmbH
Candor

Sigma-Aldrich

SERVA Elektrophoresis GmbH
Sigma-Aldrich

Eurogentec Ltd

Sigma-Aldrich

VWR International GmbH
AppliChem GmbH
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2.2 Zusammensetzung der Puffer und Losungen

Die Puffer und Losungen dieser Arbeit wurden mit Milli-QQ Wasser (erzeugt durch
die Millipore-Anlage; Wasserwiderstand: 18,2 Mw-cm) hergestellt und verdiinnt. Die
gewiinschten pH-Werte und Puffekonzentrationen wurden mittels BioMol.Net Puffer-
Kalkulator berechnet, der auf der Henderson-Hasselbalch-Gleichung basiert:

) )

pH = pK, + logio(

pK, = Saurekonstante, A~ = Konzentration der basischen Komponente and HA = Konzentration
der sauren Komponente.
Puffer, die im Methoden- oder Ergebnisteil nicht genau definiert sind, werden in der

unten stehende Tabelle aufgefiihrt:

Puffer Zusammensetzung
Tris Puffer 40 oder 50 mM Tris Base, pH-Einstellung mit HCI
TBST (Waschpuffer) TBS + 0,01 % Tween
TBS-Proclin TBS + 0,03 % Prolin
EDC/NHS-Losung 200mM EDC + 50 mM NHS
LB-Medium 5g/1 NaCl, 10g/1 Trypton, 5g/1 Hefeextrakt
2.3 sFIDA

Der sFIDA-Assay wurde in einer 384-Mikrotiterplatte (Nunc MicroWell 384-Well plates,
Thermo Fisher Scientific oder Sensorplate plus 384 Well, Greiner Bio-One Internatio-
nal) durchgefithrt. Die Arbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank (HeraSafe 2020,
Thermo Fisher) getétigt. Alle verwendeten Puffer und Losungen wurden steril verwendet,
indem sie vor Gebrauch dampfsterilisiert (VX-150 Autoklav, Systec) oder mit einem Ste-
rilfilter (ROTILABO PVDF) filtriert wurden. Die Waschschritte erfolgten automatisiert
in einem Mikroplatten-Waschgerét (Plate Washer 405TS, Biotek), der in der Sterilbank
installiert wurde. Das Protokoll fiir die Versuchsdurchfiithrung erfolgte anlehnend an die
Standardarbeitsanweisung (SOP) zur Préparation des manuellen sFIDA-Assays (ICS-6
(D) SOP __ 8.2-001, Revision 15). Aufgrund der dynamischen Optimierungsarbeiten sind
alle sFIDA-Protokolle fiir die entsprechenden Experimente in Kapitel 5 sFIDA Protokol-
le detailliert aufgefithrt. Der Grundaufbau des sFIDA-Assays besteht aus der Immobi-
lisierung von Fangerantikorpern auf der Glasoberfliche bei 4°C iiber Nacht. Alle weite-
ren Praparationsschritte erfolgen bei Raumtemperatur. Nach einem Waschschritt werden
freie (Glas-) Oberflichen mit einer Blockierlosung geblockt und erneut gewaschen. Die
Probeninkubation erfolgt fiir 1-2 Stunden. Nach einem erneuten Waschschritt werden
die Detektionssonden an die Zielproteine fiir eine Stunde gebunden. Nach einem letzten

Waschschritt erfolgt dann ein Pufferwechsel mit dem Biozid Proclin, um Kontaminationen
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zu vermeiden. Die Platte wird mit Folie (Seal Plate film, Sigma-Aldrich) versiegelt und
vermessen. In dieser Arbeit wurden alle sFIDA-Experimente am Fluoreszenzmikroskop

(Celldiscoverer 7, Zeiss Jena AG) vermessen.

2.3.1 Fluorochrom-Konjugation der Antikorper

Zur Herstellung der Detektionsantikérper wurden die Antikérper nach Standardarbeits-
anweisung (SOP) zur Durchfithrung der Fluoreszenzmarkierung von Antikérpern (ICS-6
(D) SOP _ 8.2-013) mit den Fluorochromen CF633 oder CF488A konjugiert. Die Farb-
stoffe besitzen Succinimidyl-Ester, die unter basischen Bedingungen mit den priméren
Aminen der Antikérper reagiert. Daher erfolgte die Reaktion in einer 1M Carbonatlo-
sung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur und 600 rpm Schiitteln. Fiir die Trennung der
Fluorochrom-konjugierten Antikérper von den iiberschiissigen Farbstoffen wurde der Anti-
korper anschlieend in einer Polyacrylamid-Matrix nach SOP gereinigt. Die Konzentration
wurde anschlieBend photometrisch (UV/Vis Spektralphotometer V-650, Jasco) nach SOP

bestimmt.

2.3.2 Praparation der Detektionsantikorper und des Substrats

Um die Detektionsantikérper- oder Substratlésungen von Aggregaten zu trennen, wurden
die préparierten Losungen fiir 1h in einer Ultrazentrifuge (Optima Max XP, Beckman
Coulter) mit einem Festwinkelrotor (TLA 100.3, Beckman Coulter) fiir eine Stunde bei
100.000 x g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieend vorsichtig in ein fri-
sches Reaktionsgefafl iiberfiihrt.

2.3.3 Messung und Technische Parameter

Die 384-Mikrotiterplatte wurden im Celldiscoverer 7 (Zeiss Jena AG) mit einer Evolve
Kamera (Thermo Fisher) gemessen. Die Belichtungszeit variierte zwischen den Experi-
menten und sind in den jeweiligen Protokollen angegeben (s. Protokolle 5). Es wurden
zwei Kanéle mit den Wellenldngen Ay, = 653 nm und Ag, =668 nm fiir den ,,roten Kanal®
und Agx =493 nm und Agy, =517 nm fir den ,,griinen Kanal® gemessen. Die Emissions-
wellenléngen passierten entsprechend einen 670-710nm oder einen 504-554nm Filter.
Das Objektiv Plan-Apochromat 50x/1.2 oder Plan-Apochromat 20x/0.7 wurde fiir eine
50-fache oder 20-fache Vergréflerung verwendet. Alternativ konnte durch eine zusétzliche

Linse die doppelte Vergroflerung erreicht werden.

2.3.4 Analyse

Die Proben werden standardméflig in je vier Replikaten in 384er Mikrotiterplatten ver-
messen. Dazu wird die Mikrotiterplatte mit einer Folie abgedichtet und im Mikroskop
(Celldiscoverer 7, Zeiss Jena AG) automatisch vermessen. Dabei wird pro Plattenvertie-

fung eine Matrix von iiblicherweise 5 x 5 Bildern aufgenommen, sodass bei vier Replikaten
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insgesamt 100 Bilder fiir die Analyse zur Verfiigung stehen (7A). Die Bilder werden von der
sFIDAta-Software® analysiert und es erfolgt zunichst eine automatische Artefaktdetekti-
on, wodurch unscharfe Bilder, Bilder mit partikelartigen Verunreinigungen oder 250 % von
der durchschnittlichen Helligkeit aller Aufnahmen abweichende Bilder aussortiert werden.
Die Artefaktdetektion erfolgt vollkommen automatisch, frei von subjektivem Einfluss des
Benutzers.

Die durchschnittliche Pixelintensitéten aller Pixel werden zunéchst aus allen Bildern in-
nerhalb einer Plattenvertiefung berechnet und anschlieBend werden die Werte der vier Re-
plikate (4 Plattenvertiefungen) erneut gemittelt. Die daraus resultierende durchschnittli-
che Pixelintensitédtsverteilung wird dann in einem Histogramm betrachtet (7B). Die Bilder
enthalten 512 x 512 Pixel (= 262.144 Pixel) und kénnen insgesamt 65.536 unterschiedliche
Graustufenwerte einnehmen. Die Pixelanzahl auf der Y-Achse wird gegen die entsprechen-
de Pixelintensitit (I) auf der X-Achse aufgetragen. Um die Pixelanzahl zu ermitteln, die
eine Intensitdt grofler oder gleich einer zugeordneten Intensitat auf der X-Achse aufweisen,
werden alle Pixel integriert, die mindestens den entsprechenden Intensititswert erreichen.
Das Ergebnis ist in Abbildung 7C dargestellt. In den Histogrammen ist zu erkennen, dass
die Kontrolle (K) im Vergleich zu der Probe einer erkrankten Person (E) tiberwiegend
dunklere Pixelintensitdten aufweist. Dennoch sind in der Kontrolle ebenfalls unterschied-
liche Pixelintensitdten zu erkennen, die als Hintergrund definiert werden (s. Definition).
Anhand des Hintergrunds wird ein Schwellenwert, der sogenannte CutOff, definiert (s. De-
finition). Dabei werden von insgesamt 262.144 Pixeln 0,1 % der hellsten Pixel (= 262 Pixel)
toleriert und der Intensitidtswert bzw. Schwellenwert, bei dem 0,1 % der Pixel verbleiben,
wird als CutOff festgelegt (7D). Sobald der CutOff bestimmt wurde, werden die Pixel ent-
sprechend des zugehorigen Intensitdtswerts ausschliefllich in unterhalb des CutOffs oder
oberhalb des CutOffs eingeteilt (TE). Die Pixelanzahl oberhalb des CutOffs wird in einem
Balkendiagramm mit Standardabweichung aus vier Replikaten dargestellt (7F).

3Die sFIDAta-Software wurde fiir den internen Gebrauch entwickelt
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Abb. 7: Schematische Abbildung des Analyseprozess von der Messung bis zur Darstellung
der Ergebnisse

(A) Bildaufnahmen von mehreren Bildern in einer Matrix (z.B. 5x5 Bilder; hier nur ein
Bild dargestellt) pro Plattenvertiefung und insgesamt 4 Replikate (4 Vertiefungen) fiir jede
Probe. Die Farbtiefe betragt 16 Bit, sodass jeder Pixel 65.536 unterschiedliche Graustufen-
werte (inklusive 0) einnehmen kann. Die Bildauflésung betragt 512 x 512 Pixel (=262.144
Pixel; in der Abbildung stark vereinfacht dargestellt). In den Bildern der Kontrolle (K)
sind wenige helle Pixel zu erkennen (=Hintergrundrauschen) wohingegen in den Bildern
der Probe einer Erkrankten Person (E) die Anzahl heller Pixel um ein Vielfaches grofier ist.
(B) Der Mittelwert aus vier Replikaten der durchschnittlichen Pixelintensitatsverteilung
pro Bild ist in einem Histogramm dargestellt. Die Pixelanzahl auf der Y-Achse ist gegen
die Pixelintensitat (I) auf der X-Achse aufgetragen. In dem Histogramm von E ist die
groBere Anzahl der Pixel mit hoheren Intensitdtswerten, im Vergleich zu K, zu erkennen.
(C) Die Pixelanzahl zu jedem Intensitétswert > I (Y-Achse) wird integriert und gegen
die Pixelintensitat aufgetragen (X-Achse). (D) Der CutOff wird anhand einer Anzahl von
0,1 % der hellsten Pixel der Kontrolle von insgesamt 262.144 Pixeln bestimmt und betragt
1=2.784. (E) Bei diesem Intensitétswert werden alle Pixel iber dem CutOff weiff darge-
stellt und alle Pixel unterhalb des CutOffs in schwarz dargestellt. (F') Die Darstellung der
Pixelanzahl iiber dem CutOff fiir jede Bedingung erfolgt im Balkendiagramm mit Stan-
dardabweichung aus vier Replikaten.
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2.4 AB-Aliquotierung

1 mg Lyophilisiertes AByo (Bachem) wurde in 1.100 nl HFIP gelost und 10 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschliefend wurde die Losung mit einer Mikroliter-
spritze (Hamilton) in 50 textmu g Aliquots (jeweils 50 ul Volumen) in 1,5ml tiberfiihrt.
Aufgrund des hohen Dampfdrucks ist mit einem Volumenverlust wahrend der Praparation
zu rechnen. Die Aliquots wurden mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit einer
Vakuumzentrifuge (RVC 2-18, Martin Christ) gefriergetrocknet. Bei Bedarf wurden diese
Aliquots nach demselben Prinzip verkleinert. Die Aliquotierung aller AB-Varianten erfolgte

nach demselben Prinzip.

2.5 ThT-Aggregationsassay

Um den Aggregationsverlauf von A oder a-Syn in Echtzeit zu beobachten, wurde der
Farbstoff Thioflavin T (ThT) verwendet, der spezifisch 3-Faltblattstrukturen bindet, die
fiir Amyloide charakteristisch sind [51]. ThT enthélt eine in Losung frei rotierende Phe-
nylgruppe, die durch die Bindung an amyloide Strukturen unterbunden wird. Dadurch
verschiebt sich das Anregungs- und Emissionsspektrum von 350 und 438 nm im ungebun-
denen Zustand auf 450 und 482 nm im gebundenen Zustand [52]. Die Experimente wurden
in einer 96er-Mikrotiterplatte (Half Area, non-binding surface, Corning 3881) mit einem
Volumen von 100 ul pro Vertiefung durchgefiihrt. Das ThT /Proteinverhéltnis betrug ca.
1:3. Bei einer sehr geringen Proteinkonzentrationen wurden mindestens 3puM ThT ver-
wendet. Die Messung erfolgte im Plattenlesegerdt (FLUOstar Omega oder CLARIOstar
Platereader, BMG Labtech) mit einem Anregungsfilter von 440 nm und einem Emissi-
onsfilter von 480 nm. Die Datenpunkte wurden in einem Zeitintervall von 3-6 Minuten
aufgenommen. Sofern nicht anders gekennzeichnet, wurde die Platte im Ruhezustand (oh-
ne Schiitteln) gemessen.

Die fiir das jeweilige Experiment verwendeten Puffer sind in den Abbildungsunterschrif-
ten aufgefiihrt. Bei der Verwendung von monomeren Af342 wurde ein lyophilisiertes Aliquot
von AB zunéchst in 10mM NaOH auf Eis gelost und anschlieBend mit einem Puffer-Mix
(+ ThT, Natriumazid und ggfs. weitere Reagenzien) gemischt. Die Losungen wurden ziigig
in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte tiberfithrt. Bei Amplifikationsassays wurden die
Seeds in einem Puffer-Mix vorbereitet und als erstes auf die Platte {iberfithrt. In diesem
Fall wurde die Substratlosung in Puffer als letztes iiberfiithrt. Die Substratlosung wurde
auf Eis gelagert.

Assays mit a-Syn wurden wie oben fiir AB beschrieben durchgefiihrt. Das o-Syn wurde
nach der Reinigung (s. 2.6) in Zielpuffer bei -80°C gelagert. Die Proteinkonzentration
wurde vor der Lagerung photometrisch (UV/Vis Spektralphotometer V-650, Jasco) mit

einem molaren Extinktionskoeffizienten von 5.600 M1 em™ bei A =275 nm.
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2.6 o-Synuclein Proteinsynthese und Reinigung

Fiir die Transformation des Plasmidvektors mit a-Syn-WT DNA oder der Y136C-a-Syn
DNA wurden 1yl einer Konzentration von 20ng/pl Plasmidvektor in 50 pl Chemokom-
petente Zellen (Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue) transformiert. Der Reaktionsansatz
wurde hierfiir 10 min auf Eis inkubiert und anschliefend 45s bei 42°C erwérmt. Der Re-
aktionsansatz wurde weitere 2 min auf Eis gestellt und in 500 ul LB-Medium 30 min bei
37°C und 800 rpm (Thermomixer comfort, Eppendorf) geschiittelt. Der Ansatz wurde zu-
letzt auf einer LB-Agargplatte (1,5% Agar) mit 100 pg/ml Ampicillin iiber Nacht bei
37°Causplattiert.

Eine Ubernachtkultur einer Kolonie wurde in 50 ml 2YT-Medium + 100 pg/ml Ampi-
cillin in einem 250 ml Kolben vorbereitet und bei 37°C und 160 rpm iiber Nacht in einem
Inkubationsschiittler (Innova 40, New Brunswick) geschiittelt.

Die Vektoren wurden anschlieBend mit dem Nucleospin Plasmid EasyPure Kit
(Macherey-Nagel) nach Herstellerprotokoll isoliert und in den E. coli-Stamm BL21 (DE3)
wie oben beschrieben transformiert. Es erfolgte eine erneute Ubernachtkultur (s. oben).
Zum Anlegen von Glycerolstocks wurden 500 pl der Ubernachtkultur mit 500 ul 60 % Gly-
cerol gemischt und bei -80°C gelagert. Diese konnten dann fiir erneute Synthesen fiir die
Herstellung der Ubernachtkulturen verwendet werden. Zur Uberpriifung der korrekten und
mutationsfreien Gensequenz wurde der Vektor wie oben beschrieben isoliert und durch die
Firma SeqLab GmbH sequenziert. Aus der Vorkultur wurden 2 Liter Kultur (31g/1 2YT-
Medium, 2 mM MgSOy, 50 mM GMB (37,4mM NasHPO4 + 12,6 mM NaHsPO,4) und
100 pg/ml Ampicillin) hergestellt. Auflerdem wurde fiir das sogenannte Autoinduktions-
medium ein Verhéltnis von 0,2 % Laktose, 0,05 % Glukose und 0,6 % Glycerol hinzugefiigt.
Die Kultur wurde mit einer ODgoo von 0,05 mithilfe der Ubernachtkultur vorbereitet und
fiir ca. 24 h unter denselben Bedingungen wie fiir die Ubernachtkultur inkubiert.

Die Kultur wurde 20 min bei 5.000 x zentrifugiert (Avanti J-26XP Zentrifuge, Beck-
man Coulter und einen JLA 10500 Rotor, Beckman Coulter). Das Bakterienzellsediment
wurde in einer 0,9 %igen NaCl-Losung aufgenommen und mit einer Tablette (pro 20 ml Lo-
sung) EDTA-freier Proteaseinhibitor-Cocktail (cOmplete) in einem 50 ml-Reaktionsgefaf3
bei 95°C thermolytisch fiir 15 min aufgeschlossen. Die Losung wurde zwischenzeitlich mit
einem Schiittelgerit (Vortexmischer, VWR) durchmischt. Anschlieflend wurde die Lésung
auf Eis gekiihlt und bei 8.000 x g und 4°C fiir 20 min zentrifugiert (5702 R, Eppendorf). Der
Uberstand mit den enthaltenen Zielproteinen wurde in ein frisches 50 ml-Reaktionsgefif3
iiberfithrt und die DNA mit 10 mg/ml Streptomycinsulfat bei 4°C fiir 20 min auf einen
Rollenmischer (RM 5, CAT) geféllt. Es erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt bei
8.000 x g und 4°C fiir 20 min. Der Uberstand wurde mit einem 0,22 pm-Spritzenfilter (RO-
TILABO PVDF) in ein frisches Reaktionsgefafl iberfithrt und die Proteine mit einer ge-
sattigten Ammoniumsulfatlosung gefillt (weiBer Niederschlag). Nach einem weiteren Zen-

trifugationsschritt wurde das weile Proteinsediment entweder bei -20°C gelagert oder fiir
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die weiterfiihrenden Reinigungsschritte in 25 mM Tris-Puffer bei pH 8 iiber Nacht bei 4°C
in einem 10 MWCO Schlauch dialysiert.

Eine Anionenaustauschchromatographie wurde mit einer HiTrap Q HP 5ml S&ule in
25mM Tris pH 8 und einem Salzgradienten mit 800 mM NaCl durchgefiihrt. Die Stei-
gung des Gradienten betrug 2 % /min und die Flussgeschwindigkeit betrug 2 ml/min. Das
Protein wurde in ein 15 ml-Reaktionsgefafl erneut mit Ammoniumsulfat geféllt. Fiir die
anschlieBende GroBenausschlusschromatographie wurde WT-o-Syn in 25 mM Tris pH 8
aufgenommen. Fiir die Y136C-a-Syn-Mutante wurde aufgrund der oxidierenden Cystei-
ne das Protein in 150 mM Tris pH 7,2 + 5mM TCEP (Reduktionsmittel) eine Stunde
inkubiert, bevor es mit einer Gelfiltrationssidule (Superdex 200 Increase 10/300 GL, GE
Healthcare) im selben Puffer gereinigt wurde. WT-o-Syn wurde in 50 mM Tris pH 8 eluiert
und bei -80°C gelagert. Die Y136C-a-Syn-Mutante wurde entweder schockgefroren und bei

-20°C kurzzeitig gelagert oder unmittelbar fiir die Fluorochrom-Markierung vorbereitet.

2.7 Fluorochrom-Konjugation der Y136C-o.-Syn-Mutante

Die Konzentration der Y136C-a-Syn-Mutante wurde photometrisch (UV /Vis Spektralpho-
tometer V-650, Jasco) mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von 4.110 M™! cm™ bei
A=275 nm bestimmt. Um das TCEP fiir den Konjugationsansatz zu reduzieren, wur-
de die Y136C-a-Syn-Losung mit einem 10kDa-CutOff Zentrifugalfilter bei 3.200 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 200 mM HEPES-Puffer auf das urspriingli-
che Volumen aufgefiillt. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein 1,5 ml Reaktionsgefil
iiberfithrt und mit einem 5,4-fachen molaren Uberschuss Hilyte-Fluor-647-Co Maleimid
oder Hilyte-Fluor-488-Cy Maleimid fiir eine Stunde abgedunkelt bei RT inkubiert. Um den
iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, wurde der Ansatz mittels Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) in einer semipraparativen Séule (Zorbax 9.4x250mm) getrennt.
Als Elutionslosung wurden 22 % Acetonitril (AcN) mit 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA)
verwendet. Die AcN-Konzentration stieg iiber einen Gradienten im Elutionsprotokoll an,
wahrend die TFA-Konzentration konstant blieb: 28 min 22-40% AcN (Elution), 2min
40-50% AcN und 5min 80 % AcN (Waschschritt). Die Elution wurde anschlieBend mit
fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit einer Vakuumzentrifuge (RVC 2-18, Martin
Christ) gefriergetrocknet.

2.8 Herstellungsprotokoll der Seeds

Die AB-Seeds wurden in einer 96er Multititerplatte (Half Area, non-binding surface, Cor-
ning 3881) in PBS mit 0,07 % Natriumazid hergestellt. 100 nl einer Konzentration von 5
oder 10 ntM Protein wurde dazu in eine Plattenvertiefung der Platte gegeben und mit einer
Folie (Seal Plate film, Sigma-Aldrich) versiegelt und bei 37°C iiber Nacht (Heizschrank,
Memmert GmbH + Co. KG) inkubiert. Vor dem Gebrauch wurden die Seeds 10 min im
Ultraschallbad (Sonorex RK100H, Bandelin) sonifiziert.
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a-Syn-Seeds wurden in einer Konzentration von 100 pM in PBS mit 0,7 % Natriumazid
in einem 1,5 ml Reaktionsgefafl unter kontinuierlichen Schiittelbedingungen (600 rpm im

Thermomixer comfort, Eppendorf) bei 37°C hergestellt.

Fiir die systematischen Optimierungsschritte des Amplifikationsvorgangs von o-Syn und
AB (ab Kapitel 3.3.2) wurden Stocks der Seeds angefertigt. 10 pM AP wurden in 20 mM
Phosphatpuffer pH 7,4 mit 0,03 % Proclin und 25 mM NaCl bei Raumtemperatur in ei-
ner 384er Multititerplatte (Microplate 384 /V-PP, Eppendorf) fiir einen Tag inkubiert. Das
Ziel war, eine moglichst hohe Diversitat an Seeds zu generieren, da bisher nicht geklért ist,
in welcher Form natiirliche Seeds erscheinen. Insbesondere Oligomere zeigen eine starke
Heterogenitdt und konnen die unterschiedlichsten Strukturen aufweisen und weisen da-
durch moglicherweise unterschiedliche Eigenschaften auf. Die AB-Losungen wurden daher
in unterschiedlichen Volumina in die Vertiefungen pipettiert (16 x 30pl, 16 x 50l und
16 x 100 pl). Die Seeds wurden anschliefend vereint und mit einer Ultraschallsonde (Mi-
krosonde MS72, Bandelin) 3 x fiir 1 Sekunde sonifiziert. Es wurden Aliquotgréfien von
20 pl bei 4°C gelagert.

Die Diversitit bei den o-Syn-Seeds wurde durch die Verwendung von Glasperlen von
unterschiedlicher Grofle (0,75-1mm und 2,85- 3,45 mm Glasperlen, ROTH) erzielt. Eine
96er Multititerplatte (Half Area, non-binding surface, Corning 3881) wurde pro Vertiefung
mit 50 pl einer 100 pM a-Syn-Konzentration in PBS mit 0,03 % Proclin befiillt. Jeweils ein
Drittel der Ansdtze wurde mit einer kleinen oder grofien Glasperle oder ohne Glasperle
bei 37°C und 600 rpm Schiittelbedingungen im Plattenlesegerét fiir 7 Tage inkubiert. Die
Ansétze wurden vereint und mit einer Ultraschallsonde (Mikrosonde MS72, Bandelin) 3 x
flir 1 Sekunde sonifiziert. AnschlieBend wurden die Seeds auf 10pM verdiinnt und mit
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Seeds wurden in einer Aliquotgréfie von 20 nl bei

-80°C gelagert.

2.9 Proteinfdllung mit PTA

Die Natrium-Phosphorwolframat (PTA)-Fallung wird fiir die Reinigung von krankhaften
PrPS¢-Prionen aus Hirngewebe verwendet [53]. Der Mechanismus fiir die Proteinfillung
konnte bisher noch nicht entschliisselt werden, aber es wird eine Interaktion von negativ-
geladenen Wolframationen mit der positiven Oberfliche von Phospholipiden vermutet [54],
wodurch die Zielproteine von Lipiden getrennt werden kénnen [53].

In dieser Arbeit wurde nach dem Protokoll von Henke mit geringfiigigen Abweichungen
gearbeitet [1]. Das verwendete Protokoll ist in der unten stehenden Abbildung dargestellt
(s. Abb. (8).

Es wurden 60l 20 %iges Gehirnhomogenat der Mauslinie TgM83t/- (zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. Erdem Giiltekin Tamgtiney) mit 240 pl PBS zu einer Gesamtkonzen-

tration von 5% verdiinnt und 5 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert. 50 pl wurden jeweils
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1:1 mit Sarkosyl und PTA gemischt, sodass eine Endkonzentration von 2 % Sarkosyl und
2% PTA in PBS erreicht wurde. Die Losung wurde fiir eine Stunde bei 37°C und 650 rpm
auf einem Thermomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf) geschiittelt. Danach erfolgte
erneut ein Zentrifugationsschritt fiir 30 Minuten bei 14.000 x g bei RT. Zum Zellsediment
wurden erneut 100 pl 2% PTA und 2 % Sarkosyl in PBS gegeben und weitere 30 Minuten
geschiittelt. Das Zellsediment wurde in 250 ul 0,2 % Sarkosyl in PBS verdiinnt und mit
einer Ultraschallsonde (Mikrosonde MS72, Bandelin) fiir 3 x 0,1 Sekunden mit 1 Sekunde
Pause und 10 % Amplitude sonifiziert. Die Hirnhomogenatkonzentration betrug rechne-
risch 1%.

Hirnhomogenat (2,5 % wi/v)

+ 2% PTA in PBS, 2 % Sarkosyl, 1 Std.,
37°C und 650 rpm Schitteln

l Zentrifugation: 30 min, RT, 14.000 x g

. /\ . +2 % PTAin PBS, 2 % Sark [, 1 Std.,
Uberstand Zellsediment 37oc°und 6?0 rpm SchOUttglrnosy

Zentrifugation: 30 min, RT, 14.000 x g

Zellsediment + 0,2 % Sarkosyl in PBS,
1 Std., 37°C und 650 rpm Schitteln

. Zentrifugation: 30 min, RT, 14.000 x
Uberstand l : 9

Uberstand  Zellsediment
Das Zellsediment wurde in 5x Volumen gel6st
(0,2 % Sarkosyl in PBS), um eine Konzentration
von 1 % Hirnhomogenat zu erreichen. Anschliefiend
wurde die Lésung mit der Ultraschallsonde sonifiziert

o /)
Abb. 8: PTA-Protokoll modifiziert nach Henke [1].

2.10 Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) wurde fiir die Visualisierung der Seed-Struktur verwen-
det. Dafiir wurden die Seeds im Puffer auf einem Mica (AFM Mica Disk, Plano) — gehort
zu der Gruppe der Schichtsilikate — gebunden. Ein Volumen von 10 pl AB- oder a-Syn-Seeds
wurden auf die Mica Disk aufgetragen und fiir 30 Minuten in einer Kunststoffschale inku-
biert. Bei AB-Proben wurde der Deckel verschlossen und ein feuchtes Tuch in die Schale
gegeben, um eine Trocknung der Probe und damit Trocknungsartefakte zu verhindern. Bei
o-Syn war eine Trocknung der Probe anders als fiir A erforderlich. Die Proben wurden

anschlieend 3 x mit 100 nl HoO gewaschen. Das tiberschiissige HoO wurde mit einem Tuch
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aufgefangen. Nachdem die Probe mit gasféormigem Stickstoff getrocknet wurde, konnte sie
mit dem Rasterkraftmikroskop (JPK NanoWizard III, Bruker) vermessen werden. Dafiir
wurde ein OMCL-AC160TS-Cantilever im intermittierenden Kontaktmodus (AC mode)

verwendet.

2.11 Dot-Blot

Bei der Dot-Blot-Methode wird ein Protein an eine Membran gebunden und tiber Anti-
korper spezifisch nachgewiesen, d&hnlich wie bei einem klassischen Western-Blot.

In dieser Arbeit wurden 1,5 pl einer Probe auf eine Nitrocellulose-Membran aufgetragen
und fiir 30 Minuten getrocknet. Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls bei Raumtempe-
ratur. Die Membran wurde anschliefend fiir 30 Minuten in einer 5 %-igen Milchpulverls-
sung in TBST auf einem Schiittler (Tischschiittler, Behr) blockiert. Die Membran wurde
fiir 3 x 10 Minuten mit TBST gewaschen und die Antikérper Nab228 und 6E10 (Wirt:
Maus) in einer Konzentration von 0,5 ng/ml in 5 %-iger Milchpulverlosung/TBST fiir eine
Stunde inkubiert. Es erfolgte ein erneuter Waschschritt fiir 3 x 10 Minuten mit TBST.
Ein Goat anti-Mouse-IgG-HRP, der gegen die anti-AB-Antikorper gerichtet ist, wurde fiir
eine Stunde in einer Verdiinnung von 1:5.000 in 5 %-iger Milchpulverlésung/TBST in-
kubiert. Es erfolgte ein letzter Waschschritt fir 3 x 10 Minuten mit TBST. Der Goat
anti-Mouse-IgG-HRP ist mit einer Meerrettichperoxidase konjugiert, die die chemische
Substanz Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid katalysiert, wodurch Energie in
Form von Licht emittiert wird (= Chemilumineszenz). Mit den entsprechenden Reagenzien
(Super Signal First Pico, Thermo) wurde das Signal nach 5 Minuten Inkubation in einer

Geldokumentation (Chemi-Doc, Biorad) detektiert.

2.12 Oberflachenplasmonenresonanz

Die Oberflachenplasmonenresonanz (SPR) ist ein sehr genaues spektroskopisches Verfah-
ren um Bindungseigenschaften von Proteinen und Liganden zu untersuchen. In dieser
Arbeit wurde die SPR-Methode zur Ermittlung der Bindungsstéirke der Fangerantikérper
und ein Blockierungspeptid genutzt. Die Experimente wurden an einem Biacore T200 in-
strument (GE Healthcare) bei 25°Cin PBS durchgefiihrt. Zunichst wurde CM5 Sensorchip
(GE Healthcare), die eine Dextranmatrix enthélt, mit 200 mM EDC und 50 mM NHS fiir
400 Sekunden aktiviert. Die Blockierungspeptide wurden in 10 mM Natriumacetat bei
pH 5 bis ca. 100RU (relative Einheit) immobilisiert. AnschlieBend wurde der Sensor mit
1M Ethanolamin bei pH 8,5 deaktiviert. Anschlielend wurden die Fangerantikorper zy-
klenweise mit steigender Konzentration (0,01 nM-300nM) unter kontinuierlichem Fluss
inkubiert. Es erfolgte eine 5-miniitige Assoziationsphase + 15 min Dissoziationsphase. Die
FlieBgeschwindigkeit betrug 30 pl/min. Die Sensorgramme wurden mit der Biacore T200

Evaluation Software v3.2 analysiert unter Anwendung des bivalent analyte fit.
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Software

o sFIDAta

e Origin 2019

e ZEN 3.0 blue edition

. ITEX

e Inkscape

o Python-Script (mit Unterstiitzung von Marie Schiitzmann)

e Citavi 6



3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen Assay zu entwickeln, in dem AB-Oligomere zunéchst
amplifiziert werden und dann nach dem sFIDA-Prinzip detektiert und quantifiziert werden.
Dadurch sollen die geringen Mengen an Oligomeren in Korperfliissigkeiten wie Blut oder
CSF sensitiver analysiert werden, um eine verléssliche Unterscheidung von Alzheimer-
Patienten und Kontrollen zu gewéhrleisten.

Da das AB-Peptid zur Selbstaggregation neigt, im Folgenden auch als ,spontane Aggre-
gation* bezeichnet, sollten Bedingungen optimiert werden, in der die spontane Aggregation
des eingesetzten Substrats moglichst gering ist, wiahrend die kontrollierte Amplifikation
der Seeds moglichst stark ist.

Um das Prinzip der Amplifikation auf der Glasoberfliche nachzuweisen und um die
Amplifikationsbedingungen zu optimieren, wurden in den folgenden Experimenten aus-

schlielich synthetisch hergestellte AB-Seeds verwendet.

3.1 Amplifikation von AB-Seeds auf der Glasoberflache

Um zu tberpriifen, ob synthetisch hergestellte Seeds amplifiziert werden kénnen, wur-
de eine hohe Konzentration Fluorochrom-konjugierter Seeds an einen Fangerantikorper
gebunden und anschlieSend mit monomerem Af-Substrat inkubiert.

Der Reaktionsansatz wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Da die Amplifi-
kation mit HiLyte647-konjugiertem Substrat (=, rot-markiert®) erfolgte, ist eine Zunahme
des Signals im roten Fluoreszenzkanal zu erwarten. Anhand des integrierten Histogramms
(Abb. 9A) wurden nach einer Stunde Pixel mit einem maximalen Intensitétswert von ca.
6.400 (Graustufenwert) detektiert — die mikroskopischen Bildaufnahmen besitzen eine 16
Bit-Tiefe, wodurch jeder Pixel einen von insgesamt 65.536 Graustufenwerten einnehmen
kann. Die Angaben der Pixelanzahl beziehen sich immer auf die durchschnittliche Pixelan-
zahl pro aufgenommenes Bild. Nach 5,5 Stunden erreichten einzelne Pixel einen Wert von
12.700 und nach 57 Stunden einen Wert von 49.900. Das Signal nahm wie erwartet iiber die
Zeit zu. Die Quantifizierung der Pixel bei einem bestimmten Intensitdtswert kann durch
die Anwendung eines CutOffs erfolgen. Dieser berechnet in der Regel einen Schwellenwert
anhand einer Kontrolle, sodass die verbliebenen Pixel folglich iiber dem Hintergrundrau-

schen gezahlt werden konnen.
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Abb. 9: Amplifikation von synthetischen AB42-Seeds iiber die Zeit im sFIDA

1pM 10% griin-markierte Seeds wurden an den Féangerantikorper gebunden und mit
100 nM 10 % rot-markiertem Substrat in TBS Puffer bei RT inkubiert. Die Glasober-
fliche wurde nach dem PEG Protokoll prépariert. (A) Integriertes Histogramm tiber die
Zunahme des Signals des roten Fluoreszenzkanals mit der Zeit. Die Y-Achse gibt die An-
zahl der Pixel bei ihrem jeweiligen Intensitatswert (X-Achse) wieder. (B) Balkendiagramm
der Pixelanzahl bei einem gesetzten CutOff von 3.000 im roten Fluoreszenzkanal nach 1,
5,5 und 57h. (C) Ko-lokalisierte Beispielbilder der griin-markierten Seeds und des rot-
markierten Substrats. Die ko-lokalisierten Pixel sind in Gelb dargestellt.

In diesem Experiment wurde der CutOff allerdings bei einem Intensitédtswert von 3.000
festgelegt. Nach einer Stunde Substratinkubation lagen 50 Pixel iiber dem CutOff und 725
bzw. 1.384 Pixel lagen nach 5,5 bzw. 57 Stunden iiber dem CutOff. Die Pixelanzahl stieg
somit um den Faktor 14,5 oder 27,7 nach 5,5 und 57 Stunden entsprechend (Abb. 9B). Die
Seeds und das Substrat wurden jeweils mit unterschiedlichen Fluorochromen konjugiert
und die Ko-Lokalisation der Signale als Amplifikation interpretiert. Signale, die in nur
einem Fluoreszenzkanal erschienen, kénnen entweder auf nicht-amplifizierte Seeds oder
spontan entstandene Aggregate hindeuten.

Reprasentative Bilder aus diesem Experiment zeigten eine Zunahme des ko-lokalisierten
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Signals, welches in Gelb dargestellt ist (Abb. 9C). Nach einer Stunde Amplifikation waren
ausschlieflich die mit dem Fluorochrom HiLyte488 konjugierten Seeds (=,, griin-markiert*)
zu erkennen und nach 5,5h konvertierte das griine Signal der Seeds zu ko-lokalisiertem
amplifiziertem Signal mit zusdtzlichen roten Ré&ndern der Seeds, die vermutlich die ver-
groferte Oberfliche der Seeds darstellen. Nach 57 Stunden ist eine weitere Zunahme des

rot-markierten Substrats an den Seeds zu verzeichnen.

o In diesem Experiment konnte die Amplifikation synthetisch hergestellter AB-Seeds

bei hoher Konzentration auf der Glasoberfliche nachgewiesen werden.

3.2 Spontane Aggregation des Substrats und erhohter Hintergrund durch das

Fluorochrom-markierte Substrat

Amyloide Peptide und Proteine neigen definitionsgeméfl zur Aggregation. Insbesondere das
ABy4o-Peptid zeigt eine starke Tendenz zur Selbstaggregation [55], das auch in den folgenden
sFIDA-Assays beobachtet wurde. Nachdem im vorherigen Experiment prinzipiell gezeigt
wurde, dass die synthetisch hergestellten Seeds auf der Glasoberfliche amplifiziert werden
kénnen, wurde im néchsten Schritt die verwendete Seedkonzentration reduziert, um in
den Bereich der physiologischen Oligomer-Konzentration zu gelangen, der vermutlich weit
unterhalb einer pikomolaren Konzentration liegt. Die Verwendung einer Seedkonzentra-
tion bis in den femtomolaren Konzentrationsbereich erforderte zusatzlich die Anpassung
der Belichtungsparameter, da die Reduktion der Seedkonzentration um den Faktor 10°
von M zu fM erwartungsgeméafl mit einer starken Signalreduktion einhergeht. So wurde
beispielsweise die Belichtungszeit von 35 ms aus dem vorherigen Experiment auf 500 ms
verldngert. Mit einer stirkeren Belichtungszeit ist auch eine Zunahme des Signals zu erwar-
ten. Dadurch wurde in diesem Experiment erhohtes Hintergrundrauschen in den Proben

mit Substratzugabe beobachtet.

Im folgenden sFIDA-Experiment wurden die Auswirkung auf das Signal durch die sponta-
ne Aggregation des Substrats, sowie die Auswirkung auf das Hintergrundrauschen durch
die Verwendung von Fluorochrom-konjugiertem Substrat, getestet. Die kritische Selbst-
Aggregationskonzentration gibt die bendtigte Mindestkonzentration fiir die spontane Bil-
dung von Aggregaten an und liegt fiir AB42 bei ca. 60-120 nM in PBS Puffer [56]. Durch
die Verwendung von 100nM Substrat im sFIDA-Experiment ist demzufolge die Entste-
hung von Aggregaten nicht auszuschlieBen. Das Substrat wurde fiir ca. 20 Stunden auf
der mit Antikoérper-beschichteten Glasoberfliche inkubiert und mégliche spontan entstan-
dene Aggregate anschlieBend mit einem Detektionsantikorper nachgewiesen. Um Hinter-
grundrauschen aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen des Detektionsantikérpers mit
der Glasoberfliche auszuschlieffen, wurde eine Kontrolle ohne Substrat, aber mit einem

Detektionsantikorper, mitgefiihrt. Auflerdem wurde eine Probe mit 10 % rot-markiertem



31 3 Ergebnisse

Substrat verwendet, um das Hintergrundrauschen aufgrund einer potenziellen Bindung
des Fluorochrom-konjugierten Substrats an den Féangerantikérper zu analysieren. Das de-
taillierte Protokoll ist in Tabelle 6.2 zu finden.

A) CutOff ‘ B)
5| i\ | |— kein Substrat 5 |
10 : — + 100 nM Substrat 10
: — + 100 nM markiertes Substrat|
1044 ‘ 10% 4
: =
N 10° \ \ N 10% 4
o ! o
[0) | \ [0) T
x | x
@ 1024 i N T o 107
: ~_
10' \ 10"
10° ‘ T T 10° T

0 10 20 30 40 50 60 -
Pixelintensitat x 1000

+ 100 nM markiertes

Q) kein Substrat + 100 nM Substrat Substrat

Abb. 10: Spontane Aggregation des Substrats und erhéhtes Hintergrundrauschen durch
die Verwendung von markiertem Substrat

(A) Integriertes Histogramm der Pixelanzahl (Y-Achse) zu den jeweiligen Intensitatswer-
ten (X-Achse) einer Kontrolle ohne Substrat (gelb), einer Probe mit 100 nM Substrat
(magenta) und einer Probe mit 10 % rot-markiertem Substrat (rot). CutOff bei 0,1 % der
hellsten Pixel in der Kontrolle ohne Substrat (=5.062). Graue Balken markieren die Inten-
sitdtsbereiche, in denen die meisten Pixel des Hintergrunds liegen. (B) Balkendiagramm
bei CutOff 0,1 %. (C) Beispielbilder des roten Fluoreszenzkanals der entsprechenden Pro-
ben. Schwarze Pfeile weisen auf Partikel hin. In den Probenansétzen ohne markiertes
Substrat wurde ein CF633-konjugierter Nab228-Detektionsantikérper verwendet.

Die Kontrolle ohne Substrat wies erwartungsgeméafl das schwéchste Signal auf. Die mei-
sten Pixel befanden sich in einem Intensitédtsbereich des Graustufenwerts 3.000- 5.000, wie

durch die stark abfallende Kurve im Histogramm zu erkennen ist (10A). Bei einem CutOff
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von 0,1 % der hellsten Pixel dieser Probe werden ca. 250 Pixel gezdahlt (10B). In dieser
Probe sind keine partikelartigen Strukturen zu erkennen (10C). Die Zugabe von 100 nM
Substrat verursachte im Bereich der niedrigeren Pixelintensitdten von 3.000-5.000 im Ver-
gleich zur Kontrolle kein stirkeres Hintergrundrauschen. Das Histogramm ist in diesem
Bereich nicht von der Kontrolle zu unterscheiden (s. grau-gekennzeichneter Bereich in Ab-
bildung 10A). Erst ab einem Intensitdtswert von ca. 5.000 erscheinen hellere Pixel. Die
Intensitdatskurve im Histogramm setzt sich hier deutlich ab und verlauft iiber der Kon-
trolle (10A). Bei einem CutOff von 0,1 % steigt die Pixelanzahl auf 791 um den Faktor
3,2 (10B). Auf den Bildern sind einzelne Partikel zu erkennen (10C), die als spontan ent-
standene Aggregate gedeutet wurden und durch die schwarzen Pfeile angezeigt werden.
Das erhohte Hintergrundrauschen wurde demnach vermutlich durch spontan entstandene
Aggregate erzeugt.

Das stéarkste Signal erzeugte das rot-markierte Substrat, das zum einen ebenfalls spon-
tane Aggregation zeigte und zum anderen die Gesamthelligkeit des Bildes verdnderte.
Letzteres ist insbesondere in dem integrierten Histogramm zu erkennen, das sich deutlich
von den anderen unterscheidet. Das Histogramm verlduft hinsichtlich der Pixelintensitat
iiber den Histogrammen der Kontrolle ohne Substrat und der Probe mit nicht-markiertem
Substrat, da die meisten Pixel in einem Intensitédtsbereich von 6.000-11.000 liegen (10A).
Das stirkere Hintergrundrauschen wird auch durch ein gleichméfig helleres Bild im Ver-
gleich zu den Bildern der anderen Proben deutlich (10C). Dieser Effekt ist vermutlich auf
die Bindung des Fluorochrom-markierten Substrats an den Fangeranikérper zuriickzufiih-
ren. Im Balkendiagramm ist eine Séttigung der Pixelanzahl zu sehen, da alle Pixel {iber
dem 0,1 % Cutoff liegen (10B). Das Fluorochrom-markierte Substrat erzeugt einerseits er-
hohtes Hintergrundrauschen durch die Bindung an den Fangerantikorper und andererseits

durch die zusétzliche spontane Bildung von Aggregaten.

e In diesem Experiment wurde erhohtes Hintergrundrauschen beobachtet, das
durch die spontane Selbstaggregation des Substrats und durch die Bindung von

Fluorochrom-markiertem Substrat an den Fangerantikorper verursacht wurde.

3.2.1 Minimierung von falsch-positiven Signalen durch die Einfiihrung eines

Blockierungspeptids

Da spontan entstandene Aggregate und Fluorochrom-markierte Substrate an die freien
Féngerantikorper binden kénnen und dadurch stérendes Hintergrundrauschen und falsch-
positive Signale verursachen, sollte im Weiteren eine Strategie entwickelt werden, die die
unbesetzten Antikorper sterisch blockiert.

Dazu wurden N-terminale A(-Fragmente verwendet, die die hier verwendeten Fénge-
rantikorper spezifisch binden kénnen und dadurch freie Stellen, die nicht von den Ziel-

proteinen besetzt wurden, binden und blockieren kénnen. Das Konzept ist in Abbildung
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11 zu sehen: die Probe wird an einen Féangerantikérper gebunden und anschliefend wer-
den die unbesetzten Stellen mit dem Blockierungspeptid (BP) besetzt. Das Substrat wird
dann hinzugefiigt, sodass potenziell entstandene Aggregate oder das Substrat in monome-
rer Form nicht an den Fangerantikorper binden kénnen. Demzufolge sollte ausschlieflich
richtig-positives Signal gewéhrleistet sein.

Als moglicherweise geeignetes Blockierungspeptid wurde das N-terminale AB-Fragment
der ersten 14 Aminosduren, im Folgenden als A314 bezeichnet, ausgewéhlt und untersucht.
AB14 enthilt das Epitop fiir die hier verwendeten Féngerantikérper 6E10 und Nab228,
die das Epitop von AB im Bereich der Aminoséuren von 3-8 beziehungsweise von 1-11
binden. Das ABi4-Peptid beinhaltet einen {iberwiegenden Anteil polarer und geladener
Aminosduren, die dem Peptid eine hohe Loslichkeit verleihen, wodurch Aggregation nicht

zu erwarten ist.

( ) \
falsch-positives Blockierung der richtig-positives
Signal freien AntikGrper Signal

Probeninkubation Amplifikation

Y N e
— v ¥ ?Ya?'

Fangerantikorper

/V \ 4

Fluorochrom-konjugiertes Substrat
spontan entstandenes Aggregat
Blockierungspeptid

Seed

% amplifizierter Seed

90

Abb. 11: Strategie zur Verhinderung falsch-positiver Signale

Falsch-positives Signal wird durch die Bindung spontan entstandener Aggregate oder
Fluorochrom-konjugiertes Substrat an den Fangerantikérper erzeugt. Das Blockierungs-
peptid wird in einem zusétzlichen Schritt nach der Probeninkubation in den Assay ein-
gefithrt und blockiert die freien Fangerantikorper. Das Substrat wird anschliefend hin-
zugegeben und amplifiziert die Seeds. Die Bindung des Substrats oder neu entstandener
Aggregate wird durch das Blockierungspeptid verhindert. Ausschlieflich richtig-positives
Signal der amplifizierten Seeds kann detektiert werden.

Aggregationsverlauf der spontanen AB,;-Aggregation und der Amplifikation in

Anwesenheit von AB11.42

Bei der Auswahl eines Blockierungspeptids soll insbesondere die AB4o-Aggregation bezie-

hungsweise die kontrollierte Amplifikation nicht beeintrdchtigt werden. Der Einfluss des
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AB14-Peptids auf die AB4o-Aggregation wurde in einem Aggregationsassay mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin T (ThT) untersucht, der spezifisch B-Faltblattstrukturen
bindet und dadurch die Anregungs- und Emmissionswellenlédnge des Fluoreszenzfarbstoffs
verdndert werden [57, 52]. Dies ermoglicht praktisch die Aufzeichnung des Aggregations-
verlaufs in Echtzeit.

Im folgenden Experiment wurde die spontane Af42-Aggregation unter dem Einfluss von
einem bis zu 75-fachen Uberschuss an AfB14 gegeniiber dem AP4o-Substrat untersucht. Der
Einfluss des AB14-Peptids auf die Amplifikation wurde zusétzlich durch die Zugabe von
AB4a-Seeds getestet (s. Abb. 12A+B).

Im Falle einer inhibierenden Wirkung des AB14 auf die AB42-Selbstaggregation oder -Am-
plifikation wére eine abflachende Steigung im linearen Aggregationsbereich mit steigender
A4 -Konzentration zu erwarten. Im Falle einer aggregationsférdernden Wirkung wére
eine steigende lineare Aggregationsphase zu erwarten.

Die Steigungen aller Aggregationsverldufe wurden in dem Zeitfenster von 4,5-5,5 Stun-
den bestimmt und sind in den Tabellen in Abbildung 12C+D angegeben. Bei der spontanen
Aggregation lagen die Steigungen im Bereich von 1.336-1.554. Der Mittelwert aller Stei-
gungen bei insgesamt drei unterschiedlichen Af;4-Konzentrationen (0, 7,5 und 75 nM)
betrug 1.448 4 66. Die geringe Streuung der Werte unterstreicht die Ahnlichkeit der Ag-
gregationsverldufe unabhéngig von der Zugabe des AfB4-Peptids und weist darauf hin,
dass ABi14 keine Auswirkungen auf die spontane AfB42-Aggregation hatte.

Die Steigungen der amplifizierten Proben (12D) waren im Durchschnitt mit einem Wert
von 854 + 52 {iberraschenderweise geringer als die Steigungen der spontanen Aggregation
und wiirden auf einen langsameren Aggregationsprozess hinweisen.

Fiir die Berechnung des detektierbaren Start der Aggregation (engl. lag phase, im Fol-
genden auch als lag-Phase bezeichnet) wurde der lineare Aggregationsbereich bestimmt,
der in diesem Fall zwischen 4,5 und 5,5 Stunden lag. Zusétzlich wurde eine Regressions-
gerade gezogen. Anschliefend wurde der X-Achsenschnittpunkt bei Y =0 als lag-Phase
definiert. Die lag-Phase der Amplifikation hingegen setzte mit einem durchschnittlichen
Wert von 3,4h+0,1 um 0,6 h (=36 min) eher ein als die lag-Phase der spontanen Aggre-
gation (12E+F), wodurch anders als durch den Wert der Steigung und wie zu erwarten
ein schnellerer Aggregationsprozess angedeutet wurde.

Da die lag-Phase der Amplifikation mit steigender Af;4-Konzentration weder verzo-
gert, noch verkiirzt wurde, wurde eine inhibierende oder aggregationsférdernde Wirkung

des Blockierungspeptids ausgeschlossen.
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Abb. 12: Der Einfluss von Af14 auf die spontane A42-Aggregation und Amplifikation

Einfluss verschiedener Afq4-Konzentrationen, 0 pM (braun), 7,5 (griin) oder 75 uM (blau),
(A) auf die spontane Aggregation von 1pM AR oder (B) auf die Amplifikation von
100 nM Seeds in PBS Puffer bei RT. n =2. Grau-markierte Bereiche zeigen den zeitlichen
Abschnitt der linearen Aggregationsphase, in der die Steigung berechnet wurde fiir (C) die
Reaktionsansitze ohne Seeds oder (D) mit Seeds. Lag-Phase der Reaktionsansétze (E)
ohne Seeds oder (F') mit Seeds. Horizontale graue Linien kennzeichnen den Mittelwert.

o Die AB4o-Aggregation wurde nicht durch das AB14-Peptid beeinflusst, da sowohl der
Verlauf der spontanen Aggregation als auch der Amplifikationsverlauf durch die AB;4
-Zugabe unbeeinflusst blieben. Weder die lag- Phase, noch die Steigung in der linearen
Phase der Aggregation unterschieden sich durch die Zugabe von verschiedenen Af314

-Konzentrationen voneinander.



36 3 Ergebnisse

Untersuchung der Blockierungseffektivitit der Fangerantikorper durch ABj4 und

einem weiteren N-terminal trunkiertem AB-Fragment im sFIDA

Das hier untersuchte Blockierungspeptid AP14 wurde anschliefend auf die Anwendbarkeit
und Blockierungseffektivitiat im sFIDA gepriift (Protokoll in Tabelle 6.3). Dazu wurden
im folgenden Experiment die an der Glasoberfliche gebundenen Antikérper durch das
Blockierungspeptid besetzt und anschlieBend wurden rot-markierte Oligomere als Simu-
lierung der spontan entstandenen Aggregate hinzugefiigt.

Bei erfolgreicher Blockierung durch das Af14-Peptid ist zu erwarten, dass die Bindung
der Aggregate verhindert ist. Es wurde auflerdem ein weiteres Peptid getestet: das um
eine Aminosaure lingere Af15-Peptid mit einem C-terminalen Cysteamin, das eine Thiol-
gruppe besitzt und dadurch potenziell zu Dimeren oxidieren kann. Beide Peptide wurden

jeweils in den Konzentrationen von 300 und 1.000 nM eingesetzt.
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Abb. 13: Der Effekt von ABq14 und AB;5-Cysteamin auf die Blockierung der freien Fén-
gerantikorper im sFIDA zur Verhinderung der Bindung spontan entstandener
Aggregate

Blockierung des Féngerantikorpers Nab228 durch Af14 oder Af;5 fiir 30 min vor Oligomer-
zugabe als Simulierung der spontanen Aggregation. Die Oligomere wurden fiir eine Stunde
inkubiert. Kontrolle ohne Blockierungspeptid (BP) in Gelb und Blockierungspeptide in
den Konzentrationen von 300 und 1.000nM ABi4 oder AB;s im Farbgradienten von pink
bis blau-violett. CutOff=0,01% der Kontrolle ohne Blockierungspeptid. Gezeigt ist die
Analyse des roten Fluoreszenzkanals.

Aus diesem Experiment gehen keine systematischen Reduktionen der Bindung hervor, wie
im Balkendiagramm in Abbildung 13 zu erkennen ist. Einzelne Signalreduktionen sind bei-

spielsweise bei einer Oligomerkonzentration von 0,1 pM zu erkennen, bei der die Zugabe
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der Blockierungspeptide in allen Bedingungen eine Reduktion des Signals im Vergleich zur
Kontrolle ohne Blockierungspeptid verursachte. Bei einer Oligomerkonzentration von 1 pM
lagen die Signale teilweise und anders als erwartet héher im Vergleich zur Kontrolle. Auch
bei den anderen Oligomerkonzentrationen ist keine Systematik zu erkennen, wodurch kein

eindeutiger Effekt der Blockierungspeptide in diesem Experiment erzielt werden konnte.

Kleine Peptide haben in der Regel einen gréfieren Diffusionskoeffzienten im Vergleich zu
groen Molekiilen wie zum Beispiel Aggregate und sind daher in ihrer Assoziation an
den Fangerantikorper kinetisch begiinstigt. Da die Féangerantikorper der Immunglobulin
G (IgG) Klasse angehoren, besitzen sie divalente Antigenbindestellen, die bei der Bindung
eines Aggregats mit polyvalenten Epitopen eine 103 - 107-fach stéirkere Bindung eingehen
konnen, als die Affinitdt der entsprechenden monovalenten Bindung [58]. Dies hétte zur
Folge, dass die Blockierungspeptide durch die stéarkere Bindung und folglich niedrigeren

Dissoziationsrate der Aggregate verdrangt wiirden.

e In diesem Experiment konnte der angestrebte Blockierungseffekt der freien Fange-
rantikorper durch ABq4 nicht erzielt werden, da die Oligomere aufgrund einer po-
lyvalenten Bindung vermutlich die Peptide mit monovalenter Bindung verdréingen

konnten.

Bestimmung der Affinitat von ABq4 zu den Fangerantikorpern 6E10 und Nab228

Da im vorherigen Experiment der verwendete Fangerantikérper Nab228 nicht erfolgreich
blockiert werden konnte, wurde die Affinitét des ABi4-Peptids zu den Féngerantikorpern
6E10 und Nab228 mittels SPR bestimmt und verglichen.

Dazu wurde das Blockierungspeptid Af314 auf einen Chip immobilisiert und zyklenweise
mit steigender Antikorperkonzentration unter kontinuierlichem Fluss beladen. In dieser
Phase wurde die Assoziation beobachtet. AnschlieBend wurde die Beladung unterbrochen
und eine Dissoziationsphase erfolgte. Die K4 gibt an, bei welcher Antikérperkonzentration

die Hélfte der immobilisierten Peptide gebunden sind.

Fiir den 6E10-Antikérper wurde eine Kq von 22nM ermittelt und fiir den Nab228-Anti-
korper lag der Wert bei 99 nM. Beide K 3-Werte befinden sich in derselben Gréfenordnung,
jedoch zeigt der 6E10-Antikorper eine stérkere Bindung zum Api4-Peptid. Anhand der
Sensorgramme wurde auferdem eine schwéichere Dissoziation im Vergleich zum Nab228
Antikérper beobachtet (Abb. 14).
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Abb. 14: Affinitat des AB14-Peptids zu den Féngerantikorpern

SPR Sensorgramme der AB14 (A) -6E10 oder (B) -Nab228 Interaktion. 5 min Assoziati-
onsphase 4 15 min Dissoziationsphase in PBS bei 25 °C. Fliegeschwindigkeit = 30 pl/min.
Steigende Antikorperkonzentration von 0,01 nM-300nM in einem Farbgradienten von
braun nach blau dargestellt. Kinetische Parameter berechnet durch Anwendung des bi-
valent analyte fit der Biacore T200 Evaluation Software v3.2.

o In diesem Experiment wurde eine affinere AB14-Antikérperbindung des 6E10 gegen-
tiber des Nab228 (Kgq: 22nM vs. 99 nM) gemessen.

Untersuchung der Blockierungseffektivitat der Fangerantikorper durch Prainkubation

oder permanenter Inkubation von AP14 oder ABys

Im Folgeexperiment wurden aufgrund der stérkeren AB14-6E10-Bindung die Blockierungs-
aktivitdt der Peptide fiir den 6E10-Antikorper mittels sFIDA getestet. Auflerdem wurde
iiberprift, ob ein starkerer Blockierungseffekt zu erkennen ist, wenn die Peptide dauerhaft
in der Losung verbleiben und somit permanent um die Bindestellen mit den Aggregaten
konkurrieren (s. Abbildung 15A). Dazu wurden die Blockierungspepide entweder fiir 30
Minuten préainkubiert und anschlieffend aus der Losung gewaschen oder sie verblieben in
der Losung fiir die permanente Inkubation (Protokoll: 6.4). Ein Blank, der lediglich Puffer

beinhaltete, wurde als Referenz mitgefiihrt.

Bei der Verwendung des 6E10-Fangerantikorpers ist ein Blockierungseffekt in den Histo-
grammen mit steigender Peptidkonzentration zu erkennen (Abb. 15B). Die Préinkubati-

on von A4 verursachte eine Verschiebung der Pixelintensitédtsverteilungen in Richtung
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Abb. 15: Der Effekt von AB14 und Af;5 auf die Fangerantikorper Nab228 und 6E10 bei Préinkubation oder permanenter Inkubation

(A) Schematische Ubersicht des Versuchsaufbaus. Oben: Darstellung der Priinkubation der Blockierungspeptide; unten: Darstellung der permanen-
ten Inkubation der Peptide. Zugabe von 100 nM 10 % rot-markierten Oligomeren. (B+C) Histogramme der Pixelintensitétsverteilung der einzelnen
Proben fiir den 6E10-Féngerantikorper oder Nab228. Jeweils oben links: Prainkubation von AB14, oben rechts: permanente Inkubation von ABq4
, unten links: Préinkubation von ABis und unten rechts: permanente Inkubation von Af;5. Der Blank beinhaltet lediglich Puffer, die Kontrolle
K1 beinhaltet 100nM rot-markierte Oligomere und die weiteren Proben zusétzlich 300nM oder 1.000 nM Blockierungspeptid (BP). Die Zahlen
kennzeichnen Beispielbilder, die in (F) jeweils dargestellt sind. Violetter Pfeil deutet die Signalreduktion mit steigender AB14-Konzentration an.
(D) Absolute Intensitétswerte der Peakmaxima der jeweiligen Proben und (E) relative Signalreduktion durch die Blockierungspeptide beziiglich
der Kontrolle K1 mit unblockierten Oligomeren. Die Kontrolle K2 enthélt Oligomere in Anwesenheit der Blockierungspeptide ohne vorzeitiger
Peptidinkubation und wurden gleichzeitig mit den Oligomeren hinzugegeben. Die Werte wurden Blank-korrigiert und in Relation gesetzt.
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Blank-Signal, das fiir gew6hnlich sehr niedrige Pixelintensitédten des Hintergrundrauschens
abbildet (Abbildung 15B oben links). Der Intensitétswert des Blank-Signals lag im Ma-
ximum des Histogramms bei 6.200 (15D). Der Intensitatswert des Peakmaximums von
100nM unblockierten Oligomeren (= Kontrolle K1) lag bei 43.200. Die Préinkubation
von 300nM oder 1.000 nM Af;4-Blockierungspeptid verursachte eine Signalreduktion der
Peakmaxima auf 38.700 bzw. 33.500. Dies entspricht einer relativen Signalreduktion, bei
der zuvor der Blank subtrahiert wurde, von 12% bzw. 26 % (15E). In den Bildern ist
vornehmlich die Reduktion der Gesamthelligkeit des Bildes zu erkennen (15F).

Verblieb das A4 permanent in der Losung, konnte eine Verschiebung des Peakmaxi-
mums auf einen Wert von 11.700 oder 11.000 bei 300 bzw. 1.000 nM AB14 erreicht werden
(15D). Das Signal reduzierte sich entsprechend um 29 % und 38 % (15E).

Die Verwendung des Blockierungspeptids AB15, das aufgrund einer Thiolgruppe am C-
Terminus Dimere ausbilden kann, zeigte stérkere Effekte sowohl bei der Prainkubation,
indem das Signal um etwa 87 %-85 % reduziert wurde, als auch bei einer permanenten
Inkubation von 300 nM bzw. 1.000nM AB5 mit einer Signalreduktion um 96 % in beiden
Fillen. Bei permanenter Peptidinkubation war sogar eine Uberlappung der Histogramme
mit dem Blank zu erkennen (15B). Die Peakmaxima befanden sich bei einem Intensitéts-
wert von 7.600 und 7.800 entsprechend, bei 300 nM oder 1.000 nM Peptidinkubation.

Bei der Verwendung des Nab228-Féangerantikorpers lag das Maximum des Histogramms
fiir K1 (unblockierte Oligomere) bei einem Intensitatswert von ca. 13.200 (15C + D). Die
Prainkubation von 1.000nM AB14 verschob das Maximum des Histogramms auf 12.500 in
Richtung Blank (15C oben links + D). Die Signalreduktion betrug hier ca. 11 % (15E). Bei
dauerhaftem Verbleib von Af14 wird das Histogramm gleichermafien in Richtung Blank-
Signal verschoben (15C oben rechts) und das Signal um etwa 29 % oder 38% bei den
eingesetzten Konzentrationen reduziert (15E). AB5 verursacht durch die vorherige Inku-
bation eine Signalreduktion von 45-35 % und bei dauerhaftem Verbleib 59 - 83 % bei einer
verwendeten Konzentration von 300 oder 1.000 nM.

Insgesamt ist auffallig, dass weniger Seeds an den Nab228-Antikoérper gebunden haben
als an den 6E10-Antikérper. Werden die Blank-Werte jeweils von K1 subtrahiert, erhélt
man Intensitdtswerte von 37.000 fiir den 6E10-Antikérper und 7.100 fiir den Nab228. Der
Intensitatswert des Peakmaximums der K1-Kontrolle liegt somit fiir den 6E10-Antikérper
um ein 5,2-faches hoher als bei dem Nab228-Antikérper.

e In diesem Experiment konnte der stiarkste Blockierungseffekt bei der Verwendung
des 6E10-Fangerantikorpers erreicht werden, sofern die Blockierungspeptide wéhrend
der kompletten Assayprozedur in Losung verblieben. Durch ABs konnte das Signal

gegeniiber unblockierten Fangerantikorper um 96 % reduziert werden.
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Amplifikation von ABj;-Seeds im sFIDA-Experiment in Anwesenheit von

Blockierungspeptiden

Abschlielend wurden beide Blockierungspeptide im sFIDA-Assay auf die Anwendbarkeit
fiir den Amplifikationsassay getestet. Als Fangerantikorper wurde der 610 gewéhlt. Die
Seeds wurden an den Fangerantikorper gebunden und anschlieend wurden die nicht be-
setzten Antikoérper mit 1 pM ABi4 oder AfB;5 blockiert. 100nM 10 % rot-markiertes Sub-
strat wurden fiir die Amplifikation hinzugegeben (s. Protokoll 6.5). Die Proben wurden
nach 6 und nach 21 Stunden gemessen.

In diesem Experiment wurde eine starke Zunahme des Signals mit der Zeit durch die
Amplifikation der Seeds angestrebt. Die Verwendung der Blockierungspeptide mit hoher
Affinitdt zum 6E10-Antikorper sollen nach dem oben beschriebenen Schema (s. Strategie

zur Verhinderung falsch-positiver Signale in Abb. 11) ausschlieflich richtig-positives Signal

gewahrleisten.
1000 . .
Ao Abb. 16: Amplifikation im sFIDA unter Ver-
1000 nM AB,4 wendung der Blockierungspeptide
800 | 1000 nM AB,5 AB1y und APys fiir den 6E10-
|| 6 h Substratinkubation Féangerantikorper
A 21 h Substratinkubation
600 4 } Amplifikation der Seeds im sFIDA unter Zu-

gabe von 1.000 nM ABy4 (griin) oder ABis
400 (blau) und der Kontrolle ohne Blockierungs-
) } 1 w l w peptide (grau). 100 nM Substrat, davon 10 %

rot markiert, wurden zu allen Proben hinzu-

2004 gegeben. CutOff 0,1 % der jeweiligen Kontrol-
[ len ohne Seeds des roten Fluoreszenzkanals.
Messung nach 6 h =hellere Balken und nach

0+ 0 p 10 21 h dunklere Balken.

Seedkonzentration [pM]

Die Ergebnisse zeigen keinen eindeutigen Trend im Hinblick auf stiarkere Signale nach 21 h
Substratinkubation im Vergleich zu 6 h. Nicht konsistente Ergebnisse zeigen sich auch bei
dem Vergleich von Proben mit und ohne Blockierungspeptide. In der Probe, die beispiels-
weise 10 pM Seeds enthélt, liegen nach 6 h Substratinkubation 540 Pixel iiber dem 0,1 %
CutOff und nach 21h lediglich 450 Pixel. Bei der Anwesenheit von Af314 oder AR5 liegen
nach 6 Stunden Substratinkubation jeweils 330 bzw. 560 Pixel und nach insgesamt 21 h 600
bzw. 200 Pixel iiber dem CutOff (s. Abbildung 16). Ebenso sind in den Proben mit 1 pM
Seeds Inkonsistenzen zu beobachten. Zusétzlich erschweren hohe Standardabweichungen

der einzelnen Proben die Interpretation.
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¢ In diesem Experiment konnte die angestrebte Signalzunahme durch die Amplifikati-
on aufgrund von inkonsistenten Ergebnissen nicht beobachtet werden, wodurch ein

Effekt der Blockierungspeptide nicht zu bewerten war.

Insgesamt zeichnete sich ein durchwachsenes Bild bei der Verwendung der Blockie-
rungspeptide ab. Starke Blockierungseffekte konnten in einem kurzen Zeitraum von
wenigen Stunden erzielt werden; bei langeren Amplifikationsassays hingegen kénnen
spontan entstandene Aggregate mit polyvalenten Bindestellen kleinere Blockierungs-
peptide mit monovalenten Bindestellen moéglicherweise verdriangen und Hintergrund-

rauschen verursachen.

3.2.2 BSA als potenzieller Inhibitor der spontanen Aggregation

Albumine sind dafiir bekannt, dass sie A binden kénnen. So wurde beobachtet, dass
Plasma-Af zu 95% durch Humanes Serumalbumin (HSA) und anderen Plasmakompo-
nente gebunden wird [34]. Ein Mechanismus fiir die Bindung von Bovines Serumalbu-
min (BSA) und A wurde erst kiirzlich vorgeschlagen und beschreibt die Bindung von A
durch eine sogenannte ,hydrophobe Furche“ des BSA [59].

Im folgenden Experiment soll untersucht werden, ob BSA ein geeigneter Regulator der
kontrollierten Amplifikation sein kann. Dabei soll BSA das freie A$ aus der Lésung binden
und in Anwesenheit von Seeds wieder freigeben, sodass nach dieser Hypothese die spontane
Aggregation unterdriickt wird, ohne die Amplfikation zu beeinflussen.

Die spontane Aggregation und die Amplifikation wurden unter dem Einfluss von BSA
getestet, indem 1pM Substrat entweder ohne Seeds oder mit 100nM Seeds unter dem
Einfluss verschiedener BSA-Konzentrationen aggregierten (17A+B). Als Kontrolle dienten
jeweils Proben ohne BSA. Fir die Ermittlung der lag-Phase wurde der lineare Aggrega-
tionsbereich bestimmt und eine Regressionsgerade gezogen. Der X-Achsenschnittpunkt
wurde bei Y =1 als lag-Phase definiert. Fiir die Proben ohne BSA lag das lineare Zeitfen-
ster fiir die spontane Aggregation und Amplifikation zwischen 4 und 6 Stunden und fiir
die Proben mit BSA zwischen 6 und 10 Stunden (17A+B).

In den Proben ohne BSA war die spontane Aggregation nach 3,7 Stunden und die Amplifi-
kation nach 3,4 Stunden messbar. Die Plateaus wurden in beiden Féllen nach 17 Stunden
erreicht. Die einzelnen Aggregationskuven wurden fiir die Vergleichbarkeit durch den je-
weiligen Minimalwert dividiert, wobei die Werte der ersten anderthalb Stunden aufgrund
erhohten Rauschens durch die ThT-Temperatursensitivitdt ausgeschlossen wurden. Das
normalisierte ThT-Fluoreszenzsignal betrug jeweils bei der spontanen Aggregation und
der Amplifikation ohne BSA ca. 1,7 (17A+B).
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Abb. 17: Einfluss von BSA bei der Amplifikation

Aggregationsverlauf der (A) spontanen Aggregation von 1uM AB4o-Substrat oder (B)
der Amplifikation durch Zugabe von 100 nM Seeds in PBS bei RT. Zugabe verschiedener
BSA-Konzentrationen von 0,13-1% im Farbgradienten blau (0% BSA) bis braun (1%
BSA) dargestellt. Jede Aggregationskurve wurde durch ihren minimalen Wert dividiert,
nachdem die ersten 1,5 h aufgrund der ThT-Temperatursensitivitdt abgeschnitten wurden.
Replikatanzahl n=2. (C) AFM-Bilder der Proben mit 100nM Seeds oder ohne Seeds
+1% BSA. (D) Amplifikation von 1-1.000fM A2 -Seeds im sFIDA mit 100nM 10 %
HiLyte647-AB4o-Substrat +0,1 % BSA. Als Fangerantikorper wurde der 6E10 verwendet.
CutOff 0,5% der Kontrollen ohne Seeds im roten Fluoreszenzkanal. Die Amplifikation
erfolgte fiir 20h bei RT.




44 3 Ergebnisse

Die Zugabe von BSA zeigte insgesamt einen deutlichen inhibierenden Einfluss mit stei-
gender Konzentration. Unabhéngig von der Zugabe von Seeds sank die ThT-Fluoreszenz
nach 17 Stunden Aggregation von 1,7 ohne die Zugabe von BSA auf ca. 1,5 bei 0,13 % BSA
und ca. 1,1 bei 1% BSA. Das Plateau wurde bei der hochsten BSA-Konzentration nach 17
Stunden noch nicht erreicht (17A+B). Die lag-Phase verschob sich bei der Amplifikation
durch die Zugabe von 0,13 % BSA um 0,3 Stunden auf 3,7 Stunden und um weitere 0,3
Stunden auf 4 Stunden, wenn 0,25 % BSA hinzugefiigt wurde (17B). Bei der spontanen
Aggregation ist der Sprung deutlicher, da die Zugabe von 0,13 % BSA die lag-Phase um
2,1 Stunden auf 5,8 Stunden verzogerte (17A) und auch die Zugabe von 0,25 % BSA verzo-
gerte die lag-Phase um insgesamt 1,8 Stunden (s. Abb. 17A). AFM-Bilder zeigen, dass in
den Proben ohne BSA in Anwesenheit von Seeds viele Oligomere mit einer Hohe von etwa
1,5nm zu finden waren, aber auch in der Probe ohne Seeds waren spontan entstandene
Aggregate sichtbar (17C). Insgesamt sind in diesen Proben weniger Oligomere zu sehen,
wenn 1% BSA hinzugegeben wurde, dennoch konnte gezeigt werden, dass die spontane

Aggregation nicht vollkommen unterdriickt werden konnte.

Basierend auf diesen Ergebnissen, die herausstellten, dass die spontane Aggregation durch
BSA inhibiert werden kann, aber die gezielte Amplifikation ebenfalls in einem geringeren
Ausmaf inhibiert wird, wurde die Anwendung von 0,1 % BSA im sFIDA untersucht. Dazu
wurden die Seeds an den Fangerantikorper gebunden und anschlieSend mit 10nM 10 %
rot-markiertem Substrat inkubiert (s. Protokoll in Tab. 6.6).

Entgegen den Erwartungen lassen sich die Signale in den Proben mit Seeds nicht durch
Amplifikation von der Kontrolle ohne Seeds unterscheiden (Abb. 17D). Bei einer Seed-
konzentration von 1fM und 1.000fM lagen die Signale zwar héher als in der Kontrolle,
allerdings sind diese Ergebnisse in Hinblick auf die Seedkonzentratiosnreihe von 1 -1.000 fM
als vermutliche ,, Ausreiffer” zu bewerten. Zum einen sind die Standardabweichungen recht
grof} in diesen Proben und zum anderen lassen sich die Signale beziiglich der Seedkonzen-
trationen nicht in eine Konzentrationsreihe einordnen. Die Signale in den Proben mit 10
und 100 fM Seeds waren nicht stérker als in der Kontrolle und lagen unterhalb der Signale,
die 1fM oder 1.000 fM Seeds durch Amplifikation erzeugten. Die Ergebnisse lielen darauf
schlieflen, dass das HiLyte647-AB42-Substrat durch die Bindung an die freien Féngeran-
tikorper derart hohes Hintergrundrauschen erzeugte, dass das Signal-Rausch-Verhéltnis
sehr klein wurde.

Auch die Zugabe von BSA erzielte nicht den erstrebten Effekt der kontrollierten Am-
plifikation mit gleichzeitiger Unterdriickung der spontanen Aggregation (Abb. 17D).

Das eingesetzte BSA wirkte sich moglicherweise im sFIDA-Assay entweder zu stark
inhibierend auf die Amplifikation aus oder das Substrat konnte trotz der Verwendung von
BSA an die Fangerantikérper binden und verursachte dadurch ein geringes Signal-Rausch-

Verhaltnis.
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o In diesen Experimenten sollte BSA als AB-bindendes Protein zur Regulierung der
Amplifikation verwendet werden. Durch BSA konnte die spontane Aggregation stark
unterdriickt werden, allerdings wurde auch die Amplifikation inhibiert, sodass BSA

als Regulator zur kontrollierten Amplifikation nicht eingesetzt werden kann.

Die getesteten Strategien zur Verhinderung von falsch-positiven Signalen, die die Einfiih-
rung der Blockierungspeptide AB14 oder A5 oder die Verwendung von BSA als Regula-
tor der Amplfikation beinhalteten, werden aufgrund mangelnder Wirksamkeit nicht weiter
angewandt. Die Entwicklung neuer Strategien ist in den nachstehenden Experimenten er-
forderlich.

3.2.3 Minimierung von falsch-positiven Signalen durch die Verwendung von

Substrat, das nicht an die Fangerantikorper binden kann

Da die Blockierungspeptide A4 und Af;5 die freien Antikorper nicht effektiv blockieren
konnten, soll eine entgegengesetzte Strategie entwickelt werden, um falsch-positives Signal
zu verhindern. In den folgenden Versuchen diente die N-terminal trunkierte Af-Variante
AB11.42 als Substrat fiir die Amplifikation der Af4o -Seeds. Bei dieser Variante fehlen
die Aminosauren, die das Epitop fiur die hier verwendeten Fangerantikérper bilden (s.
Abbildung 18).

AB1-42 AB11-42
¢ c
C
&
& N
SN

Fangerantikorper
genen den N-Terminus
von AB

Abb. 18: Einflihrung des N-terminal trunkierten AB1142 als potenzielles Substrat

Féngerantikorper, die das N-terminale Ende der Af42-Proteine binden. Entfernung des
N-Terminus verhindert die Bindung des trunkierten Substrats AfB;1.42.
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Folgende Kriterien mussten zunéchst erfiillt sein, damit das Af11.42 als geeignetes Sub-

strat fiir die Amplifikation im sFIDA getestet werden sollte:

¢ keine Bindung an den Féangerantikorper
o Aggregationsfahigkeit
o Ko-Aggregation mit ABs9

Mithilfe einer Dot-Blot-Analyse wurden verschiedene Konzentrationen von ABii.42 und
A4 auf eine Membran aufgetragen und iiberpriift, ob die Fangerantikérper Nab228 und
6E10 den Analyten binden kénnen. Der Nab228 oder 6E10 wurden hierfiir als Priméaranti-
korper verwendet und ein weiterer Antikérper mit einer Meerrettichperoxidase-Kopplung
wurde gegen die beiden Primérantikorper eingesetzt, sodass bei erfolgreicher Bindung der

Nachweis iiber Chemilumineszenz erfolgen konnte.

Wie zu erwarten, konnten beide Antikoérper den AB4o-Analyten binden, wohingegen bei
AB11.42 wie erwartet keine Bindung nachgewiesen wurde (19A).

Im Folgeversuch wurde die Fangerantikorper-unabhéngige Bindung des 6E10-Antikor-
pers auch im sFIDA untersucht (Abb. 19D, Protokoll s. 6.7). Dazu wurden einige Plat-
tenvertiefungen mit Fangerantikorper beschichtet und einige Vertiefungen nicht mit Anti-
korper versetzt. Anschliefend wurden hohe Analytkonzentrationen von 100 oder 1.000 nM
AB11.42 inkubiert sowie jeweils eine Kontrolle ohne AfBi.42. Die Detektion erfolgte iiber
einen mit dem Fluorochrom CF488A konjugiertem 4G8-Antikorper, der das Epitop im
Bereich der Aminosauren 17-24 bindet. Der CutOff wurde anhand 0,1 % der hellsten Pi-
xel der Kontrolle mit Fangerantikorper und ohne Analyten im griinen Fluoreszenzkanal
bestimmt. Insgesamt sind die Signale in den Proben und in der Kontrolle mit Féange-
rantikbrper hoher als in den Proben bzw. in der Kontrolle ohne Fangerantikérper. Im
Durchschnitt liegt das Signal unter Verwendung des Fangerantikorpers 2,39x + 0,77 hoher
als in den Proben ohne Fangerantikorper. Dennoch unterscheidet sich das Signal in den
Proben mit AB;;42 nicht signifikant* voneinander innerhalb einer verwendeten AB1142-
Konzentration (19B), weshalb das Signal nicht auf die Fangerantikorper-ABy_42-Spezifitét
zuriickzufithren ist. Als Referenz dienten 100 nM Af42-Oligomere, die durch eine spezifi-
sche Féangerantikorper-Bindung ein 57-fach stirkeres Signal erzeugten, als 100 nM Af11.42
in Anwesenheit des 6E10-Antikorpers. Die spezifische Féngerantikorper-Bindung von AB4o
wurde zuvor in unabhéngigen Experimenten belegt (Daten nicht gezeigt).

Das erste Kriterium, das keine Bindung des potenziellen Af31;_42-Substrats an die Fén-
gerantikorper nachweisen konnte, wurde durch eine Dot-Blot-Analyse und ein sFIDA-
Experiment belegt (Abb. 19A+B).

1Statistik: zweiseitiger t-Test mit gleicher Varianz, a=5%
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Abb. 19: Kriterien des Af311.42-Substrats

(A) Dot-Blot zur Uberpriifung der Bindung von ABj149 oder APy an die Antikdrper
Nab228 oder 6E10. (B) Fangerantikorperkontrollen im sFIDA-Assay mit AB1142 als Ana-
lyten. Die Referenz zeigt 100 nM AB4o -Oligomere (Balken mit Punktmuster). Detektion
durch einen 4G8-CF488A-Antikorper. (C) Aggregationsverlauf der spontanen Aggregati-
on von ABii42 und (D) Amplifikation mit AB42-Seeds in PBS bei 37°C. In (E) befinden
sich die Puffer- und Seedkontrollen ohne Substrat. Replikatanzahl n=2 oder n =3 (Mit-
telwert + Standardabweichung).
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Des Weiteren wurde durch die Beobachtung des Aggregationsverlaufs mittels ThT-
Fluoreszenzfarbstoff iiberpriift, ob Af11.42 aggregationsfahig ist. Eine Konzentration von
5pM oder 1M Substrat wurden dazu aggregiert. Die Messung erfolgte in Duplikaten.
In beiden Aggregationskurven mit 5 pM Substrat wurde ein Anstieg der ThT-Fluoreszenz
mit einer lag-Phase von weniger als einer Stunde beobachtet (Abb. 19C). Das Plateau
wurde nach 2-2,5 Stunden erreicht, wohingegen ein Anstieg des ThT-Signals in der Kon-
zentration von 1pM nur in einem Fall nach etwa vier Stunden beobachtet wurde. Das
Plateau wurde ca. 2,5 Stunden spéter erreicht (Abb. 19C). Die zweite Aggregationskurve
zeigte wihrend der gesamten Messdauer von 20 Stunden (hier nur das Zeitfenster bis 10 h
gezeigt) keine Aggregation. Insgesamt wurde das zweite Kriterium, das die Fahigkeit zur
Selbstaggregation beinhaltete, mithilfe des Aggregationsexperiments ebenfalls nachgewie-
sen.

Das dritte Kriterium umfasste die Amplifikation von AB42-Seeds und wurde in einem
weiteren Aggregationsexperiment nachgewiesen. Substratkonzentrationen von 5 oder 1 nM
wurden mit 10 oder 100nM AB42-Seeds inkubiert (s. Abb. 19D). Die Messung erfolgte in
Triplikaten. In allen Féllen war ein sofortiger Anstieg des ThT-Fluoreszenzsignals zum
Zeitpunkt 0 zu erkennen, wodurch ein Unterschied in der lag-Phase nicht zu bestimmen
war. Jedoch wurde das Plateau mit der hochsten Substrat- und Seedkonzentration am ehe-
sten nach etwa 30 Minuten erreicht, gefolgt von der héchsten Substratkonzentration mit
10nM Seeds nach etwa anderthalb Stunden. Die Proben mit 1 pM Substrat erreichten das
Plateau unabhéngig von den hier verwendeten Seedkonzentrationen nach ca. 2 Stunden.
Bei dem Vergleich aller Proben mit einer Substratkonzentration von 1pM ist auffillig,
dass bei der Anwesenheit von Seeds in jedem Fall Aggregation/Amplifikation stattfand,
wohingegen in den Proben ohne Seeds die Aggregation nur in einem von zwei getesteten

Proben und mit deutlich zeitlicher Verzogerung stattgefunden hat.

e In diesen Vorexperimenten konnten die gesetzten Kriterien fiir das N-terminal trun-
kierte ABij.42 (keine Bindung an den Fangerantikorper, Aggregationsfihigkeit des
AB11-42-Peptids und Féhigkeit zur Ko-Aggregation mit AB4s ) erfiillt werden, weshalb

es fur die weiteren Experimente als Substrat verwendet werden kann.

AB11.42 als Substrat fiir die Amplifikation von AB4;-Seeds im sFIDA

Nachdem AQ;42 die Kriterien fiir eine erfolgreiche Amplifikation der AB42-Seeds erfiil-
len konnte, wurde das Substrat in einem sFIDA-Assay im Hinblick auf eine Verstidrkung
des Signals durch die Amplifikation der Seeds im Vergleich zu nicht-amplifizierten Seeds
getestet.

Dafiir wurden 10 % rot-markierte ABs2-Seeds an den Fangerantikorper gebunden und
anschliefend mit 100 oder 1.000nM ABii.42 -Substrat inkubiert (s. Abb. 20A und Pro-
tokoll 6.7). Um die Verstdrkung des Signals durch die Amplifikation zu quantifizieren,
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wurde als Kontrolle eine Seedkonzentrationsreihe ohne Substratzugabe mitgefithrt. Zu-
satzliche diente eine Fangerantikorperkontrolle (ohne Fangerantikorper und Seeds, ggfs.
mit Substrat), um die spezifische AfB11.42-Fangerantikorper-Bindung auszuschliefien und

um die Wechselwirkung des AP11.42 mit der Glasoberfliche zu analysieren.

In Abbildung 20B sind die Signale der rot-markierten Seeds dargestellt, die zusétzlich
mit dem CF488A-4G8-Antikorper detektiert wurden. Im roten Fluoreszenzkanal waren
alle Signale der Proben, die Seeds enthielten, erwartungsgeméaf stéarker als die Signale der
Kontrolle ohne Seeds (Abb. 20B). Im griinen Fluoreszenzkanal lagen die Signale ebenfalls
ab einer Seedkonzentrationen von 10 pM iiber dem Signal der Kontrolle (Abb. 20B). Die Si-
gnale nahmen mit zunehmender Seedkonzentration erwartungsgemaf zu. Die Bildung der
Ko-Lokalisation der Signale kann die Sensitivitdt und Spezifitdt erhéhen, indem der durch
unspezifische Bindungen verursachte Hintergrund eliminiert wird, da lediglich im Falle ei-
ner Ubereinstimmung des Signals — in diesem Experiment der Fluorochrom-konjugierten
Seeds und Detektionsantikérper — das Signal gewertet wird. Durch die Bildung der Ko-
Lokalisation konnten die Seeds ab einer Konzentration von 10 pM von der Kontrolle ohne
Seeds unterschieden werden. Das Signal war in dieser Probe 6-mal stérker als in der Kon-
trolle ohne Seeds (20B).

Eine sensitivere Detektion geringerer Seedkonzentrationen wird durch die Amplifikation
und die dadurch resultierende Verstirkung des Signals angestrebt. Dazu wurden 100 oder
1.000nM APii42-Substrat fiir die Amplifikation der AB42-Seeds hinzugegeben.

Die Zugabe von sowohl 1.000 nM als auch 100 nM Substrat fithrten zu einer Zunahme des
Signals im griinen Fluoreszenzkanal gegeniiber den Kontrollen ohne Substrat, mit Ausnah-
me bei den hoher eingesetzten Seedkonzentrationen von 100 und 500 nM, die sich bereits
im Bereich der Signalsidttigung befanden. Entgegen den Erwartungen stieg zudem das Si-
gnal besonders in den Substratkontrollen, die keine Seeds aber Substrat beinhalteten, in
der durch die verhinderte Fangerantikérper-Substrat-Interaktion keine Signalzunahme zu
erwarten wire (20C). Diese Ergebnisse lassen darauf schlieflen, dass das ABi;j.42-Substrat
unspezifisch mit der Glasoberfliche interagierte und dieser Effekt womoglich eine Signal-
steigerung durch die Amplifikation iiberlagerte. Dadurch wurden keine steigenden Signale
mit steigender Seedkonzentration beobachtet (20B), wie bei der Kontrolle (20A), in der
eine Konzentrationsabhédngigkeit der Seeds ohne Substrat anhand der gemessenen Signale
festgestellt werden konnte.

Eine unspezifische Af311.42-Oberflichenwechselwirkung wurde durch die Fangerantikor-
per-Kontrollen bestétigt, da in diesen Proben das Signal ebenfalls durch die Zugabe
des Substrats Fangerantikorper-unabhéngig stieg. Die Signale, die durch die Substrat-
Oberflachen-Interaktion erzeugt wurden, unterschieden sich durch die Verwendung eines

Fangerantikorpers nicht signifikant, wie bereits im vorherigen Experiment in Abbildung
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19B gezeigt wurde®.

Beispielbilder aller Kontrollen ohne Seeds verdeutlichen die AB11.42-Bindung an der Gla-
soberfliache mit und ohne Fangerantikorper (s. Abbildung 20D). In den Proben ohne Sub-
strat waren keine Partikel zu erkennen, wohingegen bei steigender AB11.42-Konzentration
die Partikelanzahl zunahm (s. Abbildung 20D).

In den Balkendiagrammen der ko-lokalisierten Signale ist das Signal der Kontrollen ohne
Substrat das maximale Signal, das technisch bedingt durch den Aufbau des Experiments
angestrebt werden kann. Das Signal der rot-markierten Seeds war flir das ko-lokalisierte
Signal in diesem Fall limitierend.

Aus diesem Experiment ging hervor, dass ab einer eingesetzten Konzentration von 10 pM
Seeds, durch die Zugabe von 1.000nM ABq;.42 dasselbe Signal wie in der Kontrolle oh-
ne Substrat erreicht wurde (20C). Bei den darunterliegenden Seedkonzentrationen, ein-
schliefSlich der Kontrolle ohne Seeds, stieg das ko-lokalisierte Signal durch das Substrat.
In diesem Fall handelte es sich moglicherweise um zuféllige ko-lokalisierte Pixel, da die
Wahrscheinlichkeit von zufélligen ko-lokalisierten Ereignissen zwischen Hintergrund und
detektiertem Substrat mit steigender Substratkonzentration gréfler wird. Die Verwendung
von 100nM Substrat verursacht in den Proben mit 10 pM-10nM Seeds ein schwicheres
Signal als das Signal der entsprechenden nicht-amplifizierten Seeds und wies darauf hin,
dass 100nM Substrat nicht ausreichend fiir die Amplifikation der AB4s-Seeds sind. Eine
andere Interpretation der Daten wiirde auf die bevorzugte Interaktion des Substrats mit

der Glasoberfliche anstelle der Anplifikation der AB4o-Seeds schlieflen.

Die Bestimmung des CutOffs anhand der Kontrolle ohne Seeds der jeweiligen Seed-Konzen-
trationsreihe eliminiert den Betrag des unspezifisch-verursachten Signals durch das Af311.42
-Substrat, sodass ausschliefflich das Signal gewertet wird, das iiber das unspezifische Si-
gnal hinausgeht. Eine systematische Reduktion des Signals ist dadurch mit zunehmender
Substratkonzentration zu beobachten (s. Anhang 39).

Durch die vermehrte unspezifische Interaktion des Substrats mit der Glasoberfliche
erhohte sich der Intensitiatswert des CutOffs, sodass insgesamt weniger Pixel iiber dem
CutOff detektiert werden konnten, als bei einem niedrigerem CutOff-Wert wie z. B. bei
der Kontrolle ohne Substrat. Die Werte des CutOffs betrugen 5.934 fiir die Kontrolle ohne
Substrat und 9.162 bzw. 34.106 fiir die Substratkontrollen mit 100 nM oder 1.000 nM
Substrat.

o Insgesamt wurde durch dieses Experiment deutlich, dass die unspezifische AB11.42-
Oberflachen-Interaktion stérende Signale verursachte, die moglicherweise den Effekt
einer Amplifikation tiberdeckten. Ob die Substratinkubation zu einer Amplifikation

der Seeds fithrte, ging aus diesem Experiment daher leider nicht hervor.

SFiir die Fangerantikorper-Kontrollen wurde derselbe Datensatz wie in Abbildung 19B verwendet
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Abb. 20: Amplifikation von AB42-Seeds mittels AB11-42-Substrat im sFIDA

(A) Schematischer Aufbau der Amplifikation durch AB1i42. 10 % rot-markierte Seeds werden an den Féangerantikorper gebunden und anschliefend
mit Substrat fiir 24h bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte durch CF488A-konjugierte 4G8-Antikorper. Die Kontrolle mit oder ohne Seeds
wird ohne Substrat inkubiert und die Substratkontrolle enthélt nur das Substrat ohne Seeds. (B) Balkendiagramme einer Konzentrationsreihe der
rot-markierten Seeds ohne Substrat. FK = Féangerantikorperkontrolle ohne Fangerantikorper und ohne Seeds. Pixelanzahl des roten und griinen
Fluoreszenzkanals und der ko-lokalisierten Pixel. Das Signal des roten Fluoreszenzkanals wurde durch die HiLyte647-konjugierten Seeds erzeugt;
das Signal des griinen Fluoreszenzkanals erfolgte durch einen CF488A-konjugierten 4G8-Antikorper. Die Ko-Lokalisation wurde durch die Uber-
lagerung der Signale aus beiden Fluoreszenzkanilen generiert. CutOff =0,1% der Kontrolle ohne Seeds und ohne Substrat. (C) Vergleich der
Seed-Konzentrationsreihe mit der Amplifikation der Seeds durch 100 oder 1.000 nM Af11_42-Substrat. Signalunterschiede sind durch Balkendiagram-
me des griinen Fluoreszenzkanals und der Ko-Lokalisation dargestellt. (D) Beispielbilder des griinen Fluoreszenzkanals der Kontrollen ohne Seeds
+ Fangerantikorper.
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Uberpriifung verschiedener Blockierlsungen fiir eine effektive Blockierung der

Glasoberfliche zur Verhinderung der unspezifischen AB1;_4>-Bindung

Aufgrund der unspezifischen Oberflichenwechselwirkungen des Af31;.42-Substrats soll ei-
ne geeignete Blockierlosung fir eine effektive Oberflaichenblockierung gefunden werden.
In den bisherigen Experimenten wurde dazu 0,5% BSA verwendet. Im Folgeexperiment
wurden neben weiteren BSA-Konzentrationen auch die fiir simtliche Methoden verwende-
te konventionelle Blockierlosung Milchpulver in verschiedenen Konzentrationen getestet.
Auflerdem wurden die kommerziell erwerblichen Losungen The Blocking Solution, Smart-
Block und Liquid Plate Sealer (CANDOR Bioscience) getestet. The Blocking Solution
ist eine Casein-basierte Losung. Caseine sind in Milch vorkommende Proteine mit einem
Molekulargewicht von 20-25 kDa. Durch ihre relativ kleine Groflie konnen sie schneller
und tiefreichender durch das molekulare Netz aus Fangerantikorper zur unbesetzten Glas-
flache diffundieren und diese blockieren. SmartBlock ist ein BSA-freier Peptid-basierter
Blockierer und besitzt ebenso den Vorteil kleinerer Molekiile die Glasoberflichen griind-
lich zu blockieren. Aufgrund der bekannten Interaktion von A und BSA (s. Kapitel 3.2.2)
wurde SmartBlock als BSA-freie Alternative gewéahlt. Liquid Plate Sealer dient zur Ver-
siegelung von Antikérper-beschichteten Oberflichen fiir die Langzeitlagerung und wurde
im folgenden Experiment unter der Annahme verwendet, dass eine versiegelte Oberfliche

der blockierten Oberfliche gleichgestellt ist. Fiir das Protokoll s. Tab6.8.

Der Assayschritt, in der die Blockierlésung im sFIDA hinzugegeben wird, erfolgt immer
nach der Fangerantikorperinkubation, um die freien Stellen der Glasoberflache zu blockie-
ren. In diesem Experiment wurden anschliefend 1 pM AB11_42-Oligomere hinzugegeben, um
die unspezifische Substrat-Oberflichenwechselwirkung zu untersuchen (Abb. 21A). Eine
entsprechende Kontrolle ohne Oligomere wurde fiir jede unterschiedlich blockierte Ober-
fliche mitgefithrt, um den Einfluss der Blockierlésungen auf das Hintergrundrauschen zu
ermitteln (Abb. 21A). In weiteren Kontrollen wurden anstelle der Blockierlosung Puffer
aufgetragen, um das Hintergrundrauschen der reinen Detektionsantikérper-Oberfléchen-

Interaktion oder Oligomer-Oberflichen-Interaktion zu ermitteln (Abb. 21A).

Die Balkendiagramme in Abbildung 21 verdeutlichen, dass alle getesteten Blockierlésun-
gen, ausschlieflich SmartBlock und Liquid Plate Sealer, das Hintergrundrauschen redu-
zieren konnten. Die Effektivitdt von Milchpulver unterschied sich in den drei verwendeten
Konzentrationen von 1 %, 3% oder 5 % nicht voneinander und reduzierte den Hintergrund
im Mittel um 85 % verglichen mit der unblockierten Oberfliache. Die Pixelanzahl iiber ei-
nem CutOff von 0,1 % betrug 39+ 0,7 Pixeln gegeniiber 261 Pixeln pro aufgenommenes
Bild (21A). Mit einer Hintergrundreduktion von 86 % oder 84 % erreichen 1% BSA oder
The Blocking Solution eine dhnliche Effektivitat. SmartBlock oder Liquid Plate Sealer

eignen sich durch mangelnde Effektivitét nicht zur Hintergrundreduktion.



53 3 Ergebnisse

A) B) 105
[ ] Kontrolle
Schematischer Aufbau 1 UM AB 14,
+ Oligomere
<
©
N
C
o
(0]
X
;@Y@V B
Kontrolle
0 S 5 5 £ = < £ % &
s 2 2 z 9 9 @ 2 3§ 5
@ S = 5 MM m o S5 m O
2 & £ £ ® ® ® 92 & o
i g £ 2 & v - o G g 2
$ S £ 5 o g a £
3 X® ® R 8 o
Kontrolle ohne o — © d_C; E
Blockierung < ° =
= =
C)
0
20 [ ] Kontrolle
Yi 40 W1 UM AR

60

Y Fangerantikérper 80

W Blockierungsreagenz

W Oligomer

%i Fluorochrom-konjugierter
Detektionsantikérper

0,5 % BSA
1 % BSA
3 % BSA

rel. Signalreduktion bezliglich
SmartBlock

der unblockierten Oberflache [%]

5 % Milchpulver

—
(]
=2
=
a
<
L°
=
X
-

3 % Milchpulver
The Blocking Solution
Liquid Plate Sealer

Abb. 21: Untersuchung verschiedener Blockierlosung zur effektiven Oberflichenblockie-
rung gegen AB11.42

(A) Schematische Darstellung der Inkubation verschiedener Blockierungsreagenzien auf
der Féngerantikorper-beschichteten Oberfliche. Zugabe von Oligomeren als Simulation
spontan entstandener Aggregate. Der Detektionsantikérper bindet unspezifisch-gebundene
Oligomere (+ Oligomere) an der Oberflache oder verursacht selbst unspezifische Interaktio-
nen (Kontrolle) (s. Def. Hintergrund in Tab. 2). Weitere Kontrollen auf der unblockierten
Oberfliche. (B) Eine Konzentration von 1 uM Oligomeren wurde fiir 1 h inkubiert und an-
schlieend mittels CF488A-konjugiertem 4G8-Antikérper detektiert (griine Balken). Die
Kontrolle ohne Oligomerinkubation ist in grauen Balken dargestellt. Die Pixelanzahl wur-
de bei einem CutOff von 0,1 % der Kontrolle ohne Blockierlosung und ohne Oligomere
bestimmt. (C) Signalreduktion durch die Verwendung der Blockierlésungen beziiglich
der unblockierten sFIDA-Oberfliche in %. Das unspezifische Signal der Proben auf der
blockierten Oberfliche wurde jeweils mit dem unspezifischen Signal der Probe auf der un-
blockierten Oberfliche ins Verhéltnis gesetzt.
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Da das AB11.42-Peptid nicht spezifisch an den Féngerantikorper binden kann, wurde
der Fokus bei der Analyse auf die maximale Reduktion des Hintergrundrauschens gelegt.
Eine Spezifitdtsanalyse, bei der das maximale Signal-Rausch-Verhéltnis angestrebt wird,
war daher nicht erforderlich. Beziiglich der Blockierungseffektivitdt in Anwesenheit von
1 pM AB11.42-Oligomeren konnte die starkste Signalreduktion durch die Milchpulverlésun-
gen erreicht werden, die das Signal aus Hintergrund und unspezifischer Af311_42-Bindungen
um 81-88 % reduzierten (21B+4C). Die kommerziellen Blockierlésungen hingegen schnit-
ten im Vergleich zu Milchpulver und BSA am ineffektivsten ab (21B+C). Das Signal, das
hauptséchlich durch die unspezifische Af11_42 -Oligomer -Oberflachen -Interaktion erzeugt
wurde, konnte durch die kommerziell erhaltlichen Blockierlosungen nur um maximal 43 %

reduziert werden im Vergleich zur unblockierten Oberflache.

¢ Aufgrund der effektiven Oberflachenblockierung durch die Milchpulverlésungen wur-
de eine 5 %-ige Losung fiir die Oberflichenblockierung im folgenden sFIDA-Ampli-

fikationsexperiment verwendet.

Reduktion des unspezifisch-erzeugten Signals durch eine effektive
Oberflachenblockierung fiir die Bewertung des Amplifikationseffekts auf die

Signalsteigerung gegeniiber nicht-amplifizierten Proben

Durch unspezifisch-erzeugtes Signal beziehungsweise durch erhéhtes Hintergrundrauschen
konnte der Effekt der Amplifikation auf die Signalgewinnung durch eine Vergréflerung der
Seedoberflache oder der Anzahl der Epitope bisher nicht ermittelt werden (s. Kapitel 3.2.3,
AB11-42 als Substrat fir die Amplifikation von AB;s-Seeds im sFIDA, S. 34).

Daher soll der Einfluss einer 5 %-igen Milchpulverlésung im Vergleich zu der bisherigen
verwendeten 0,5 %-igen BSA-Losung auf die Hintergrundreduzierung und die daraus re-

sultierende Signalsteigerung durch die Amplifikation gepriift werden.

Im nachstehenden Experiment wurden 10% rot-markierte AB42-Seeds auf die Fangeranti-
koérperbeschichtete und BSA- oder Milchpulver-blockierte Oberflache inkubiert (22A). Das
Signal der Seedkonzentratiosnreihe ist in Abbildung 22B dargestellt. Die Zugabe von griin-
markiertem Substrat hat keinen Einfluss auf das Signal der rot-markierten Seeds, da allen-
falls marginale Unterschiede zwischen der Kontrolle und den Seeds mit Substratinkbation
zu erkennen sind (22B).

Fiir die Bewertung der Amplifikation wurden aufgrund der Verwendung von HiLyte488-
konjugiertem Substrat die Signale des griinen Fluoreszenzkanals analysiert (22C). Erwar-
tet wurde eine Zunahme des Signals mit steigender Seedkonzentration in amplifizierten
Proben. In den Kontrollproben ohne Substratinkubation war hingegen kein Signal zu er-
warten, da diese nicht detektiert wurden. Das analysierte Signal wird in diesem Fall aus-

schliefllich als Hintergrundrauschen interpretiert (22C).
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Abb. 22: Amplifikation auf der mit BSA- oder Milchpulver-blockierten sFIDA-Oberflache

(A) Schematische Abbildung der Amplifikation rot-markierter Af42-Seeds durch griin-
markiertes Af11.42 -Substrat. (B) Balkendiagramme der Pixelanzahl im roten Fluores-
zenzkanal 10 % HiLyte647-konjugierter Seeds in Abwesenheit von Substrat (= Kontrolle)
oder in Anwesenheit von 100 nM 10 % HiLyte488-konjugiertem Af;1.42-Substrat (dunklere
Balken). Die Oberfliche wurde mit einer 0,5 %-igen BSA-Losung blockiert. CutOff =0,1 %
der Kontrolle ohne Seeds und ohne Substrat. (C) Balkendiagramme der Seedkonzentra-
tionsreihen auf einer (links) 0,5 %-igen BSA- oder (rechts) 5 %-igen Milchpulverlésung-
blockierten sFIDA-Oberfliche. Die Proben wurden zusédtzlich mit 100nM 10% griin-
konjugiertem ABij42-Substrat inkubiert (dunklere Balken). CutOff=0,1 % der Kontrolle
ohne Seeds und ohne Substrat. (D) Beispielbilder des roten und griinen Fluoreszenzkanals
der Proben mit 10 nM Seeds und 100 nM Substrat. Beispiele fiir die jeweils unterschiedlich
blockierten Oberflachen.
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Die Ergebnisse zeigten anders als erstrebt, dass durch die Amplifikation keine Signalstei-
gerung erzielt werden konnte. Obwohl das Signal der Proben in Anwesenheit von Substrat
auf der BSA-blockierten Oberflache mit zunehmender Seedkonzentration tendenziell stieg,
befanden sich die Signale bei einem CutOff von 0,1 % zwischen 158 und 348 Pixeln in der-
selben Groflenordnung, obwohl die verwendeten Seedkonzentrationen von 10-10.000 pM
vier GroBenordnungen umfasste (22C). Solange das verwendete Substrat nicht vollstén-
dig fir die Amplifikation aufgebraucht wird, ist eine lineare Abhéngigkeit im Signal der
Seedkonzentrationen bei linearer Verdiinnung zu erwarten. Fiir den Fall, dass das Substrat
in Anwesenheit von Seeds vollstdndig fiir die Amplifikation aufgebraucht wird und keine
unspezifischen Wechselwirkungen zwischen Substrat und Oberflache entstehen, ist von ei-
ner gleichméfligen Signalsteigerung im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Seeds, in allen
Proben und unabhéngig von der Seedkonzentration, auszugehen. Hinsichtlich des schwach
zunehmenden Signals bei steigender Seedkonzentration war keine der beiden Annahmen
zutreffend.

Auch auf der mit Milchpulver-blockierten Oberfliche stieg die Pixelanzahl im griinen
Fluoreszenzkanal tendenziell mit zunehmender Seedkonzentration innerhalb einer Gro-
Benordnung von 10-31 Pixeln, obwohl die verwendeten Seedkonzentrationen ebenfalls
vier GroBenordnungen umfassten. Die entsprechende Kontrolle ohne Seeds wies aber das
stiarkste Signal auf, weshalb eine Signalzunahme mit zunehmender Seedkonzentration nicht
durch einen Amplifikationseffekt begriindet werden konnte. Im Vergleich zu den Kontrollen
ohne Substratinkubation lagen hier sogar alle Signale deutlich unterhalb des Hintergrund-
rauschens der Proben ohne Substrat (22C).

Die Beispielbilder aus dem roten und dem griinen Fluoreszenzkanal der Proben mit
10 % rot-markierten Seeds und 100nM 10 % griin-markiertem Substrat lassen viele Seeds
im roten Kanal erkennen, wohingegen im griinen Kanal keine Strukturen zu erkennen sind
(22D). Das Ziel des Experiments war die Beurteilung der Signalsteigerung durch die Am-
plifikation und die Minimierung der unspezifischen AB1;_42 -Oberflichenwechselwirkung,
doch die Mikroskopiebilder weisen eindeutig darauf hin, dass keine Amplifikation durch
das AB11.42-Substrat stattgefunden hat. Mogliche Griinde hierfiir sind beispielsweise, dass
der an den Fangerantikorper gebundene Seed sterisch schwer zugénglich ist oder dass die

Lésungsbedingungen fiir die Amplifikation nicht optimal sind.

e In diesem Experiment sollte eine Oberflaichenblockierung zur Minimierung des Hin-
tergrundrauschens und dadurch zu einer Steigerung des Signal-Rausch-Verhéltnis
durch Amplifikation fithren. In den Fluoreszenzaufnahmen wurde moglicherweise

durch sterische Unzugénglichkeit der Seeds kein Amplifikationseffekt beobachtet.
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Amplifikation der AB4,-Seeds durch APi1.42-Substrat in Losung und anschlieBender
sFIDA-Assay

Da die an den Féngerantikorper gebundenen Seeds womoglich sterisch fiir die Zugénglich-
keit des Substrats benachteiligt sind, wurden die Seeds im folgenden Experiment zunéchst
in der Losung amplifiziert und anschlieBend im sFIDA-Experiment auf der Féngeranti-
korper-beschichteten Oberfliche inkubiert (23A). Dass AB11.42 und AB4o ko-aggregieren
konnen, wurde bereits in Aggregationsexperimenten nachgewiesen (s. Kapitel 3.2.3). Ob-
wohl das gewahlte Af31;42-Substrat nicht an den Féangerantikorper binden kann, kénnte
die anschliefende Bindung der amplifizierten Seeds durch die Epitope der urspriinglichen
AB42-Seeds erfolgten. Angestrebt wurde dabei eine starke Amplifikation, die das unspezi-

fisch erzeugte Signal der AB11.42-Oberflichenwechselwirkung tiberschreitet.

Die Seeds wurden mit rot-markiertem AB4o hergestellt und die Amplifikation erfolgte
durch unterschiedliche Konzentrationen an griin-markiertem AB11.42-Substrat. Die Analy-
se des Signals des griinen Fluoreszenzkanals zeigte einen gleichméfligen Signalanstieg nach
Substratzugabe bei allen Seedkonzentration ohne dass das Signal mit zunehmender Seed-
konzentration stieg (23B). Auflerdem wurde insbesondere bei hochster Substratkonzentra-
tion in der Substratkontrolle ohne Seeds ein stérkeres Signal im Vergleich zur Kontrolle
ohne Substrat beobachtet. Diese Ergebnisse deuten erneut auf eine unspezifische Af11.42
-Oberflachen-Wechselwirkung hin (23B).

Uberraschenderweise zeigte die Analyse des roten Fluoreszenzkanals hingegen eine star-
ke Reduktion der Signale mit steigender Substratkonzentration, das auf eine reduzierte
Bindung der rot-markierten Seeds an die Fangerantikorper hinweist (23C). Eine syste-
matische Reduktion der Seed-Bindung mit steigender Substratkonzentration wurde insbe-
sondere bei 100pM-10nM Seeds beobachtet. Bei Anwesenheit von 100 pM Seeds sank
das Signal durch die Zugabe von 100nM Substrat um 20 % gegeniiber 100 pM nicht-
amplifizierter Seeds und durch die Zugabe von 1 oder 10 uM Substrat sank das Signal
um 48 % beziehungsweise 75 % (23C).

Diese Beobachtung kann als indirekter Nachweis einer erfolgreichen Amplifikation inter-
pretiert werden, da durch die Substratanlagerung, anders als vermutet, der urspriingliche
Seed moglicherweise nicht mehr fiir den Fangerantikorper zugénglich war.

Die Beispielbilder in Abbildung 23D verdeutlichen den Trend des abnehmenden Signals
der rot-markierten Seeds mit steigender Substratkonzentration. Gleichzeitig bestétigen
einzelne ko-lokalisierte Partikel, die besonders bei der hochsten Seedkonzentration von
100 nM mit steigender Substratkonzentration zunahmen, dass Ko-Aggregation beziehungs-
weise Amplifikation stattgefunden hat. Bei der Verwendung von 100 nM Seeds konnten die
meisten Seeds bei einer Substratinkubation von 100nM oder 1 uM die Fangerantikérper
binden, da das Verhéltnis von Substrat zu Seed vermutlich zu klein fiir eine génzliche

Verdeckung der AB42-Epitope war.
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Abb. 23: Amplifikation von Af42-Seeds in Losung mittels AB1i.42-Substrat und anschlie-
Bendes sFIDA-Experiment

(A) Schematische Abbildung der vorzeitigen Amplifikation in Lésung und anschlieender
Inkubation der amplifizierten Af49 -Seeds auf der Fangerantikérper-beschichteten Gla-
soberfliche. Die Seeds waren 10% rot-markiert und wurden mit 10 % griin-markiertem
AB1142-Substrat in TBS-Puffer bei 37°C fiir ca. 20h amplifiziert. Zugabe von 100nM, 1
oder 10 pM Substrat zu einer Seedkonzentrationsreihe von 10 pM-100nM. (B) Analyse
der Signale des griinen Fluoreszenzkanals. Pixelanzahl bei einem CutOff von 0,01 % der
Kontrolle ohne Seeds und ohne Substrat. Das Signal der Proben, die nicht amplifiziert
wurden, sind als griine Balken dargestellt und das Signal der amplifizierten Proben sind
als graue Balken (gemustert) dargestellt. (C) Analyse der Fangerantikorper-Seed-Bindung
durch den roten Fluoreszenzkanal. Die Reduktion der Bindung beziiglich des Signals der
nicht-amplifizierten Seeds (ohne Substratzugabe; dargestellt durch die rote horizontale Li-
nie bei ,0) ist in Prozent angegeben. Die Werte ergeben sich durch das Verhéltnis des
Signals der amplifizierten Seeds zu nicht-amplifizierten Seeds. (D) Ko-lokalisierte Beispiel-
bilder aller getesteten Bedingungen mit steigender Substratkonzentration von links nach
rechts und steigender Seedkonzentration von oben nach unten. Das Signal der Seeds ist in
Rot dargestellt und das Signal des Substrats in Griin. Die Ko-Lokalisation ist gelb.
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o In diesem Experiment konnte eine Amplifikation der AB4s-Seeds durch das AB;1.42
-Substrat indirekt nachgewiesen werden. Die vermutlich durch die Amplifikation
verursachte Maskierung der urspriinglichen Af49 -Epitope fithrte moglicherweise
zu einer verminderten Seed-Fangerantikorper-Bindung. Der indirekte Nachweis der
Amplifikation erfolgte hier ausschliellich durch die Verwendung von Fluorochrom-
konjugierten Seeds und kann daher nicht fiir den Nachweis natiirlich vorkommender

Seeds angewandt werden.

Durch die erneut beobachteten unspezifischen Wechselwirkungen wurden im Fol-
genden Bedingungen entwickelt, welche einerseits eine spontane Aggregation unter-
driicken beziehungsweise hinauszogern und andererseits eine spezifische Amplifika-

tion begiinstigen.

Optimierung der Losungsbedingungen fiir die Amplifikation durch ABj1.42

Bisher konnte die direkte AB42-AB11-42-Ko-Aggregation nur in Aggregationsexperimenten
nachgewiesen werden, aber bisher noch nicht in den sFIDA-Experimenten. Hier lag die
Ursache fiir die fehlenden Amplifikationsereignisse moéglicherweise in den Losungsbedin-
gungen, die hinsichtlich der fiir die Aggregation entscheidenden Faktoren, wie zum Beispiel
der pH-Wert oder die Temperatur, optimiert werden miissen. Aulerdem kénnen Salze in
der Losung die Stabilitdt der Aggregate und somit auch den Aggregationsprozess beein-
flussen [60, 61]. Die Aggregation wurde im folgenden Experiment fiir 1 pM AfB11.42 mit
und ohne AB42-Seeds im pH-Bereich von 7-8,5 untersucht (Abb. 24).

Die spontane Aggregation trat erwartungsgeméaf unter allen getesteten Losungsbedingun-
gen verzogert ein im Vergleich zu Proben, die Seeds enthielten (Abb. 24A). Die lag-Phase
der spontanen Aggregation wurde mit zunehmendem pH-Wert grofler und stieg von 1,7
Stunden bei pH 7 auf 3,1 Stunden bei pH 8,5 (Abb. 24B). In Anwesenheit von 10nM
Seeds wurde die lag-Phase durch die Anderung des pH von 7-8,5 von 1,4 Stunden auf 2,3
Stunden verzogert (Abb. 24B).

Die Differenz der lag-Phase von pH 7 auf pH 8,5 betrug 54 Minuten in Anwesenheit von
10nM Seeds und war somit viel geringer als die Differenz der lag-Phase der spontanen Ag-
gregation, die 84 Minuten umfasste (24C). Die Daten wiesen darauf hin, dass die lag-Phase
in Anwesenheit von 10nM Seeds weniger durch die Anderung des pH beeinflusst wird als
die der spontanen Aggregation. Diese Beobachtung wurde durch die Steigung bestétigt,
die durch die Mittelwerte der lag-Phase bei den jeweiligen pH-Werten gezogen wurde. Die
Steigung von 0,97 in Abwesenheit von Seeds ist deutlich grofler als die Steigung von 0,66
in Anwesenheit von 10nM Seeds und zeigte dadurch eine stérkere pH-Abhéngigkeit (s.
Tabelle in Abb. 24B).

Anders verhielt sich die Signalabhéngigkeit von dem pH-Wert in Anwesenheit von
100 nM Seeds (Abb. 24B). Aufgrund des anfinglichen Rauschens in der ThT-Fluoreszenz,
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das vermutlich durch die ThT-Temperatursensitivitiat bei der Erwarmung der Messplatte
auf 37°C verursacht wurde, wurden die Daten der ersten halben Stunden von den Ana-
lysen ausgeschlossen. Die Berechnung der lag-Phase war dennoch moglich, da der lineare
Aggregationsbereich bestimmt werden konnte. Hier zeigte sich anders als in den Proben
mit geringerer Seedkonzentration oder ohne Seeds eine umgekehrte pH-Abhéngigkeit mit
negativer Steigung von — 0,39, was auf eine Beschleunigung der Amplifikation mit zuneh-
mendem pH hindeuten wiirde (Abb. 24B). Die Steigungen der einzelnen Aggregationskur-
ven waren bei der spontanen Aggregation steiler als die Steigungen der Amplifikation bei
100nM Seeds. Dies kénnte ein Hinweis sein, dass der Prozess der spontanen Aggregation
mit demselben verkiirzten Peptid schneller ablief als die Amplifikation mit der Volllingen-
variante des AB-Peptids. Insgesamt war die lag-Phase jedoch im Vergleich zu den Proben
mit geringerer Seedkonzentration oder ohne Seeds unter allen getesteten pH-Bedingungen
erwartungsgemaf kiirzer (Abb. 24A+B). Die lag-Phase betrug ca. 32 Minuten bei pH 7
und 0 Minuten bei pH 8.5 (Abb. 24B). Die Differenz der lag-Phase von pH 7 bis pH
8,5 in Anwesenheit von 100nM Seeds war mit 32 Minuten am geringsten (Abb. 24C).
Die Amplifikation bei hoher Seedkonzentration ist vermutlich nur gering vom pH-Wert
abhéngig.

Zusétzlich wurde der Einfluss von 150 mM NaCl auf das Aggregationsverhalten in einem
Zeitfenster von 30 Stunden bei den oben genannten pH-Werten untersucht (s. Anhang 40).
Auffillig waren die stark sinkenden ThT-Fluoreszenzsignale unmittelbar nach Erreichen
des maximalen Signals der ThT-Fluoreszenz, die darauf hindeuteten, dass in dem unter-
suchten Zeitraum kein stabiles Gleichgewicht zwischen der Assoziation und Dissoziation
der Monomere an den Seed erreicht wurde. Die sinkenden ThT-Signale deuteten auf eine
starkere Dissoziation der entstandenen Aggregate und somit einem instabilen Zustand hin.

Dieser Effekt wurde ebenfalls bei einem pH-Wert von 9 und ebenso ohne die Verwen-
dung von NaCl beobachtet (Daten nicht gezeigt), weshalb weitere Optimierungsschritte
bei pH 9 oder unter Salzbedingungen nicht erfolgten.
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Abb. 24: pH-Optimierung bei 37°C fiir die AB42-Amplifikation durch AB1i_42

(A) Aggregationsverlauf von 1 pM AB;;.42 in Abwesenheit (braun) oder in Anwesenheit
von 10 (griin) oder 100nM (blau) ABs2 -Seeds mittels ThT-Fluoreszenzfarbstoff. Oben
links: bei pH 7; oben rechts: pH 7,5; unten links: pH 8; unten rechts: pH 8,5. Alle Puffer
bestanden aus 40 mM Tris-HCI. Die Aggregationskurven wurden auf die Werte 0 und 1
normalisiert und anschlieBend mit einem gleitenden Mittelwert von einem Datenfenster
von 5 aufeinanderfolgenden Werten geglédttet. Replikatanzahl n=2. (B) Darstellung der
lag-Phase der einzelnen Aggregationskurven (quadratische Symbole) und der Mittelwerte
der Duplikate (Kreis) mit zunehmendem pH-Wert. Lineare Regressionsgerade durch die
Mittelwerte zur Bestimmung des pH-Einflusses auf die lag-Phase und dazugehoriger Stei-
gung in nebenstehender Tabelle. (C) Balkendiagramm der Differenz der lag- Phase von pH

7 bis pH 8,5.
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Weitere Optimierungsschritte beinhalteten die Untersuchung der Temperatur bei verschie-
denen pH-Werten. Von den getesteten Bedingungen bei pH 7; 7,5 oder 8 und einer Tem-
peratur von 37°C; 30°C oder 25°C konnte die Losungsbedingung pH 8 bei 25°C die ldngste
lag-Phase von der spontanen Aggregation gegentiber der Amplifikation erzielt werden (s.
Abb. 25; vollstdndiger Datensatz im Anhang 41). Die lag-Phase fiir die spontane Aggre-
gation betrug 1,9+ 0,2 Stunden. Durch die Zugabe von 1nM Af42-Seeds reduzierte sich
die lag-Phase auf 0,9 £+ 0,2 Stunden und durch die Zugabe von 10 nM Seeds um weitere 0,4
Stunden auf 0,5 £ 0,2. Bei der héchsten Seedkonzentration stieg das ThT-Fluoreszenzsignal
bereits nach 6 Minuten an (Abbildung 25B).
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Abb. 25: Amplifikation von AB42-Seeds mittels AB11.42-Substrat bei pH 8 und 25°C

(A) Aggregationsverlauf von 5pM ABi1.42 bei pH 8 und 25°C. Die Aggregationskurven
wurden auf die Werte 0 und 1 normalisiert und anschlieBend gemittelt. Die verwendeten
AB42-Seedskonzentrationen sind 1, 10 oder 100nM im Farbgradienten von griin bis blau
oder 0nM fiir die Kontrolle (braun). Darstellung der Mittelwerte der Triplikate (n=3) +
Standardabweichung. (B) Berechnete lag-Phase der Aggregationskurven fir die jeweilige
Seedkonzentration mit Standardabweichung.




63 3 Ergebnisse

o Nach Optimierung der Losungsbedingungen fiir die AB42-AfB11-42 -Ko-Aggregation
konnte die lag-Phase der spontanen Aggregation deutlich verzégert werden im Ver-
gleich zu den Reaktionsansétzen mit einer Seedkonzentration von bis zu 1 nM. Durch
die Ubertragung der optimierten Losungsbedingungen auf den Amplifikationsschritt
im sFIDA (s. Anhang 45) konnte trotzdem keine zuverldssige Amplifikation auf der
Oberfliche beobachtet werden. Aufgrund dessen wurde im nédchsten Abschnitt der
Arbeit ein anderes amyloides Protein als Anwendungsbeispiel fiir die Amplifikation

im sFIDA-Assay herangezogen.

Die bisherigen Optimierungsarbeiten fiir A@ beinhalteten die Blockierung spontan ent-
standener AP4s-Aggregate an die freien Fangerantikorper mit einem Blockierungspeptid.
Auflerdem wurde BSA als Regulator fiir die AB-Amplifikation getestet. Beide Strategi-
en konnten falsch-positive Signale durch spontan entstandene Aggregate nicht zuverlissig
verhindern.

Als weitere Moglichkeit wurde das N-terminal trunkierte AB1i.42 verwendet, das durch
die fehlenden Epitope per se nicht an die Fangerantikérper binden konnte. Fiir die Am-
plifikation der AQ2-Seeds mit Af1;42 wurden die Loésungsbedingungen mittels ThT-
Aggregationsexperimente optimiert. Entgegen den Erwartungen konnte die Amplifikation
auf der Glasoberfliche im sFIDA bei den optimierten Bedingen von 25°C und pH 8 nicht
nachgewiesen werden.

Daher werden im Folgenden die Optimierungsarbeiten sowohl fiir a-Synuclein als auch
fiir AB4o parallel durchgefiithrt, um auch geeignete Losungsbedingungen fiir die kontrol-

lierte Amplifikation mit Volllingen-AB42-Substrat zu finden.
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3.3 Adaption der Amplifikation von immobilisierten o-Synuclein-Seeds im
sFIDA

Im folgenden Kapitel dieser Arbeit wurde o-Syn, ein weiteres amyloides Protein mit ei-
nem Molekulargewicht von 14 kDa, das hauptséichlich mit der Parkinson-Krankheit (PD)
assoziiert wird, untersucht. Die Parkinson-Krankheit ist unter den neurodegenerativen Er-
krankungen die zweithdufigste Krankheit und geht mit der Aggregation von o-Syn einher,
das sich intrazellular vor allem in Neuronen in sogenannten Lewy-Kdérperchen ablagert.
Diese Einschluss-Koérperchen beinhalten neben aggregiertem a-Syn mehr als 70 weitere Be-
standteile [62], darunter auch Ubiquitin, ein Protein, das den Abbau von Proteinen durch
posttranslationale Modifikation (Ubiquitinierung) signalisiert und anschlieBend durch das
Proteasom, einem regulatorischem Proteinkomplex, vollzogen wird. Die Anwesenheit von
Proteinen des Proteasoms in Lewy-Korperchen deuten auf eine beeintrichtigte Regulie-
rung des Proteinabbaus hin. Auch die Anwesenheit des Proteasoms selbst ist ein Indikator
flir einen gestorten Proteinabbau. Obwohl Lewy-Korperchen im Zusammenhang mit Neu-
ronensterben stehen, ist die Ursache fiir das Neuronensterben nicht geklirt. Ahnlich wie
bei der Alzheimer-Krankheit, bei der die Bedeutung von AB-Oligomeren vermutlich haupt-
séchlich fiir Neurodegeneration verantwortlich ist, riickt die Bildung von a-Syn-Oligomeren
fiir die PD-Pathogenese ebenfalls in den Fokus [63].

Zwischen AP und a-Syn sind hinsichtlich der Krankheits-assoziierten Aggregation oder
der Ablagerung dieser Proteine in kompakte Strukturen wie den extrazelluldren Plaques
bzw. intrazelluldren Lewy-Korperchen Parallelen zu ziehen. Auch die Eigenschaft der be-
schleunigten Aggregation bzw. Amplifikation in Anwesenheit von Seeds haben beide Pro-

teine gemeinsam.

o-Syn weist im Vergleich zu AP eine geringere Neigung zur spontanen Aggregation auf,
weshalb diagnostische Verfahren, die auf Amplifikation basieren, fiir CSF-Proben zuver-
lassig eingesetzt werden und eine Sensitivitiat von bis zu 95 % und eine Spezifitat von bis
zu 100 % erreichen [64].

Aufgrund der gemeinsamen Eigenschaften und des Vorteils der geringeren Tendenz von
a-Syn zur spontanen Aggregation, soll anhand von a-Syn das Prinzip der Amplifikation auf
der sFIDA-Oberfliache tiberpriift werden. Das Ziel ist hierbei a-Syn als Anwendungsbeispiel
fur die Amplifikation eines kankheitsassoziierten Proteins zu nutzen und gegebenenfalls

weitere Parallelen zur AB-Amplifikation im sFIDA zu entschliisseln.

3.3.1 Konzeptnachweis der a-Syn-Amplifikation auf der Glasoberflache

In einem ersten Experiment wurde die Inkubationsdauer der o-Syn-Amplifikation durch
die Beobachtung des Aggregationsverlaufs mittels ThT und in Anwesenheit von o-Syn-

Seeds oder ohne Seeds ermittelt (26B). Fiir die folgenden Experimente wurde in E. coli
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BL21 (DE3) synthetisiertes Wildtyp (WT)-a-Syn hergestellt (s. Materialien und Metho-
den 2.6). Die hier verwendeten Seeds wurden zusétzlich mittels Rasterkraftmikroskopie
vermessen und zeigten fibrillenartige Strukturen mit einer Lidnge von mehreren 100 nm
und einem Durchmesser von ungefihr 10-12nm (26A). Die Fibrillen wurden unmittel-
bar vor dem Start des Experiments mit einer Ultraschallsonde sonifiziert, um die Anzahl
der Seeds zu erhohen. Eine Substratkonzentration von 1pM oder 10 pM (Daten nur von
Bedingungen mit 10 pM Substrat gezeigt) und Pufferbedingungen bei pH 7,5 und 37°C
wurden fiir dieses Experiment gewédhlt (Abb. 26). In Anwesenheit von 100 nM Seeds ist
die Amplifikation durch einen sofortigen Anstieg der ThT-Fluoreszenz zu beobachten. In
Anwesenheit von 100 pM Seeds und in der Kontrolle ohne Seeds wurde auch nach 3 Tagen
Inkubation kein Anstieg in der ThT-Fluoreszenz beobachtet, da entweder keine Amplifi-
kation in Anwesenheit von 100 pM Seeds oder spontane Aggregation in der Kontrolle ohne
Seeds stattfand. Eine weitere Erklarung wére moglicherweise, dass die Beobachtung des
Aggregationsverlaufs durch ThT unter den gewéhlten Bedingungen in einem Plattenlese-

gerét nicht ausreichend sensitiv bei sehr niedriger Seedkonzentration ist.

Da im nachfolgenden sFIDA-Experiment Fluorochrom-konjugiertes a-Syn verwendet wer-
den sollte, wurde bereits fiir die Ermittlung der Inkubationsdauer Fluorochrom-konju-
giertes a-Syn eingesetzt.

Die Fluorochrom-Markierung erfolgte iiber die spezifische Maleimide-Thiol-Konjugation.
Da Wildtyp-a-Syn keine thiolhaltigen Cysteine enthélt, wurde eine a-Syn-Mutante herge-
stellt, an der das Tyrosin an Position 136 durch ein Cystein ausgetauscht wurde und
die Fluorochrom-Konjugation mit HiLyte488-Maleimide oder HiLyte647-Maleimide somit

spezifisch an das Cystein erfolgen konnte.

In einem nachfolgenden sFIDA-Experiment wurden wie im Experiment zuvor Pufferbedin-
gungen fiir den Amplifikationsschritt bei pH 7,5 und eine Temperatur von 37°C gewéahlt.
Der Farbstoff-Markierungsgrad des a-Syn lag ebenfalls bei einem Prozent. Anders als im
Experiment zuvor wurden die Proben fiir vier Tage amplifiziert. Beispielbilder aus den ko-
lokalisierten Fluoreszenzkanilen zeigen insbesondere die Proben mit 100nM und 10nM
Seeds sehr deutlich, dass sich fibrillenartige Strukturen an einen Seed gebildet haben (26C).
Die eingesetzten Seeds wurden somit stark amplifiziert. In diesem Experiment konnte die
Amplifikation eines amyloiden Proteins auf der Glasoberfliche nachgewiesen werden. Auf
dieser Grundlage und durch zusétzliche Optimierungsarbeiten sollen im Folgenden geeig-

nete Bedingungen fiir die Amplifikation von Af und o-Syn gefunden werden.
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Abb. 26: Ermittlung der Inkubationsdauer fiir die o-Syn-Amplifikation durch die Beobach-
tung des Aggregationsverlaufs mittels ThT und Visualisierung der Amplifikation
im sFIDA-Assay

(A) AFM-Aufnahme von a-Syn-Seeds, davon 1% mit dem Fluorochrom HiLyte488 kon-
jugiertes Y136C-o-Syn. (B) Amplifikation von 100 pM (griin) oder 100nM (blau) o-Syn-
Seeds aus A) mit 10pM a-Syn-Substrat, davon 1% mit dem Fluorochrom HiLyte647
konjugiertes Y136C-a-Syn. Die Amplifikation erfolgte bei pH 7,5 und 37°C. Die Sub-
stratkontrolle (braun) enthielt 10nM o-Syn. Die Aggregationskurven wurden in Tripli-
katen gemessen und fir die Darstellung gemittelt (+ Standardabweichung). (C) Ko-
lokalisierte Beispielbilder der a-Syn-Amplifikation im sFIDA bei pH 7,5 und 37°C fiir
4 Tage. 1 % HiLyte488-konjugierte Seeds (in den Bildern violett-weify dargestellt) + 10 nM
1 % HiLyte647-konjugiertes Substrat (schwarz dargestellt). Substratkontrolle = 10 pM Sub-
strat ohne Seeds.
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3.3.2 Optimierung von Pufferbedingungen und Substratkonzentration zur

Amplifikation von a-Syn-Seeds

Die spontane Aggregation ist von vielen Faktoren und insbesondere von den Umgebungs-
bedingungen des Proteins abhidngig. Dazu gehort beispielsweise der pH, da bei niedrige-
rem pH die Protonierung des negativ-geladenen C-Terminus des a-Syn verursacht werden
kann, wodurch die spontane Aggregation gefoérdert wiirde [65]. Auch bei A wurde eine
Abhéngigkeit der Aggregation von dem pH-Wert beobachtet [66, 67]. Auch die Tempe-
ratur kann die Aggregation fordern, wobei eine hohe Temperatur mit der Bildung von
stabilen Aggregaten einhergeht [68]. Zusétzlich kann die Salzkonzentration der Umgebung
die Proteinaggregation beeinflussen, indem lonen die Ladung von positiven oder negativen
Aminoséureseitenketten abschirmen kénnen, wodurch es zu inter- und intramolekularen
Ladungsanziehungen oder -Abstoffungen kommt [68].

Neben den Puffer- bzw. Loésungsbedingungen und der Temperatur ist auBlerdem die
Konzentration des Proteins ein wichtiges Kriterium, da die spontane Aggregation eine
kritische Proteinkonzentration erfordert. So liegt diese im physiologischen pH-Bereich und
einer NaCl-Konzentration von etwa 140 mM fiir AB bei 60-120nM monomeres Protein
[56] und fiir a-Syn bei mindestens 10 pM monomeres Protein [69].

In den folgenden Experimenten sollen die genannten Parameter untersucht werden. Die
Substratinkubation erfolgte in den nachstehenden Experimenten fiir ca. 20 Stunden. Die
Amplifikation von o-Syn erfolgte grundsatzlich bei 37°C, die von Af3 dagegen bei Raumtem-
peratur, da aufgrund der starken spontanen Aggregation von Af eine kéltere Temperatur

von ca. 25°C bevorzugt wurde.

Optimierung des pH-Werts und der Substratkonzentration

Untersucht wurden die spontane Aggregation und Amplifikation in Anwesenheit von 0,1
oder 1 nM Seeds im pH-Bereich von 7,5 bis 8,5. Aufgrund der verstédrkten Aggregation
unter sauren Bedingungen [70] wurden nur pH-Werte iiber 7,5 getestet. Zusétzlich wur-
den fiir das Protein o-Syn Substratkonzentrationen von 1, 5 oder 10 uM getestet und fiir
AP Substratkonzentrationen von 500nM, 1 oder 5 M getestet. Der Nachweis erfolgte in
diesem Experiment ausschliellich durch Fluorochrom-konjugierte Detektionsantikorper (s.
schematische Abbildung 27).
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Schematischer Aufbau
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Abb. 27: Schematischer Aufbau des sFIDA-Experiments zur Optimierung des pH-Werts
und der Substratkonzentration

Fiir die Amplifikation der Seeds werden o-Syn- oder AP4o-Seeds an den Féngeranti-
kérper gebunden und mit o-Syn- bzw. A42-Substrat fiir 20 h inkubiert. Die verwendeten
Detektionsantikérper mit unterschiedlichen Fluorochromen kénnen die Seeds binden und
erzeugen nach Anregung Signal im sFIDA-Assay. Bei der Kontrolle werden die Seeds an
den Féangerantikorper gebunden. Alternativ wird nur Puffer fiir die Bedingung ohne Seeds
inkubiert. Die an den Seeds gebundenen Detektionsantikérper erzeugen nach Anregung Si-
gnal im sFIDA wohingegen bei Bedingungen ohne Seeds kein Signal erzeugt werden kann.
Als Substratkontrolle werden Bedingungen bezeichnet, die mit Substrat aber ohne Seeds
inkubiert werden. Gegebenenfalls entstehen spontan Aggregate, die an den Féngerantikor-
per binden konnen. Diese kénnen zusétzlich durch Detektionsantikérper gebunden werden
und erzeugen unspezifischen Hintergrund.
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Im Folgenden sind die Ergebnisse fiir die Bedingungen gezeigt, die die héchsten Signa-
le in den amplifizierten Proben im Vergleich zur spontanen Aggregation, der jeweiligen
Substratkontrolle, aufwiesen. Diese sind in nachstehender Tabelle unter allen getesteten

Bedingungen durch ein ,,X“ angegeben.

Tabelle 4: getestete pH-Werte und Substratkonzentration

o-Syn AP
H H
Substrat ’ 75180185 Substrat P 75|80 |85
1 M 500 nM
5 uM 1 M
10 pM X 5 pM X | X

Fiir a-Syn ergab die Amplifikation bei einem pH-Wert von 8 und einer Substratkonzentra-
tion von 10 pM die stérksten Signale im Vergleich zur spontanen Aggregation (Abb. 28).
Durch die Ko-Lokalisation der Signale aus beiden Fluoreszenzkanélen ist zwar ein Anteil
der spontanen Aggregation zu erkennen, dennoch sind die Signale in Proben, die Seeds ent-
hielten hoher als in der Probe ohne Seeds (28C). Aulerdem konnte durch die Amplifikation
der Seeds eine groflere Signalsteigerung beziiglich der Probe ohne Seeds erzielt werden als
in den nicht-amplifizierten Seeds (= Kontrolle). Das Signals der einzelnen Proben wurde
fiir diese Beurteilung durch die jeweilige Probe ohne Seeds (= Hintergrund) dividiert. Das
Signal in der Kontrolle (ohne Substrat) ist somit bei einer Seedkonzentration von 0,1 nM
um 1,5-fach héher als in der Kontrolle ohne Seeds und bei einer Seedkonzentration von
1nM 3,7-fach hoher. Durch die Amplifikation ist der Faktor bzw. die Signalsteigerung
beziiglich der Kontrolle ohne Seeds héher und betrug 1,8 bzw. 4,2 bei den entsprechenden
Seedkonzentrationen von 0,1 nM oder 1 nM (28C). In den Bildaufnahmen ist die Amplifika-
tion der Seeds durch groflere Partikel bei Substratzugabe und durch mehrere detektierbare
Partikel zu erkennen (28D). Aufgrund der kiirzeren Inkubationszeit des Substrats im Ver-
gleich zum Experiment zuvor, sind noch keine fibrillenartigen Strukturen erkennbar, da

diese vermutliche erst durch ldngere Inkubationszeiten ausgebildet werden.

Fiir AB ergab die Amplifikation bei einer Substratkonzentration von 5pM und einem
pH-Wert von 7,5 oder 8 die stérksten Signale im Vergleich zur spontanen Aggregation
(Abb. 29). Die Signalsteigerung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ohne Seeds betrigt
in den nicht-amplifizierten Proben fiir die Seedkonzentrationen von 0,1 und 1nM den Fak-
tor 2 bzw. 70,9 und fiir die amplifizierten Proben bei pH 7,5 den Faktor 1,5 bzw. 4,3
bei einer Seedkonzentration von 0,1nM und 1nM Seeds. Bei pH 8 konnte entsprechend
eine Signalsteigerung von 2.4 bzw. 5,5 erzielt werden. Somit wurde bei einer niedrige-

ren Seedkonzentration von 0,1 nM ein Signalgewinn durch die Zugabe des Substrats im
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Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Als Signalgewinn wird die durch die Amplifikation
erzeugte Signalverstdrkung gegeniiber nicht-amplifizierten Proben bezeichnet. Bei einer
hoheren Seedkonzentration von 1nM ist durch die spontane Aggregation des Substrats
das Signal-Rausch-Verhéltnis kleiner im Vergleich zur Kontrolle, weshalb hier kein Signal-
gewinn erzielt werden konnte. Auflerdem ist in den Histogrammen in Abbildung 29B und
in den ko-lokalisierten Beispielbildern (29D) zu erkennen, dass die spontane Aggregation

des Substrats bei pH 7,5 stérker ist als bei pH 8.

Fiir die weiteren Experimente wurde aufgrund dessen und aufgrund des stirkeren Signal-
gewinns durch die Amplifikation bei pH 8 im Vergleich zu pH 7,5 der hohere pH-Wert

ausgewahlt.
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Abb. 28: Optimierung der o-Syn-Amplifikation bei pH 8 und 10 uM a-Syn-Substrat

Ausgewéhlter Bereich der Histogramme der (A) Kontrolle (K) ohne Substrat fiir die Signale der CF633-konjugierten (links) und CF488A-konjugierten
(rechts) Detektionsantikorper und (B) der Proben, die fir 20 Stunden mit 10 pM Substrat inkubiert wurden. Die Seedkonzentration betrug 0, 0,1
oder 1 nM. Der CutOff von 0,1 % ist durch die horizontale Linie dargestellt. (C) Balkendiagramme der Signale der Kontrolle K und der Proben, die
mit 10 nM Substrat bei pH 8 inkubiert wurden. Signale des CF633-konjugierten und CF488A-konjugierten 211-Antikérper und der Ko-Lokalisation.
(D) Ko-lokalisierte Beispielbilder der Kontrollen ohne Seeds oder mit 1 nM a-Syn-Seeds und + Substrat.
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Abb. 29: Optimierung der AB-Amplifikation bei pH 7,5 oder 8 und 5 pM AB-Substrat

Ausgewéhlter Bereich der Histogramme der (A) Kontrolle (K) ohne Substrat fiir die Signale der CF633-konjugierten (links) und CF488A-konjugierten
(rechts) Detektionsantikorper und (B) der Proben, die fiir 20 Stunden mit 5 uM Substrat bei pH 7,5 oder 8 inkubiert wurden. Die Seedkonzentration
betrug 0, 0,1 oder 1 nM. Der CutOff von 0,1 % ist durch die horizontale Linie dargestellt. (C) Balkendiagramme der Signale bei einem CutOff von
0,1 %. Signale des CF633-konjugierten Nab228-Antikorper und AF488-konjugierten 6E10-Antikorper sowie der Ko-Lokalisation. (D) Ko-lokalisierte
Beispielbilder der Kontrollen ohne Seeds oder mit 1 nM o-Syn-Seeds und 4+ Substrat bei pH 7,5 oder 8.
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Amplifikation der Seeds in Losung und Verwendung von Fluorophor-konjugiertem

Substrat

Da bei a-Syn trotz der geringeren Neigung zur spontanen Aggregation durch die Zugabe
des Substrats erhohter Hintergrund beobachtet wurde, erfolgte die Amplifikation in den
nachstehenden Experimenten vorab in Lésung mit anschliefender Inkubation der amplifi-
zierten Seeds auf der Antikorper-beschichteten Glasoberflache (s. schematische Abbildung
30).

Durch die Bindung des Substrats an die freien Féngerantikorper wird lokal eine erhéhte
Monomerkonzentration verursacht, wodurch vermutlich die Bildung von spontanen Ag-
gregaten gefordert wird. Die spontane Bildung eines Nukleationskeims hingegen wird in
Losung bei geringerer lokalen Konzentration unwahrscheinlicher, insbesondere wenn in
unmittelbarer Néhe ein frei zugénglicher Seed vorliegt.

Ein weiterer Vorteil ergibt sich durch die erhthte Anzahl der Freiheitsgrade des unge-
bundenen Seed in Lésung im Vergleich zu dem an den Fangerantikérper gebundenen Seed,
wodurch die Zugédnglichkeit fiir das Substrat erhoht wird. Denn durch die Bindung der
Seeds an die Fangerantikorper werden potenzielle Bindestellen fiir das Substrat verdeckt,

wodurch die Amplifikation der Seeds auf der Oberfliche moglicherweise eingeschrénkt ist.

In den folgenden Experimenten wurde fiir die Amplifikation aulerdem 1-5 % HiLyte647-
konjugiertes AB oder Y136C-o-Syn verwendet.

Die Amplifikation erfolgte grundsétzlich bei pH 8 und einer Seedkonzentration zwischen
1pM und 10nM.

Wie im vorherigen Experiment wurden nur die Ergebnisse fiir die Bedingungen gezeigt, die
das starkste Signal durch Amplifikation aufwiesen. Diese sind in nachstehender Tabelle
unter allen getesteten Bedingungen durch ein ,X* angegeben. In einem unabhingigen
Experiment zeigte die Verwendung von 2 % und 5 % HiLyte647-konjugiertes Y136C-o-Syn
starkes Hintergrundrauschen weshalb diese Bedingungen nicht erneut getestet wurden und
aufgrund dessen in der Tabelle nicht mehr aufgefithrt werden. Fiir die Amplifikation von

a-Syn-Seeds wurde optional der Einfluss von 12,5 mM NaCl getestet.
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Schematischer Aufbau
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Abb. 30: Schematischer Aufbau des sFIDA-Experiments zur Optimierung des (Fluoro-
chrom-konjugierten) Substrats in Losung

Bei der Amplifikation der Seeds in Losung werden a-Syn- oder AB42-Seeds mit o-Syn-
bzw. AB42-Substrat fiir 20 h inkubiert und anschlieBend an den Fangerantikérper gebun-
den. Optional wird Fluorochrom-konjugiertes Substrat in Rot verwendet. In diesem Fall
erfolgt die Detektion zusatzlich mit einem Detektionsantikorper in Griin anstatt mit zwei
Detektionsantikérpern in Rot und Griin. Das Fluorochrom-konjugierte Substrat und die
verwendeten Detektionsantikdrper erzeugen nach Anregung Signal im sFIDA-Assay. Bei
der Kontrolle werden die Seeds an den Fangerantikérper gebunden. Alternativ wird nur
Puffer fiir die Bedingung ohne Seeds inkubiert. Die an den Seeds gebundenen Detektions-
antikorper erzeugen nach Anregung Signal im sFIDA wohingegen bei Bedingungen ohne
Seeds kein Signal erzeugt werden kann. Als Substratkontrolle in Losung werden Be-
dingungen bezeichnet, die mit Substrat aber ohne Seeds inkubiert werden. Gegebenenfalls
entstehen spontan Aggregate, die an den Fangerantikorper binden kénnen. Diese kénnen
zusétzlich durch Detektionsantikérper gebunden werden und erzeugen unspezifischen Hin-
tergrund.
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Tabelle 5: Getestete Konzentration des Fluorochrom-konjugierten Substrats

o-Syn AB
Fluorochrom Substrat
0% | 1% 5 nM
Substrat Fluorochrom

5 pM 0% X

10 pM X 1% X
5 pM + NaCl X 2%
10 pM + NaCl 5%

Fiir o-Syn konnte das starkste Signal durch die Amplifikation erneut bei der Verwendung
von unkonjugiertem Substrat in einer Konzentration von 10 pM beobachtet werden oder
bei der Verwendung von 5pM Substrat unter NaCl-Zugabe (Abb. 31).
Erstaunlicherweise waren die Signale in den amplifizierten Proben bei allen getesteten
Seedkonzentrationen hoher als in der entsprechenden Kontrolle ohne Seeds wohingegen
nicht-amplifizierte Seeds ab einer Konzentration von 100 pM stérkere Signale als die ent-

sprechende Kontrolle ergaben. Wenn auch die Signale der amplifizierten Seeds bei

CF633-konjugierter 211-Antikérper CF488-konjugierter 4D6-Antikdrper Ko-Lokalisation
5 5 5
10 Bx 10 Ox 10 K
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5 uM unkonjugiertes Substrat + NaCl 5 pM unkonjugiertes Substrat + NaCl 5 puM unkonjugiertes Substrat + NaCl
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10%+ =
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Abb. 31: Optimierung der a-Syn-Amplifikation in Lésung mit 10 pM Substrat oder 5 nM
Substrat und 12,5 mM NaCl

Balkendiagramme der Signale von 0 und 1 pM-10nM amplifizierter Seeds bei einer Sub-
stratkonzentration von 10 pM oder 5pM o-Syn-Substrat + 12,5mM NaCl und der Kon-
trolle K (ohne Substrat). CutOff =0,1 %.

der Verwendung von 10 pM Substrat mit zunehmender Seedkonzentration nur schwach
steigen, wird bereits bei einer Seedkonzentration von 1pM eine Signalsteigerung in der

Ko-Lokalisation von Faktor 4,4 erreicht und bei der Verwendung von 10nM Seeds eine
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Signalsteigerung von 12,8 erreicht im Vergleich zur Probe ohne Seeds (Abb. 31).

Die Amplifikation durch 5pM Substrat in Anwesenheit von 12,5 mM NaCl erzeugte ein
durchschnittlich 8,5-faches 4+ 1,7 hoheres ko-lokalisiertes Signal als die Probe ohne Seeds.
Das Signal steigt in diesem Fall nicht stetig mit steigender Seedkonzentration (Abb. 31).

Durch die Optimierungsschritte konnte mittels Amplifikation ein Signalgewinn des un-
teren Seed-Konzentrationsbereich erzielt werden. Dadurch konnten Seeds auch unterhalb
von 100 pM nachgewiesen werden, die ohne Amplifikation kein Signal iiber dem Hinter-

grundrauschen verursachten.
Die Amplifikation von AP-Seeds liefert ebenfalls einen Signalgewinn im unteren
Seed-Konzentrationsbereich bei der Verwendung von 5pM unkonjugiertem oder 1%

Fluorochrom-markiertem Substrat (s. Abb. 32).

CF633-konjugierter Nab228-Antikérper
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Abb. 32: Optimierung der AB-Amplifikation in Losung mit unkonjugiertem oder 1%
Fluorochrom-konjugiertem Substrat

Balkendiagramme der Signale von 0 und 1 pM-10nM amplifizierter Seeds bei einer Sub-
stratkonzentration von 5puM oder 5 pM ABy4e-Substrat, davon 1% HiLyte647-konjugiert
und der Kontrolle ohne Substrat. Die Detektion erfolgte durch einen AF488-konjugierten
6E10-Antikérper und durch das HiLyte647-konjugiert Substrat oder optional einen CF633-
konjugierten Nab228-Antikorper CutOff =0,1 %.

Insgesamt konnten durch die Optimierungsschritte der Amplifikation sowohl fiir a-Syn als
auch fiir AP Seeds unterhalb einer Konzentration von 100 pM nachgewiesen werden, die

ohne Amplifikation kein Signal iiber dem Hintergrundrauschen erzeugten (Abb.32).

Anhand von o-Syn konnte zundchst das Prinzip der Amplifikation auf der Oberfliche

nachgewiesen werden, allerdings erfolgte wihrend der Optimierungsarbeit der entschei-
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dende Wechsel von der Amplifikation auf der Oberfliche zur Amplifikation in Lésung.
Denn selbst bei einem Protein mit geringerer Aggregationsneigung wurden in der hochst
sensitiven sFIDA-Methode storende spontan entstandene Aggregate des Substrats beob-
achtet.

In dieser Arbeit konnten konsistente FErgebnisse beziiglich der a-Syn-Amplifikation in-
sofern erzielt werden, als dass die Amplifikation im angestrebten Bereich der niedrigeren
Seedkonzentrationen zu einer Signalverstarkung gegeniiber nicht-amplifizierter Seeds fiihr-
te.

Fiir A konnten hinsichtlich der Amplifikation keine Bedingungen ermittelt werden, die
eine kontrollierte Amplifikation von Af-Seeds reproduzierbar ermdglichte.

Der Ubergang zur Amplifikation in Losung war jedoch im Zusammenspiel mit der Opti-
mierung der Losungsbedingungen ein entscheidender Schritt in der gezielten Amplifikation
der AB-Seeds. Fiir eine angestrebte Routineanwendung in der Diagnostik sind ergédnzende

Optimierungsschritte erforderlich.

3.3.3 Amplifikation von o.-Syn-Seeds aus Hirnhomogenat einer transgenen

Maus

Um die Amplifikation von a-Syn-Seeds aus einer biologischen Probe zu iiberpriifen, wur-
de Hirnhomogenat transgener Méuse der Linie TgM83%/- verwendet. Diese produziert das
mutierte humane A53T o-Syn-Protein, das bei einer familidren Parkinson-Erkrankung vor-
kommt [71]. Es wurde Hirnhomogenat von jeweils einer erkrankten Maus, die mit 50 ng
humanen WT-a-Syn-Fibrillen intrazerebral infiziert wurde oder einer Kontrolle, die alter-
nativ 50 pg BSA verabreicht bekommen hat, verwendet (fiir Details s. Lohmann et al. [72]).
Erkrankte Mause starben nach etwa 133 Tagen und zeigten pathologische Auffalligkeiten
in Form von o-Syn-Fibrillen und phosphoryliertem a-Syn in Hirngewebeschnitten [72]. Die
Kontrollen hingegen zeigten keine pathologischen Auffélligkeiten und tberlebten innerhalb
des beobachteten Zeitraums von 500 Tagen [72]. In den Arbeiten von Birkmann et al. [31]
und erst kiirzlich von Kass et al. [73] wurden amyloide Partikel aus Hirnhomogenat wie
PrP-Partikel aus Rindern oder Af-Partikel aus humanen Hirnproben auf der Oberfliche
im sFIDA konzentriert und nachgewiesen.

Da die Amplifikation von synthetischen a-Syn-Seeds in dieser Arbeit ebenfalls auf der
Oberfléche erfolgreich nachgewiesen werden konnte (s. 3.3.1), sollte das erste Experiment
der Amplifikation von a-Syn-Seeds aus einer biologischen Probe ebenfalls auf der Oberfla-
che erfolgen. Mogliche Matrixeffekte (Maskierung der Seedoberfliche, storende Wechsel-
wirkungen des Substrats oder der Detektionsantikérper mit Probenkomponenten) wiirden
minimiert werden, da nach Bindung der Seeds an die Fangerantikorper die Probe gewa-
schen wird. Um die Amplifikation geméfi Optimierungsarbeiten in Losung zu vollziehen,
miissen in weiteren Schritten Probenverdiinnungs-Untersuchungen durchgefiithrt werden.

In diesem Experiment wurde zusétzlich das von Henke etablierte Protokoll der Protein-
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fallung mittels PTA getestet [1].
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Abb. 33: Amplifikation von a-Syn-Seeds aus TgM83*/--Hirnhomogenat

(A) Balkendiagramm einer synthetischen a-Syn-Seedkonzentrationsreihe in Puffer, die mit
10 pM Substrat, davon jeweils 1 % mit HiLyte488 oder mit HiLyte647 konjugiertes Y136C-
o-Syn, 4 Tage bei 37°C bei pH8 inkubiert wurden. (B) Beispielbilder der Konzentratio-
nen von 100 pM-10nM Seeds und der Substratkontrolle ohne Seeds (0). (C) Balkendia-
gramme von jeweils 1% Hirnhomogenat einer Kontrolle oder erkrankten TgM831/~ Maus,
die mit 50 pg BSA beziehungsweise WT a-Syn-Seeds intrazerebral behandelt wurde. Das
Hirnhomogenat wurde entweder unbehandelt fiir den sSFIDA verwendet oder nach dem
PTA-Protokoll vorbereitet (s. 2.9). Die Substratinkubation erfolgte unter den in (A) be-
schriebenen Bedingungen. (D) Beispielbilder der amplifizierten Hirnhomogenate von (C).
Dargestellt sind ausschlielich ko-lokalisierte Signale in den Balkendiagrammen und in
den Bildern. Der CutOff von 0,1 % wurde anhand der Substratkontrolle (keine Seeds aber
Substrat) bestimmt.

Anhand einer synthetisch hergestellten o-Syn-Seedkonzentrationsreihe sind nach vier Ta-

gen Substratinkubation klare Fibrillen ab einer Seedkonzentration von 100 pM zu erkennen
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(33B). In den darunterliegenden Konzentrationen und der Kontrolle ist ein partikelartiger
Hintergrund zu erkennen (33B). Im Balkendiagramm nimmt das Signal ab einer Konzen-
tration von 100 pM stetig zu (33A). Das Signal bei 100 pM Seeds tibersteigt jedoch nicht
das Signal von 100 fM Seeds, das aber auch tiber der Kontrolle liegt (33A).
Uberraschenderweise sind in den amplifizierten Seeds aus dem Maushirnhomogenat ne-
ben vereinzelten Fibrillen iiberwiegend ko-lokalisierte Partikel zu erkennen (33D). Das
Hirnhomogenat wurde entweder unbehandelt aufgetragen oder mittels PTA-Fallungspro-
tokoll behandelt. Bei der Amplifikation der Seeds aus den unbehandelten Hirnhomogena-
ten ist kein deutlicher Unterschied zwischen dem erkrankten Tier und der Kontrolle zu
erkennen (33C). Das Signal des erkrankten Tiers liegt mit 57 ko-lokalisierten Pixeln iiber
dem CutOff lediglich um den Faktor 1,2 hoher als die Kontrolle. Die Durchfiihrung des
Fallungsprotokolls bewirkte eine starke Zunahme des Signals in der Kontrolle und dem
Erkrankten Tier. Dabei wurde das Protokoll in einem Fall auch ohne PTA durchgefiihrt (-
PTA), um den Einfluss der Zentrifugationsschritte und der Inkubation mit eine Detergenz
zu Uberpriifen. Dadurch konnte das Signal in dem Kontrolltier um den Faktor 13,7 ge-
geniiber dem unbehandelten Homogenat und in dem erkrankten Tier um den Faktor 15,8
gesteigert werden. Interessanterweise fiihrte die Zugabe von Wolframat zu einem Vermin-
derten Signal in der Kontrolle im Vergleich zum Signal der Kontrolle ohne PTA-Zugabe,
aber zu einer weiteren Signalsteigerung in ,Erkrankt* (33C). Dadurch wurde der Unter-
schied nach PTA-Zugabe zwischen der Kontrolle und dem erkrankten Tier deutlicher. Das
Signal war in diesem Fall 3,5-mal stérker. In den Bildern waren bei dem Hirnhomogenat
des erkrankten Tiers grofie ko-Lokalisierte Partikel zu erkennen, wohingegen in der Kon-

trolle kleinere Partikel erschienen (33D).

Zusammenfassend wurde in diesem Experiment deutlich, dass allein die Durchfiihrung des
PTA-Fillungsprotokolls (ohne PTA-Zugabe) zu einer deutlichen Signalsteigerung fiihrte.
Vermutlich konnten die Seeds mittels Detergenz von anderen Proteinen oder Lipiden ge-
16st werden und durch Zentrifugation von stérenden Komponenten getrennt werden. Die
Zugabe von PTA erhohte das Signal-Rauschverhéltnis von 1,4 (-PTA) auf 3,5 (+ PTA).
Im Rahmen der Préanalytik sollte zuséatzlich der Einfluss von Detergenzien auf eine

biologische Matrix und die damit einhergehende Signalsteigerung untersucht werden.

o In den Experimenten wurde fiir die Amplifikation der o-Syn- oder AB-Seeds die op-
timale Substratkonzentration und der pH-Wert ermittelt. Die Amplifikation erfolgte
zunachst auf der Glasoberfliche und ergab das starkste Signal-Rausch-Verhéltnis fiir
beide Proteine im basischen pH-Bereich von 8. Die optimale Substratkonzentration

betrug 10 pM fiir o-Syn und 5 pM fiir AB.

Durch die Substratzugabe wurde auch bei a-Syn erhéhtes Hintergrundrauschen be-
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obachtet, weshalb der Amplifikationschritt in den Folgeexperimenten vorab in Lo-
sung vollzogen wurde. Dabei wurde alternativ Fluorochrom-konjugiertes Substrat
fiir die Amplifikation und gleichzeitig Detektion verwendet. Fiir o-Syn konnte aber
das stéarkste Signal-Rausch-Verhéaltnis durch unmarkiertes Substrat und anschliefen-
der Detektion mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern erzielt werden. Die Sub-
stratkonzentration von 10 uM konnte auf 5 pM reduziert werden, wenn eine geringe
NaCl-Konzentration hinzugegeben wurde. Bei der Amplifikation von AB-Seeds konn-
te das starkste Signal-Rausch-Verhiltnis durch unmarkiertes oder 1 % Fluorochrom-

konjugiertes Substrat erreicht werden.

Zuletzt konnte die Amplifikation von o-Syn-Seeds aus Gehirnhomogenat einer
TgM83*/~-Mauslinie auf der Glasoberfliche nachgewiesen werden, wenn vorab ein
PTA-Proteinfallungsprotokoll zur Reinigung der Seeds aus dem Hirngewebe ange-

wandt wurde.
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Der Nachweis von Oligomeren wurde in den vergangenen Jahren in der Alzheimer-Dia-
gnostik zunehmend relevanter. Zum einen wird vermutet, dass kleine und l6sliche Oli-
gomere schadlicher als unlosliche und kompakte Plaques seien [26]. Zum anderen wurde
eine starke Korrelation zwischen der Quantitdt der Oligomere und dem Krankheitsbild
beobachtet [9]. Viele Studien bestétigen einen Zusammenhang zwischen erhohten ApB-
Oligomerkonzentrationen in CSF und der Alzheimer-Krankheit; auch wenn grofe Uber-
schneidungen mit der Kontrollgruppe festgestellt wurden [50].

Aus diesem Grund sind ultrasensitive und zuverlédssige Methoden zur Quantifizierung
der AB-Oligomere erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Amplifikation von AB-Oligomeren mit der ultrasen-
sitiven sFIDA-Technologie kombiniert werden, um eine hohere Sensitivitit zu erreichen.
Nach zahlreichen Optimierungsschritten und Strategien zur Verhinderung falsch-positiver
Signale konnte eine Verstarkung des Signals erreicht werden, aber aufgrund begrenzter Re-
produzierbarkeit konnte der Assay fiir die Routine-Diagnose noch nicht angewandt werden.

Mithilfe eines weiteren amyloiden Proteins — a-Synuclein, das in aggregierter Form cha-
rakteristisch fiir Morbus Parkinson ist — konnte zum ersten Mal die Amplfikation eines
Proteins im sFIDA nachgewiesen werden. Das Konzept der Amplifikation auf der Ober-
flache konnte an o-Synuclein erfolgreich erzielt werden. Weitere Optimierungsschritte re-
sultierten jedoch in einen Amplifikationsschritt, der zunéchst in Losung vollzogen werden
sollte, bevor die amplifizierten Seeds an die Fangerantikérper gebunden werden. Durch die
Amplifikation in Losung konnte im Puffersystem letztlich eine gesteigerte Sensitivitit ge-
geniiber nicht-amplifizierten Seeds erreicht werden. Abschlieflend konnten in dieser Arbeit
erstmalig o-Syn-Seeds aus einer biologischen Probe durch praanalytische Behandlung im
sFIDA amplifiziert werden.

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse unter Einbeziehung der wissenschaftlichen

Literatur diskutiert und bewertet.

4.1 Hohe Seedkonzentration ermoglicht Amplifikation von AB-Oligomeren
auf der Oberflache

Die Aggregation, darin eingeschlossen die Amplifikation, ist von der Konzentration der
Monomere und Seeds abhéngig [56, 74]. Monomere und Aggregate befinden sich in ei-
nem thermodynamischen Gleichgewicht. In in vitro Experimenten wurde beobachtet, dass
Fibrillen bei sehr geringer Monomerkonzentration wieder zu monomeren Einheiten dissozi-

ieren konnen [74]. Das Gleichgewicht verschiebt sich dann in Richtung Monomer. Auch bei
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kleineren Oligomeren wurde beobachtet, dass sie im Bereich der sehr geringen physiologi-
schen Konzentrationen mit der Zeit kleiner wurden und wieder vermutlich zu Monomeren
dissoziierten [75]. In einer schematischen Zeichnung sind die Tendenzen des Gleichgewichts

bei hoher und niedriger Proteinkonzentration dargestellt:
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Abb. 34: Vereinfachte Darstellung moglicher Gleichgewichtsszenarien von Monomeren und
Aggregaten

(A) Dynamisches Gleichgewicht zwischen Monomeren und Aggregaten. Die Hin- und
Riickreaktionen sind durch die Pfeile mit der Assoziatrionsrate (k,) bzw. Dissoziationsrate
(kq) dargestellt. (B) Bei hoher Proteinkonzentration [P] verschiebt sich das Gleichgewicht
auf die Seite der Aggregate und bei (C) niedriger Proteinkonzentration verschiebt sich das
Gleichgewicht auf die Seite der Monomere. Dieses Schema ist stark vereinfacht und bildet
keine Intermediatzustinde (z.B. Nukleus) ab und differenziert nicht zwischen einzelnen
Aggregationsspezies wie z.B. Oligomeren oder Fibrillen.

Zur Uberpriifung der Amplifikation synthetisch hergestellter AB-Oligomere auf der
Oberflache wurde eine sehr hohe Seedkonzentration von 1M (Monomere in Seeds) an
die Féngerantikorper gebunden (s. Kapitel 3.1). In diesem Experiment lag das Gleichge-
wicht bei der eingesetzten Seedkonzentration von 1 pM womdglich stark auf der Seite der
aggregierten Seeds, weshalb die Amplifikation in diesem Fall auf der Oberflache deutlich
zu erkennen war (Abb. 9).

Fiir die Detektion war aufgrund der hohen Konzentration nur eine geringe Belichtungs-
zeit notig, weshalb vermeintliches Hintergrundrauschen méglicherweise nicht erfasst wurde.
Nachdem in den Folgeexperimenten eine Anpassung der technischen Parameter aufgrund
von geringeren Seedkonzentrationen nétig war, wurde eine starke Zunahme des Hinter-
grundrauschens durch die Verwendung des Substrats und insbesondere des Fluorochrom-

markierten Substrats beobachtet (s. Kapitel 3.2). Das erzeugte Hintergrundrauschen fiihrte
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zu einem geringeren Signal-Rausch-Verhéltnis, wodurch eine Signalverstiarkung durch eine
mogliche Amplifikation bei geringer Seedkonzentration nicht festgestellt werden konnte.
Es ist anzunehmen, dass bei hoher Seedkonzentration und einer geringen Belichtungszeit
lediglich ein geringer Anteil der gebundenen und amplifizierten Seeds detektiert wurde
(Abb. 9). Diese Vermutung wird durch die relativ geringe Partikelanzahl gestiitzt, die im
Vergleich zur Partikelanzahl aus weiteren Experimenten mit geringerer Seedkonzentration
reduziert war. Auf den Beispielbildern von 100 nM Seeds mit angepasster Belichtungszeit
waren vergleichsweise viele Partikel zu erkennen (fiir Beispiele s. Experimente in Kapitel:
3.2.1, 3.2.3 und 3.2.3).

4.2 Strategien zur Verhinderung falsch-positiver Signale sind unzureichend
bei starker Selbstaggregation und bei der Bildung von polyvalenten

Aggregaten

Die Verwendung von Blockierungspeptiden

Falsch-positive Signale kénnen durch Fluorochrom-markiertes Substrat oder spontan ent-
standene Aggregate entstehen, die spezifisch mit den Fangerantikérpern interagieren kon-
nen (s. schematische Abbildung 11). Eine sterische Blockierung sollte daher durch ein
Blockierungspeptid erfolgen, das an die freien Féngerantikorper bindet. Die Peptide AB14
und AB15 beinhalteten das Epitop fiir die Féngerantikérper 6E10 oder Nab228. Durch einen
bis zu 10-fachen molaren Uberschuss der Blockierungspeptide iiber dem Af42-Monomer
(=Substrat) oder in aggregierter Form (zur Simulierung spontan entstandener Aggre-
gate) sollten die freien Fangerantikorper besetzt werden. Kleine Peptide sind aufgrund
eines grofleren Diffusionskoeffizienten im Vergleich zu grofieren Aggregaten kinetisch be-
giinstigt und kénnen schneller zu den Fangerantikorpern gelangen (s. u. Abb. 35A). Daher
konnten in unseren Experimenten eine effektive Blockierungseffektivitéat fiir spontan ent-
standene Aggregate bis zu etwa einer Stunde erreicht werden. Die Féngerantikorper aus
der Immunglobulin G (IgG) Klasse besitzen divalente Antigenbindestellen, die durch die
Blockierungspeptide lediglich durch eine monovalente Bindung besetzt werden kénnen (s.
u. 35A). Dies ist moglicherweise der Grund fur eine stérkere Blockierung durch das ABis
-Peptid, das durch ein zuséitzliches Cysteamin am C-Terminus Dimere durch die Oxida-
tion der Thiole ausbilden kann. Die Blockierungseffektivitat konnte von 26 % durch die
Verwendung von ABq4 auf 87 % durch die Verwendung von ABis (potenzielles Dimer)
gesteigert werden (s. Abb. 15E). Zur Auflésung einer divalenten Bindung, wie es bei ei-
nem ABi5-Dimer der Fall wére, miissten beide Bindungen gleichzeitig gelost werden [58].
Die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Ereignis eintritt, ist im Vergleich zur Auflésung einer
Einzelbindung viel geringer, weshalb die Bindung um 103 - 107-fach stéirker im Vergleich
zur entsprechenden monovalenten Bindung sein kann [58]. Trotz der starken Bindung des
ABi5-Peptids konnte keine ausreichend stabile Blockierung iiber einen lingeren Zeitraum

wahrend eines Amplifikationsassays hergestellt werden (s. Kapitel 3.2.1). Oligomere, be-
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ziehungsweise spontan entstandene Aggregate, die aus mehreren AB-Einheiten bestehen,
haben mit grofler Wahrscheinlichkeit mehrere zugéangliche Epitope (s. u. 35B) und bieten
daher gegeniiber einem Molekiil mit nur einem oder zwei Epitopen polyvalente Bindungs-
stellen. Dadurch kénnen die Blockierungspeptide durch Oligomere verdrangt werden (s. u.
35C). Hinzu kommt eine reziproke Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten von der Grofie
des Molekiils. Mit zunehmender Molekilgréfie wird der Diffusionskoeffizient dementspre-

chend kleiner und das Molekiil bewegt sich langsamer in Losung (Formel 2).

_ kgT
N 67T77R0

D = Diffusionskoeffizient [m? - s71], kg = Bolzmann-Konstante [J - K], T = Temperatur [K],

(2)

n = dynamische Viskositit des Losungsmittels [N - s-m~2], Ry = hydrodynamischer Radius der

diffundierenden Teilchen [m].

Dies fiihrt dazu, dass ein kurzzeitig von dem Fangerantikorper gelostes Oligomer aufgrund
der geringen Diffusionsgeschwindigkeit und einer weiteren Bindung in rdumlicher Néhe
zum Fangerantikorper verweilt, wodurch eine erneute Bindung unmittelbar eingegangen
werden kann (s. u. 35D). Die Oligomer-Antikorper-Bindung ist aus diesen Griinden als

nahezu irreversibel anzusehen.
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Abb. 35: Verdriangung der Blockierungspeptide durch polyvalente Bindungsmdoglichkeiten
der Oligomere

(A) Kleine Blockierungspeptide mit grofiem Diffusionskoeffizienten D gelangen schnell zu
den Féngerantikorpern und binden monovalent an eine von zwei Bindestellen. (B) Grofle
Oligomere mit kleinem Diffusionskoeffizienten diffundieren langsam zu den Fangerantikor-
pern und bilden eine starke divalente Bindung. (C) Oligomere verdrangen Blockierungs-
peptide mit einfacher Bindung. (D) Bei Losung einer einfachen Bindung des Oligomers
bleibt die rdumliche Ndhe zum Fangerantikorper aufgrund einer weiteren Bindung und
einem geringen D bestehen. Die divalente Bindung kann unmittelbar wieder hergestellt
werden.
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Inhibierung der spontanen Aggregation durch BSA

Eine weitere Strategie umfasste die Inhibierung der spontanen Aggregation durch die Ver-
wendung von Bovines Serumalbumin (BSA), einem ca. 70kDa schweren Protein, das aus
Rinderplasma gewonnen wird und als Aquivalent zum Humanen Serum-Albumin (HSA)
eingesetzt werden sollte. HSA ist mit einer Konzentration von {iber 600 M das hau-
figste Plasmaprotein und bindet bis zu 89 % Plasma-AB [76, 77]. In CSF ist die HSA-
Konzentration mit 3 pM sehr viel geringer als in Plasma [78]. Durch die Verwendung von
BSA sollte in den Amplifikationsassays dieser Arbeit eine schnelle Inhibierung der spon-
tanen Aggregation durch die Bindung der Monomere erzielt werden [59, 34]. Das BSA
und die Seeds sollten dabei um die Monomere konkurrieren. Hierbei wurde angenommen,
dass die Bindung von Af zu BSA viel schwécher als die spezifische AB-Seed-Bindung sei.
Die Dissoziationskonstanten (Kq) von etwa 5-10 pM von HSA und A [77] und etwa 5 uM
von BSA und A [59] kénnen wie vermutet als schwach eingestuft werden, wohingegen bei-
spielsweise eine K4 von 500nM fiir das AB4o-Fibrillenwachstum [79] sehr viel stérker ist.
Idealerweise sollte nach dieser Hypothese die Amplifikation der Seeds nicht beeintréchtigt
werden, da sich das gebundene Monomer bei rdumlicher Annéherung zum Seed und hoher
Affinitdt wieder 16sen sollte.

Die Experimente zeigten wie erwartet eine starke Inhibierung der spontanen Aggre-
gation, wie durch eine Verzogerung der lag-Phase bereits bei der niedrigst gewéhlten
BSA-Konzentration deutlich wurde (s. Kapitel 3.2.2). Zuséatzlich deuteten reduzierte ThT-
Plateau-Werte in Anwesenheit von BSA auf einen viel geringeren aggregierten Anteil und
dementsprechend héherem monomeren Anteil im Gleichgewicht der Reaktion hin (17A).
Entgegen den Erwartungen zeigte sich aber auch eine starke Inhibierung der Amplifikati-
on in Anwesenheit von Seeds (17B+D), da die ThT-Plateau-Werte ebenfalls durch BSA
stark reduziert wurden. Die lag-Phase war im Vergleich zur spontanen Aggregation weni-
ger stark durch die Zugabe von BSA beeinflusst, weshalb von einer stérkeren Inhibierung
der spontanen Aggregation auszugehen ist (17B).

Dass BSA die Amplifikation inhibieren kann, wurde bereits von anderen Forschungs-
gruppen durch eine verminderte Wachstumsrate von AB-Fibrillen festgestellt [80, 78]. In-
wieweit BSA unterschiedliche AB-Spezies binden kann ist jedoch nicht vollstédndig geklart
und muss in weiteren Experimenten untersucht werden [81]. Wang et al. schlagen eine Bin-
dung von AP in der hydrophoben Furche von BSA in einer 1:1 Stéchiometrie vor, wodurch
Monomere nicht mehr fiir das Fibrillenwachstum zur Verfiigung stiinden [59]. Milojevic
et al. beobachteten Bindungen von HSA und AB-Oligomeren, nicht aber Monomeren oder
Fibrillen [81, 82]. Auch Bohrmann et al. konnten keine Interaktion von monomerem A mit
HSA oder BSA beobachten [78]. Eine Interaktion von Fibrillen mit HSA und BSA konnte
aber nachgewiesen werden [78]. In der Literatur ergibt sich beziiglich der AB-HSA/BSA-
Interaktion kein einheitliches Bild.

Aus den Experimenten in dieser Arbeit lassen sich keine klaren Aussagen iiber den Me-
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chanismus der Inhibierung treffen. Da aber die lag-Phase der spontanen Aggregation in
Anwesenheit von BSA verzogert wurde, ist eine BSA-Af-Monomer Bindung wahrschein-
lich. Ob dies auch die Ursache fiir die Inhibierung der Amplifikation ist oder ob BSA an
die Seeds bindet und dadurch Bindungsméglichkeiten der Monomere blockiert [81], geht

aus diesen Experimenten nicht hervor.

Die Verwendung von trunkiertem Substrat, dessen Bindung an den

Fangerantikorper durch das fehlende Epitop verhindert ist

Eine zu den Blockierungspeptiden komplementére Strategie sollte die Verwendung eines
Substrats bieten, das nicht an die Féngerantikorper binden kann (s.Kapitel 3.2.3). Die
Féangerantikérper 6E10 und Nab228 binden die Epitope im Bereich der Aminoséduren 3-8
beziehungsweise 1-11. Mit der Wahl des AB-Substrats AB;;;2 wurde das erforderliche
Epitop fiir eine spezifische Interaktion ausgelassen, wodurch Hintergrundrauschen durch
das Substrat oder spontan entstandene Aggregate nicht erzeugt werden sollte. Eine spezi-
fische AB11.42-Antikorper-Interaktion konnte in Kontrollexperimenten ausgeschlossen wer-
den (18A+B).

Ein weiteres Kriterium fiir die Eignung als Substrat war die Ko-Aggregation von Af311.42
-Substrat mit AB4o-Seeds, obwohl die ersten zehn N-terminalen Aminoséuren des Sub-
strats fehlten. Selbst das Fehlen von nur zwei Aminosduren am C-Terminus, wie bei der
AB4o-Variante, kann eine Ko-Aggregation mit Af4o verhindern [83]. N-terminal trunkier-
te AB-Varianten, insbesondere an den Positionen einer Glutaminsédure (E): APz und
AB11x, wurden iiberraschender Weise zusammen mit Volllingen-Af in Plaques gefun-
den [84]. In in wvitro Experimenten von Barritt et al., die auf Grofienanalysen mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)-Messungen basierten, konnte eine Ko-Aggre-
gation von ABs2 /AB11.42 nachgewiesen werden [85]. In dieser Arbeit wurde die Ko-
Aggregation durch Beobachtung des Aggregationsverlaufs mittels ThT bestatigt, indem
AB11.42 Substrat in Anwesenheit von ABss -Seeds aggregierten (18A+B). Eine geringe
AB11-42-Konzentration aggregierte in Abwesenheit von Af4o nur in einem von zwei Féllen
mit starker zeitlicher Verzogerung (18C+D). In einer unabhéngigen Wiederholung dieser
Bedingung wurde keine Aggregation von 1M Af;;.42 ohne Seeds beobachtet (s. Anhang
42A), wiahrend durch Zugabe von ABs2-Seeds eine Aggregation beziehungsweise Amplifi-
kation durch einen sofortigen Anstieg der ThT-Fluoreszenz zu erkennen war.

Obwohl die Voraussetzungen fiir ein geeignetes Substrat zur Af42-Amplifikation AB11.42
gegeben waren, wurde unspezifisches Signal im sFIDA gemessen, das auf eine unspezifi-
sche ABii1-42-Oberflacheninteraktion zurtickgefithrt wurde (s. Kapitel 3.2.3). Unspezifische
Oberflachenwechselwirkungen sind oftmals ein Problem in der Assayentwicklung, weshalb
die Oberflache inklusive Blockierungsschritt fiir jeden Assay angepasst werden muss [86].

Neben géingigen Blockierl6sungen, die auf BSA oder Milchpulver basieren, sind auch kom-
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merzielle Blockierlosungen erhéltlich. Einige wurden in Kapitel 3.2.3 fiir die Blockierung
von APq1.42 getestet. Eine Verhinderung der unspezifischen Wechselwirkungen trégt zu
einem groferen Signal-Rausch-Verhéltnis bei [86], das aber wegen der erwdhnten unspe-
zifischen Bindung der spontan entstandenen Aggregate an die Oberfliche in diesen Expe-
rimenten zu gering war. Ein moéglicher Amplifikationseffekt war dadurch vermutlich nicht
zu erkennen. Blockierlosungen aus BSA oder Milchpulver konnten unter allen getesteten
Blockierungsreagenzien spontan entstandene AB11.42-Aggregate am effektivsten blockieren
(Abb. 22). Ein erwarteter Amplifikationseffekt auf der Oberfliche konnte trotz alle dem
im sFIDA nicht beobachtet werden (Abb. 22). Mogliche Griinde hierfiir werden im nach-
folgenden Kapitel diskutiert.

4.3 Sterisch eingeschrankte Zuganglichkeit der Seeds als mogliche Ursache

fiir fehlende Amplifikation

Das AB-Peptid ist mit einem Molekulargewicht von ca. 4,5kDa ein relativ kleines Peptid.
Unter der Annahme, dass ein AB-Oligomer aus 10 dicht gepackten monomeren Einheiten
bestiinde, kann das gebundene Oligomer durch einen dreifach schwereren IgG Antikor-
per rdumlich bedeckt werden (s. schematische Abb. 36A). Durch die Verdeckung poten-
zieller Bindestellen fiir das Substrat, kann die Amplifikation gehemmt werden. Genau
diese Eigenschaft wird zum Teil in der therapeutischen Entwicklung fiir die Inhibierung
der Amyloidbildung genutzt. Galant et al. entwickelten einen konformationsspezifischen
Antikorper, der schidliche und stabile Oligomere des humanen Serum-Transportprotein
Transthyretin einfingt und inaktiviert. Transthyretin liegt nativ als Tetramer vor, des-
sen Monomere sich bei Dissoziation umfalten kénnen und amyloide Strukturen ausbilden
kénnen. Zunéchst bilden die Monomere dabei einen stabilen Nukleus, der fiir das weitere
Fibrillenwachstum erforderlich ist [87]. Der entwickelte Antikérper soll die stabile Konfor-
mation des Nukleus unterbrechen und dadurch die lag-Phase erheblich verzégern [87]. Des
Weiteren basiert die Bindung des Antikoérpers an Fibrillenenden, die die Autoren als Cap
bezeichnen, ebenfalls auf eine sterische Blockierung, wodurch die Bindung der Monomere
an die Fibrillenenden verhindert wird [87].

Auch AB-Oligomere sind von begrenzter Stabilitdt und erfahren in einem dynamischen
Gleichgewicht zahlreiche Konformationsdnderungen innerhalb des Aggregationsprozesses,
bis sich letztlich strukturell hochgradig geordnete Strukturen ausgebildet haben [88]. Ein
dhnlicher Mechanismus der Inhibierung, wie bei dem oben beschriebenen therapeutischen
Antikorper, wire denkbar. Die Bindung des Antikérpers an die konformativ flexiblen Oli-
gomere verursacht moglicherweise eine Storung der dynamischen Struktur, die fiir die
Anlagerung weiterer Monomere notig wire. Die Bindung wiirde dann auch entropischen
Anderungen bewirken, die die Amplifikation behindern (Abb. 36B). Die Entropie (S) ist

ein Maf} fiir die Zahl der verschiedenen &dquivalenten Energiezustéinde oder rdumlichen
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Anordnungen, in denen ein System auftreten kann. Je mehr Freiheitsgrade ein System
aufweist (z.B. durch Schwingungen oder Rotation), desto grofer ist die Entropie. Uber die
Anderung der Entropie in einem System lisst sich ableiten, ob eine Reaktion (z.B. Anlage-
rung des Substrats an einen Seed) freiwillig und spontan ablaufen wiirde. Bindungen sind
aber in den meisten Féllen entropisch ungiinstig, da sie Bewegungsfreiheiten einschrianken
[89]. Beziiglich des an den Fangerantikorper gebundenen AB-Oligomers besitzt ein in der
Losung freies Oligomer mehr Freiheitsgrade, da es frei durch die Losung diffundieren kann
(Translationsenergie), frei rotieren kann und die Moglichkeiten der Schwingungen grofier
im Vergleich zum gebundenen Seed sind (s. schematische Abb. 36B). Der Entropiegewinn
kann zur Spontaneitdt einer Reaktion fiithren, jedoch ist eine Reaktion nicht allein von
der Entropie abhéngig, sondern auch von der Stérke der Bindung und der intermolekula-
ren Kréfte, was sich quantitativ in der Enthalpie (H) (die bei einer Reaktion abgegebene
Wiérme an die Umgebung) niederschlégt.

Aufgrund der oben erlduterten Einschrankungen wurde der Amplifikationsschritt in den
weiteren Experimenten zunéchst in Losung, das heiffit mit geringerem Entropieverlust,
vollzogen und die amplifizierten Seeds anschlieflend an den Féangerantikorper gebunden (s.

Kapitel 3.2.3).
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Abb. 36: Sterische und entropische Einschriankungen der gebundenen Seeds

(A) Der gebundene Seed ist sterisch eingeschrankt wodurch nicht die gesamte Seedoberfla-
che fiir das Substrat zugénglich ist. Der freie Seed in Losung ist hingegen von allen Seiten
fiir das Substrat zugénglich. (B) Die Entropie S des gebundenen Seeds wird aufgrund ge-
ringerer Freiheitsgrade kleiner. Der Seed ist in seiner Rotationsbewegung und Schwingung
eingeschrankt und kann auch strukturelle Flexibilitat verlieren. Der ungebundene Seed in
Losung verfugt iiber mehr Freiheitsgrade und kann sich im dreidimensionalem Raum in
alle Richtungen drehen. Verglichen mit dem gebundenen Seed sind mehr Schwingungen
moglich. Die Entropie wird grofler.

4.4 Indirekter Nachweis der Amplifikation in Losung durch das ABi1.42
-Substrat

Damit AB42-Seeds durch das ABi-42-Substrat ohne sterische oder entropische Einschrén-
kungen amplifiziert werden konnen, sollte der Amplifikationsschritt vorab in Lésung erfol-
gen. Da das Substrat nachweislich nicht spezifisch an den Fangerantikérper binden konnte
(s. Kapitel 3.2.3), sollte die Bindung durch den urspriinglichen Af42-Seed erfolgen. Dies
wiirde voraussetzen, dass zumindest einige Epitope auch nach der Amplifikation zuging-
lich blieben, wie bei einem linearen Wachstum von Fibrillen [74] zum Beispiel anzunehmen
ware.

Ein umgekehrter Effekt zeigte sich in diesem Experiment, bei dem mit stdrkerer Am-
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plifikation weniger Bindung an den Fangerantikorper erfolgte (s. 23C). Die Ursache liegt
moglicherweise an dem angelagerten AB11.42-Substrat, das die Epitope der Seeds iiber-
decken konnte (s. schematische Abbildung 37). Neben der linearen Polymerisation gibt es
weitere Aggregationswege, die eine Verdeckung des urspriinglichen Seeds durch Substrat-
anlagerung erkldren wiirden. Es konnen zum Beispiel Oligomere mit unterschiedlichen
Groflen oder amorphe Aggregate entstehen [49, 90]. Zhang et al. beobachteten eine be-
schleunigte Bildung von globuldren Oligomeren unterschiedlicher Gréfle in Anwesenheit
von Zn?*Ionen. Diese enthielten im Vergleich zu Fibrillen weniger B-Faltblatt-Anteile und
waren unféhig zur Fibrillenbildung oder linearem Wachstum [91]. Zhu et al. fanden in Stu-
dien zur Oberflachen-katalysierten Amplifikation einer variablen Doméne einer amyloiden
Leichtkette Fibrillen, die aus einer amorphen Ansammlung von Aggregaten wuchsen [92].
Ein weiterer moglicher Aggregationsweg wurde fiir das Hormon Glukagon beobachtet,
bei dem kontinuierlich neue Fibrillen durch Verzweigungen der Hauptfibrille entstanden
[93]. Ob diese Art der Aggregation auch in dem Fall von AB11.42 erfolgte, miisste jedoch
in weiteren Experimenten untersucht werden. Es ist aber festzuhalten, dass in vorheri-
gen Amplifikations-Studien von Ban et al. und Andersen et al. mit AB4g ein verzweigtes

Léngenwachstum wie bei Glukagon ausgeschlossen wurde [94, 93].

n Q@ o Abb. 37: Verdeckung der Epitope der Af49
-Seeds durch starke Amplifikation
® o d
o > urch das AB11.42-Substrats
@)
Qe
AB42Seeds werden durch das ABq1-42Substrat
stark amplifiziert, wodurch die Epitope der
Y Féangerantikbrper Seeds verdeckt werden. Eine Bindung zum
@ Fluorochrom-konjugiertes AB4.4,-Substrat Antiks ist dad h hindert
@ Fluorochrom-konjugierter Seed ntikorper ist dadurcll verhindert.
%y amplifizierter Seed

In dieser Arbeit konnte die Amplifikation der ABsz-Seeds in Losung durch das AfB11.42
-Substrat indirekt nachgewiesen werden, da mit zunehmender Substratkonzentration we-
niger Bindung der amplifizierten Seeds an den Fangerantikorper erfolgte. In vorherigen
Experimenten konnte jedoch eine unspezifische AB11.42 -Oberflichenwechselwirkung be-
obachtet werden (s. Abb. 18B, 20C+D, 21). Auch in diesem Experiment des indirekten
Amplifikationsnachweis zeigte sich vermutlich eine unspezifische Oberflichenwechselwir-
kung bei der interessanterweise das ko-lokalisierte Signal der rot-markierten Seeds und
des griin-markierten Substrats mit steigender Substratkonzentration zunahm (s. 23D).

Der indirekte Nachweis der Amplifikation wurde nur anhand der Nutzung einer Kon-
trolle moglich, in der kein Substrat hinzugegeben wurde. Dieses Signal diente als Referenz
des zu erwartenden Signals, da die APs2-Seeds uneingeschrankt an die Fangerantikérper
binden konnten und in diesem Experiment das stérkste Signal erzeugten. Der indirekte

Nachweis ist jedoch fiir die Amplifikation natiirlich vorkommender Seeds, das heif3t fir die
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Diagnose, bedauerlicher Weise nicht anwendbar.

4.5 Amplifikation von o.-Synuclein auf der Oberflache

Das in der Pathologie der Parkinson-Krankheit (PD) hoch relevante Protein o-Synuclein
besitzt im Vergleich zu Af eine geringere Neigung zur spontanen Aggregation und ist
fiir die Amplifikation auf der Oberfliche im sFIDA geeignet. Besonders bei neutralem
pH ist die spontane Aggregation von a-Synuclein in Abwesenheit von aggregationsfor-
dernden Mitteln, zum Beispiel Schiittelbedingungen oder die Zugabe von Tensiden, stark
eingeschrankt und in in wvitro-Experimenten mit einer Zeitskala von einigen Stunden oder
wenigen Tagen nicht nachweisbar [95]. In einem ThT-Aggregationsexperiment® mit einer
a-Synuclein -Konzentration von 10 pM bei pH 7,5 konnte auch in dem ThT-Experiment
dieser Arbeit selbst nach drei Tagen keine spontane Aggregation nachgewiesen werden (s.
26B). In witro kann o-Synuclein sogar iiber Wochen bei milden Bedingungen’ kinetisch
stabil bleiben ohne zu aggregieren [96]. Wéhrend die spontane Aggregation unter neutra-
len pH-Bedingungen stark unterdriickt wird, ist in Anwesenheit von fibrillaren o-Synuclein
-Seeds die Verlingerung der Fibrillen (auch Elongation) der dominierende Aggregations-
prozess [95]. In dem ThT-Experiment dieser Arbeit konnte selbst in Anwesenheit von
100 pM Seeds keine Amplifikation innerhalb von drei Tagen durch Zugabe von 10 pM (s.
26B) oder 30 pM (Daten nicht gezeigt) nachgewiesen werden. ThT-Assays in einer Mikroti-
terplatte ermoglichen die Beobachtung des Aggregationsverlaufs eines Proteins in Losung
und liefern Signale als Gesamtfluoreszenz, wodurch die Sensitivitdt begrenzt ist und Un-
terschiede in den Signalen bei sehr geringeren Proteinkonzentrationen nicht erfasst werden
kénnen.

Bei der Messung einer Af4o-Konzentrationsreihe mittels ThT-Fluoreszenz im Platten-
lesegerit erzeugte beispielsweise keine der getesteten Konzentrationen (bis zu 100 nM) ein
deutlich stérkeres Signal als die Kontrolle (s. Anhang 44). Im Gegensatz zu den ThT-
Fluoreszenzsignalen wird bei der sFIDA-Technologie die Sensitivitit durch die Detektion
auf Partikelebene und durch die Automatisierung stark erhoht [32, 33]. Dadurch konnte im
sFIDA eine AB-Konzentration ab 10 pM deutlich von der Kontrolle unterschieden werden
(s. Anhang 44C).

Fiir o-Syn konnte im weiteren Verlauf dieser Arbeit, nachdem die Lésungsbedingungen
fir die Amplifikation und Detektion mittels sSFIDA entwickelt wurde, die Nachweisgrenze
im unteren Konzentrationsbereich herabgesetzt werden (s. u.).

Die kritische Aggregationskonzentration liegt fiir o-Syn-Monomere im physiologischen
pH-Bereich und NaCl-Zugabe bei etwa 10-15pM [69, 97]. Im Vergleich zu AR — mit

einer kritischen Aggregationskonzentration von 60-120nM und &dhnlichen Pufferbedin-

SThT-Aggregationsexperimente wurden in einer 96er Mikrotiterplatte durchgefithrt und mit einem Plat-
tenlesegerédt vermessen

eine physiologischen Proteinkonzentrationen von etwa 50 pM, neutraler pH, Raumtemperatur und in
Abwesenheit von katalytischen Oberflichen

7
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gungen [56] — liegt die kritische a-Synuclein-Konzentration fiir die spontane Aggregation
um etwa zwei Groflenordnungen hoher. In ThT-Aggregationsexperimenten ist bei einer
AB42-Konzentration im mikromolaren Bereich die spontane Aggregation bereits innerhalb
der ersten Stunden zu beobachten [98]. In dieser Arbeit konnte die spontane Aggregation
von 5pM AB4o bei pH 7 bereits nach einer halben Stunde durch ein stark ansteigendes
ThT-Signal detektiert werden (s. Anhang 43). Auch die geringen lag-Phasen von weni-
gen Stunden der spontanen Aggregation bei héheren pH-Werten demonstrieren die hohe
Aggregationsneigung von Af4s.

Aufgrund dieses entscheidenden Vorteils wurde o-Syn als Anwendungsbeispiel fiir die
Amplifikation und Detektion im sFIDA mit dem Ziel zur diagnostischen Anwendung be-
ziehungsweise Diagnoseunterstiitzung gewéhlt. Erste Experimente, bei denen die Seeds
zunéchst an die Fangerantikorper gebunden wurden und anschlieffend durch das Substrat
wéhrend einer langen Inkubationszeit amplifiziert wurden, zeigten Mikrometer-lange Fi-
brillen, die mit einem Seed ko-lokalisierten (s. Abb. 26C). Dies war der erste Nachweis, dass
ein amyloides Protein im sFIDA amplifiziert werden konnte. Dieser Konzeptnachweis ver-
deutlicht, dass bei geringer Neigung zur spontanen Aggregation, die Seeds prinzipiell auf
der Oberflache amplifiziert werden kénnen. Die Substratkontrolle dieses Experiments, in
der keine Seeds hinzugegeben wurden, wies ndmlich keine Fibrillen oder spontan entstan-
dene Aggregate auf (s. Abb. 26C). Dadurch konnten Proben mit einer Mindestkonzentra-
tion von 100 pM Seeds zunéchst ohne weitere Optimierungsschritte durch die Bildung von
Fibrillen klar von der Kontrolle unterschieden werden (s. Abb. 26C). Der Einfluss der spon-
tanen Aggregation wird hier noch einmal besonders deutlich, da diese bei A hohes Hinter-
grundrauschens in der Kontrolle erzeugte, woraus ein reduziertes Signal-Rausch-Verhéltnis

resultierte. Eine Amplifikation konnte dadurch oftmals nicht nachgewiesen werden (s. o.).

4.6 Optimierungsschritte resultierten in der Amplifikation in Losung unter

basischen Bedingungen

Die Bedingungen fiir eine optimale Amplifikation mit dem geringstmaoglichen Anteil spon-
taner Aggregation wurden parallel fiir die Proteine o-Syn und Af angepasst. Insgesamt
wurden der pH-Wert, die Substratkonzentration, der Anteil an Fluorochrom-konjugiertem
Substrat und die Zugabe von NaCl variiert. Auflerdem wurde die Amplifikation auf der
Oberflidche und in Losung getestet (s. Kapitel 3.3.2).

Im Allgemeinen ist ein niedrigerer pH mit einer schnelleren Aggregation verbunden
[70, 99]. Kobayashi et al. untersuchten die AB-Aggregation in einem breiten pH-Spektrum
von 3,4-9,5 und beobachteten die stirkste Aggregation im Bereich von pH 6-8 und konn-
ten tiberraschenderweise keine Aggregation bei pH-Werten unter 5 oder iiber 9,5 feststel-
len. Kobayashi et al. betonten die Relevanz der intra- und intermolekularen Salzbriicken,
die sich zwischen dem Aspartat(23) und dem Lysin(28) ausbilden und fiir die Stabili-
tdt der Oligomere und Fibrillen entscheidend sind. In dem pH-Bereich von 6-8 liegen
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Aspartat(23)-COO" deprotoniert und Lysin(28)-NHJ protoniert vor, wodurch die Salz-
briicke ausgebildet werden kann [66].

Erst vor Kurzem sahen Schiitzmann et al. eine stark beschleunigte Bildung von ApB-
Oligomeren unter endo-lysosomalen pH-Bedingungen von ~ 4,5-5,5 [100]. Gleichzeitig
wurde die Fibrillenbildung mit steigender Oligomerbildung unter sauren Bedingungen
verzogert [100]. Diese Ergebnisse bestétigen, dass A auch im niedrigeren pH-Bereich
aggregieren kann und dass insbesondere in sauren Bedingungen die Aggregation stark be-
schleunigt ist. Gremer et al. konnten sogar mithilfe eines sehr sauren pH von 2 homogene
Ap-Fibrillen herstellen, deren Struktur mittels Cryo-Elektronenmikroskopie gelost werden
konnte [101].

Bei o-Syn dominieren sekundére Nukleationsprozesse im sauren pH-Bereich von 3,6 - 5,6
[102]. Bei diesem Prozess wird die Oberflache des eigenen Proteins (i.d.R. Fibrillen) fiir
die Bildung von Nukleationskeimen genutzt, die wiederum zu weiteren Fibrillen wachsen
kénnen. Dieser Prozess ist aufgrund der multiplen Generierung neuer Fibrillen exponenti-
ell. Aulerdem stellten Hoyer et al. fest, dass ein pH-Wert in der Néhe des isoelektrischen
Punkts® von o-Syn (~4,4) zu einer stark beschleunigten Aggregation fithrt [65].

Aufgrund der verstarkten Aggregation unter sauren pH-Bedingen wurden sowohl fiir AB-
als auch fiir a-Syn-Amplifikation nur pH-Werte iiber 7,5 getestet. Interessanterweise re-
sultierten die Optimierungsschritte in dieser Arbeit fiir o-Syn in dhnliche Parameter, wie
sie bereits fiir die Bedingungen der Real-Time Quaking Induced Conversion (RT-QulC)-
Methode ermittelt wurden, die eine Amplifikations-basierte diagnostische Methode ist.
Der pH-Wert der Losungsbedingungen in den RT-QulC-Messungen von humanen Hirnho-
mogenaten und CSF-Proben betrugen in den Studien von Han et al., Fairfoul et al. und
Bargar et al. pH 8- 8,2 und die Substratkonzentration reichte von 7-10uM [103, 104, 105].
In dieser Arbeit wurden auch niedrigere Substratkonzentrationen von 5uM und 1M ge-
testet, jedoch stellte sich heraus, dass eine Konzentration von 1M o-Syn zu gering fiir
eine Signalsteigerung durch Amplifikation war (s. Tabelle 4). Eine Konzentration von
5 uM Substrat mit Zugabe von NaCl fiihrte hingegen zu den stérksten Signalsteigerungen
durch Amplifikation (Abb. 31). Salzionen kénnen die Ladungen der Proteine abschirmen
und dadurch die Konformation, Loslichkeit und die Aggregation beeinflussen [106]. Die-
ser Vorgang ist von der Salzkonzentration und von der spezifischen oder unspezifischen
Interaktion der Ionen mit dem Protein abhéngig [106]. In dem Experiment dieser Arbeit
wurde eine Konzentration von 12,5 mM NaCl genutzt. Ramis et al. beobachteten eine ag-
gregationsfordernde Wirkung bei moderaten Salzkonzentrationen von 100 mM und eine
hemmende Wirkung auf die Aggregation bei hoher Salzkonzentration von iiber 1 M [106].

Ahnlich wie bereits fiir die AB-Amplifikation beobachtet wurde, ist auch die Substrat-
und Seedkonzentration fiir die Amplifikation bedeutend (s. o. Abb. 34). Afitska et al.

untersuchten die Amplifikation von a-Syn-Fibrillen und ermittelten eine kritische Konzen-

8pH-Wert, bei dem die Nettoladung des Proteins 0 betragt



94 4 Diskussion

tration von 400 nM in Anwesenheit von Seeds und eine kritische Konzentration von 10 pnM
fiir die spontane Bildung von Aggregaten [69)].

Wiéhrend fiir o-Syn schon zahlreiche Ergebnisse zur Amplifikations-basierten Diagno-
stik existieren [38], wurden fiir AB nur wenige Daten zur Amplifikation mit diagnosti-
schem Hintergrund publiziert. Bei A mangelt es insbesondere an der Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse, wie sich auch in dieser Arbeit herausstellte. Die Schwierigkeiten der kon-
trollierten AB-Aggregation sind allgemein bekannt [107]. Dies ist vermutlich der Grund,
weshalb die Amplifikations-basierte Diagnostik fiir 3-Amyloid-Erkrankungen im Vergleich
zu Synucleinopathien wenig fortgeschritten ist. Daher sind die bisherigen Erfolge in diesem
Bereich besonders wertzuschétzen.

Bei der RT-QulC-Methode findet die Amplifikation in Lésung unter Schiittelbedingun-
gen statt. Durch das Brechen der Seeds steigt die Zahl der Fibrillen exponentiell an,
wodurch eine starke Amplifikation mit Signalsteigerung erfolgt. Das gemessene Signal ist
die Gesamtfluoreszenz aggregierter Spezies, die durch einen Aggregat-spezifischen Fluo-
reszenzfarbstoff erfolgt, wie zum Beispiel Thioflavin T (ThT). Die sFIDA-Methode ermdog-
licht hingegen durch fluoreszenzmikroskopische Bildaufnahmen Einzelpartikelsensitivitét
und die Quantifizierung einzelner Partikel aus den Proben. In dieser Arbeit konnte der
Amplifikationsschritt fiir o-Syn optional in Lésung oder direkt auf der Oberfléche vollzo-
gen werden. Fiir die zukiinftigen diagnostischen Anwendungsziele kénnen zur zusétzlichen
Sensitivitatssteigerung die Proben dhnlich wie bei RT-QulC geschiittelt werden und an-
schlieflend auf die Oberfliche gebunden werden. In diesem Fall wiirde die Quantifizierung
der urspriinglichen Partikelanzahl einer Probe aber nicht mehr moglich sein.

In den Experimenten dieser Arbeit wurde anders als in den Arbeiten von Pitschke et
al., Salvadores et al. und An et al., nach umfangreichen Optimierungsarbeiten ein basi-
scherer pH fir die Amplifikation gewdhlt. Die Arbeiten der genannten Autoren wurden
bei pH 7,2-7,4 durchgefiihrt [40, 38, 41, 42]. In dieser Arbeit wurde der pH-Bereich von
7,5-8,5 getestet und das Optimum der Amplifikation bei pH 8 aufgrund der geringe ge-
ringeren spontanen Aggregation ermittelt (29). Ein weiterer entscheidender Schritt war
der Ubergang der Amplifikation in Losung, der als gemeinsame Uberschneidung in der
Durchfithrung der Amplifikation in den genannten Forschungsgruppen ist. Die Vorteile
der Amplifikation in Losung wurden ausgiebig in Kapitel 4.3 diskutiert. Fiir zukiinftige
Experimente der Amplifikation biologischer Seeds sollte aufgrund der unterdriickten spon-
tanen Aggregation und bleibender Fahigkeit der Amplifikation ein basischer pH von 8 in

Betracht gezogen werden.
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4.7 Erster Nachweis der Amplifikation von a-Syn-Seeds aus einer

biologischen Probe im sFIDA

Die o-Syn-Amplifikation konnte zum ersten Mal anhand einer biologischen Probe im
sFIDA gezeigt werden (Abb. 33). Hirnhomogenate transgener TgM831/"-Mzuse wurden
nach dem Protokoll von Henke behandelt [1], wodurch nach zusétzlicher Amplifikation
die Probe der erkrankten Maus deutlich von der Kontrolle zu unterscheiden war (Abb.
33C). Die TgM83*/--Linie produziert eine humane a-Syn-Mutante, die bei einer familisren
Parkinson-Erkrankung auftritt [71]. Nachdem einige Méuse synthetische WT-a-Syn-Seeds
intrazerebral verabreicht bekommen haben, zeigten sie starke pathologische Verédnderun-
gen im Gehirn und Riickenmark durch hohe o-Syn-Aggregatlevel, die letztlich zu Ent-
ziindungsprozessen im zentralen Nervensystem fiihrten [72]. Obwohl die A53T-o-Syn im
Vergleich zum Wildtyp eine sehr starke Aggregationsneigung hat [108], entwickelten die
Kontrollméiuse, die BSA anstatt Fibrillen verabreicht bekommen haben, keine Pathologien
[72].

In dem Amplifikations-Experiment dieser Arbeit wurde nach Durchfiihrung des PTA-
Protokolls auch in der Kontrolle eine Signalzunahme beobachtet (Abb. 33C). Dies ist
vermutlich hauptséchlich durch die Zentrifugationsschritte und nicht durch die PTA-
Proteinfillung selbst zu erkldren. Das PTA bewirkte ndmlich eine Signalreduktion im
Vergleich zur gleichbehandelten Kontrolle ohne PTA (Abb. 33C).

In der Probe der erkrankten Maus konnte die PTA-Proteinfidllung anders als bei der
Kontrolle das Signal zusédtzlich steigern, weshalb unter den getesteten Bedingungen die
PTA-Proteinfillung das grofite Signal-Rauchverhéltnis ergab (Abb. 33C). Der Mechanis-
mus der PTA-Proteinfallung ist noch nicht vollstdndig verstanden. In der Prion-Diagnostik
wird sie zur Reinigung von krankhaften PrPS¢-Partikeln aus Hirngewebe genutzt [53]. Es
wurde beobachtet, dass negativ-geladene Wolframationen mit den positiven Ladungen der
Phospholipide interagieren, wodurch die Lipide von den Proteinen gelést werden kénnen
[54, 53].

In der physiologischen Funktion ist a-Syn an regulierenden Prozessen und Interaktio-
nen der Membran beteiligt [109], die hauptséchlich aus Phospholipiden besteht. Abhéngig
von der lokalen Ladung der Membran und der Anzahl der Membran-Bindungsplétze, wird
die o-Syn-Aggregation gefordert oder inhibiert [109]. Basierend auf dieser Erkenntnis ist
in dieser Arbeit die relativ starke a-Syn-Aggregation in der Kontrolle, in der die Lipide
durch PTA nicht von den Proteinen getrennt werden konnten, die mégliche Ursache fiir die
relativ starke Aggregation. Protein-Lipid-Komplexe wurden zudem vermutlich durch die
Zentrifugationsschritte in dem PTA-Protokoll konzentriert und stellten ihre Lipidober-
flache fur Aggregationsereignisse des o-Syn-Substrat zur Verfiigung. Dieser Ansatz der
Begriindung ist eher spekulativ; viel wahrscheinlicher ist die spontane Aggregation des
endogenen Monomers aufgrund der Protokollablaufe, die sich férdernd auf die spontane

Aggregation auswirken. Wihrend der Durchfiihrung des PTA-Protokolls wird die Probe
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fiir insgesamt 3 Stunden bei 37°C unter Schiittelbedingungen inkubiert (s. Protokoll in
Abb. 8). Bekannterweise wirken sich solche Bedingungen fordernd auf die Aggregation
aus, da die Seeds unter mechanischem Einfluss gebrochen werden und die Anzahl an Fi-

brillenenden fiir die lineare Polymerisation steigt [95].

Obwohl das Modell der TgM83*/--Mauslinie fiir diese Art von Amplifikationsassays auf-
grund der hohen Aggregationsneigung der o-Syn-A53T-Mutante nicht ideal ist, konnten
die Seeds der erkrankten Maus nach der PTA-Proteinfallung amplifiziert werden. Dies ist
der erste Nachweis der Ampifikation im sFIDA von Seeds aus einer biologischen Probe.
Das Experiment ist aber aufgrund des geringen Probenumfangs mit Hirnhomogenat von
jeweils einer Kontrollmaus und einer erkrankten Maus vorerst als Konzeptnachweis zu ver-
stehen. In weiteren Experimenten sollte daher der Probenumfang erweitert werden, damit
statistische Signifikanzen berechnet werden kénnen.

Aufgrund von moglichen Matrixeffekten, wie der Maskierung der Seedoberfliche oder
storende Wechselwirkungen des Substrats mit Proteinen oder Lipiden, wurde das Expe-
riment zunichst auf der Oberfliche mit einer langen Inkubationszeit durchgefiihrt. Da-
bei wurde, anders als bei einer Seedkonzentrationsreihe in Puffer, eine weniger stark
ausgepragte Fibrillenbildung beobachtet (Abb. 33B+4D). Vielmehr waren nach PTA-
Proteinfallung und Amplifikation grofle ko-lokalisierte Partikel zu erkennen. Dies gibt
einen Einblick in die Aggregation von Seeds aus biologischen Proben. Aufgrund des hohen
Polymorphismus in natiirlichen Aggregaten und der Schwierigkeit, die Struktur bei der
Isolierung natiirlicher Aggregate aus biologischen Proben durch harte Extraktionsbedin-
gungen zu erhalten [49, 110], ist die Struktur natiirlich vorkommender Aggregate noch
nicht vollstdndig aufgekléart. Die mikroskopischen Aufnahmen der amplifizierten Seeds er-
lauben eine Vorstellung des Amplifikationsmechanismus. Zukiinftig soll das in dieser Arbeit

optimierte Amplifikationsprotokoll fiir die natiirlichen Seeds angepasst werden.

4.8 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die sSFIDA-Technologie mit der Amplifikation von amyloiden Pro-
teinen kombiniert. Fiir o-Syn und Af342 konnte jeweils ein Amplifikationsprotokoll erstellt
werden, bei dem eine Signalsteigerung im unteren Seedkonzentrationsbereich gegeniiber
nicht-amplifizierten Proben erreicht wurde. Dariiber hinaus wurde die Amplifikation von
a-Syn-Seeds aus Hirnhomogenat einer transgenen Maus nachgewiesen.

In Folgeexperimenten soll durch préanalytische Behandlungen, wie der PTA-
Proteinféllung und der Verwendung von Detergenzien, die Amplifikation von natiirlichen
Seeds anhand der bisherigen Optimierungsarbeiten im Puffersystem kombiniert werden.
Da die Amplifikation in Losung gegeniiber der Amplifikation auf der Oberfliche einige
Vorteile aufweist, muss das Volumenverhéltnis der behandelten Probe und des Substrats

noch angepasst werden. Das Hauptziel ist die Entwicklung eines blutbasierten diagnosti-
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schen Tests, der durch Amplifkation den Nachweis geringer Oligomerkonzentrationen er-
moglichen soll. Das optimierte Protokoll im Puffersystem soll hierbei als Vorlage genutzt
werden. Die Probe kann vermutlich durch den signalverstédrkenden Amplifikationseffekt
ausreichend verdiinnt werden, sodass mogliche Matrixeffekte reduziert werden kénnen.

Auch wenn die Amplifikation in Losung einige Vorteile hat, steckt ein hohes Poten-
zial in der Amplifikation von Oligomeren auf der Oberfliche. Das Vorhandensein von
on- und off-pathway-Oligomeren und die Auswirkungen auf das Krankheitsbild sind bis-
her noch unklar. Die bisher klassischen Methoden zur Diagnose der Alzheimer-Krankheit
oder Parkinson-Krankheit erlauben keine gleichzeitige Detektion von on- und off-pathway-
Spezies.

Die sFIDA-Technologie kénnte zur Identifizierung dieser Spezies eingesetzt werden, wenn
Fluorochrom-konjugiertes Substrat mit einem Fluorochrom-konjugierten Detektionsanti-
koérper kombiniert werden. Unter der Annahme, dass ein off-pathway-Oligomer nicht am-
plifiziert werden kann oder zumindest in seiner Grofie und damit in der Anlagerung von
Substrat beschrankt ist, kann Fluorochrom-konjugiertes Substrat fiir die Identifizierung
von on-pathway-Oligomeren genutzt werden (s. Abb. 38A). Ein zusétzlicher Detektionsan-
tikbrper kann potenziell beide Arten von Oligomeren binden. Die Ko-Lokalisation wiirde
dann ein on-pathway-Oligomer kennzeichnen wohingegen Signal aus nur einem Kanal ein
off-pathway-Oligomer bedeuten wiirde (s. Abb. 38B).

A)

© ©
© © © . o
Abb. 38: Mogliche Identifizierung von on-
und off-pathway-Oligomeren mit-
hilfe der sFIDA-Technologie
off-pathyway on-pathyway
Oligomer Oligomer (A) Fluorochrom-konjugiertes  Substrat

lagert sich nur an on-pathway-Oligomeren

an. (B) Ein Fluorochrom-konjugierter
Signal von nur ko-lokalisiertes Detektionsantikorper bindet beide Arten
einem Fluorochrom Signal .

von Oligomeren, wodurch on- und off-
pathway-Oligomere durch entsprechendes
ko-lokalisiertes bzw. Signal aus nur einem
Kanal unterschieden werden koénnen.
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sFIDA-Protokolle

Protokollnr.

Tabelle 6: sFIDA-Protokolle

Assayschritt

Beschreibung

1

Aminierung

250l APTES + 5ml Toluol
10 min im Exsikkator Vakuum ziehen

Exsikkator mit Argongas Ballon fluten, 1h in-
kubieren

2h Vakuum ziehen

Spacer PEG

4mM PEG-NHS/COOH in PBS, 10min bei
10.000x g (RT) zentrifugieren

20 ul/Vertiefung PBS in 384er Mikrotiterplat-
te vorlegen

20pl  PEG-NHS/COOH-Losung/Vertiefung
hinzugeben, 1h inkubieren, RT

5x mit 80l HoO waschen, 1001l verbleiben
im letzten Schritt

COO -Aktivierung

200 mM EDC und 50 mM NHS in HyO

10 min bei 10.000x g (RT) zentrifugieren

80 nl/Vertiefung abnehmen

20l EDC/NHS-Losung hinzugeben, 30 min
inkubieren, RT

5x mit 80 pul HyO waschen, 100 pl verbleiben
im letzten Schritt

Féngerantikorper

5pg/ml Nab228 in 0,1 M NaHCO3 ansetzten
(Endkonzentration 2,5 pg/ml)

10 min bei 10.000x g (RT) zentrifugieren

80 ul/Vertiefung abnehmen

20l Féangerantikorper-Losung hinzugeben,
4°C iiber Nacht

Jeweils 5x mit 80 pl TBST und TBS waschen,
100 pl verbleiben im letzten Schritt

Blocken

80 nl/Vertiefung abnehmen
80l SmartBlock (RT), 1h bei RT

Jeweils 5x mit 80 pl TBST und TBS waschen,
100 pl verbleiben im letzten Schritt

Proben

Seeds sonifizieren: 3 x 0,1 Sekunden und 10 %
Amplitude

80 nl/Vertiefung abnehmen

20 pl/Vertiefung Probenlosung hinzugeben,
1h inkubieren

5x mit 80 pul TBS waschen, 100 pl verbleiben
im letzten Schritt

Detektionsantikérper

80 nl/Vertiefung abnehmen

20 pl/Vertiefung 0,31 pg/ml Nab228-633 in
TBS, 1h, RT

5x mit 80l TBS waschen, 100l verbleiben
im letzten Schritt

Messpuffer

80 ul/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

40 x, 35ms bei A=653 nm und Gain 20 und
35ms bei A=493 nm und Gain 20

Experiment

Amplifikation von synthetischen AB4s -Seeds
iiber die Zeit im sFIDA (Abb. 9)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
2 Fangerantikorper 2,5 pg/ml 6E10, 40 pl/Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 nl TBS-Proclin + 0,5% BSA fir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Substrat 20 pl/Vertiefung 100 nM AB4o Substrat, optio-
nal davon 10 % rot markiertes HiLyte647-AP 4o
in TBS-Proclin, ca. 20h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Detektionsantikorper  optional 20 nl/Vertiefung 0,31 pg/ml Nab228-
633
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 ul/Vertiefung TBS-Proclin
Technische Parameter 40 x, 500 ms bei A =653 nm und Gain 300
Experiment Spontane Aggregation des Substrats und er-
héhtes Hintergrundrauschen durch die Ver-
wendung von markiertem Substrat (Abb. 10)
3 Fangerantikorper 2,5 ng/ml Nab228, 40 ul/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 pl TBS-Proclin + 0,5 % BSA fiir 1h bei RT
Peptide 80 pnl abziehen, 20 nl/Vertiefung Blockierungs-
peptid in TBS-Proclin + 0,5 % BSA fiir 30 min
bei RT, mit 60 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA
auffiillen
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 ul abziehen
Probe 20 nl/Vertiefung 100 nM 10 % rot-markierte
HiLyte647-AB42 Aggregate in TBS-Proclin +
0,5 % BSA fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 pl/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

50 x, 300ms bei A=653 nm und Gain 300

Experiment

Der Effekt von ABis und Ap;5-Cysteamin
auf die Blockierung der freien Fangerantikor-
per im sFIDA zur Verhinderung der Bindung
spontan entstandener Aggregate (Abb. 13)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
4 Fangerantikorper 2,5 pg/ml Nab228 oder 6E10, 40 nl/ Vertie-
fung in 0,1 M Carbonat {iber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 pl TBS-Proclin + 0,5 % BSA fiir 1h bei RT
Peptide 80 pnl abziehen, 20 nl/Vertiefung Blockierungs-
peptid in TBS-Proclin fiir 30 min bei RT, mit
60 pl TBS-Proclin auffiillen
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung 100 nM 10 % rot-markierte
HiLyte647-AB42 Aggregate in TBS-Proclin (+
Blockierungspeptide) fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 ul/Vertiefung TBS-Proclin
Technische Parameter 50 x, 300 ms bei A =653 nm und Gain 300
Experiment Der Effekt von ABi4 und AR5 auf die Fénge-
rantikérper Nab228 und 6E10 bei Prainkuba-
tion oder permanenter Inkubation (Abb. 15)
5 Fangerantikorper 2,5 pg/ml 6E10, 40 nl/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung AB4s-Seeds in TBS-Proclin
+ 0,5% BSA fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Peptide 80 nl abziehen, 20 pl/Vertiefung 1 pM Blockie-
rungspeptid in TBS-Proclin, 30 min, RT, mit
60l TBS-Proclin auffiillen und 80 pl abneh-
men
Substrat 20 ul/Vertiefung 100 nM Af42 Substrat, davon

10 % rot-markiertes HiLyte647-Af4o in TBS-
Proclin, ca. 21 h bei RT

Technische Parameter

50 x, 200ms bei A=653 nm und Gain 50

Experiment

Amplifikation im sFIDA unter Verwendung
der Blockierungspeptide ABq4 und ABs fiir
den 6E10-Fangerantikérper (Abb. 16)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
6 Fangerantikorper 2,5 pg/ml 6E10, 40 nl/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung AP4s-Seeds in TBS-Proclin
0,5% BSA fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Substrat 20 pl/Vertiefung 100 nM ARy Substrat, davon
10 % rot-markiertes HiLyte647-AB42 in TBS-
Proclin 4+ 1% BSA, ca. 20h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 ul/Vertiefung TBS-Proclin
Technische Parameter 40 x, 500 ms bei A =653 nm und Gain 100
Experiment Einfluss von BSA bei der Amplifikation (Abb.
17)
7 Fangerantikorper 2,5 png/ml 6E10, 40 nl/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 nl TBS-Proclin + 0,5% BSA fir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 nl/Vertiefung 10% rot-markierte
HiLyte647-AB4o -Seeds in TBS-Proclin +
0,5% BSA fir 2h bei RT
Waschen + 60 pl TBS, 80 pl abziehen
Substrat 20 nl/Vertiefung AP;;42 -Substrat in TBS-
Proclin, ca. 24 h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen

Detektionsantikorper

20 pl/Vertiefung 0,31 pg/ml 4G8-CF488A in
TBS fiir 1h bei RT

Waschen

5x TBS, 80 pl abziehen

Messpuffer

80 pl/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

50 x, 300 ms bei A =653 nm und Gain 50 und
500ms bei A=493 nm und Gain 50

Experiment

Kriterien des APi1.42-Substrats (Abb. 7?) &
Amplifikation von AB4o-Seeds mittels AB;; 42
-Substrat im sFIDA (Abb. 20)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
8 Fangerantikorper 2,5 pg/ml 6E10, 40 nl/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 pl Blockierlosung (BSA, Milchpulverlosung
oder kommerziell erworbene) fiir 1,5h bei RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung ABi1.42 -Oligomere in TBS-
Proclin fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Detektionsantikorper 20 pl/Vertiefung 0,31 pg/ml 4G8-CF488A in
TBS fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 pl/Vertiefung TBS-Proclin
Technische Parameter 50 x, 500 ms bei A =493 nm und Gain 50
Experiment Untersuchung verschiedener Blockierlosung
zur effektiven Oberflichenblockierung gegen
AB11_42 (Abb 21)
9 Fangerantikorper 2,5 png/ml 6E10, 40 nl/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 nl TBS-Proclin + 0,5% BSA fir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung 10 %rot-markierte Af4s -
Seeds in TBS-Proclin + 0,5 % BSA fiir 1h bei
RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Substrat 20 pl/Vertiefung 100 nM APq1.42-Substrat, da-
von 10 % griin-markiertes HiLiyte647-AB42 in
TBS-Proclin, ca. 20h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 pl/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

50 x, 600 ms bei A =653 nm und Gain 100 und
600 ms bei A =493 nm und Gain 50

Experiment

mit BSA- oder
sFIDA-Oberflache

Amplifikation auf der
Milchpulver-blockierten
(Abb. 22)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
10 Fangerantikorper 2,5 pg/ml 6E10, 40 nl/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung der mit 10% griin-
markierten Af11.42 -amplifizierten Seeds
(10% rot-markiert) in TBS-Proclin fiir 1h
bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 nl/Vertiefung TBS-Proclin
Technische Parameter 50 x, 600 ms bei A =635 nm und Gain 100 und
600 ms bei A =493 nm und Gain 50
Experiment Amplifikation von AP4s -Seeds in Losung
mittels Af;;.42 -Substrat und anschliefendes
sFIDA-Experiment (Abb. 23)
11 Fangerantikorper 7,5 ng/ml 211, 40 nl/ Vertiefung in PBS tiber
Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung 1% griin-markierte o-Syn-
Seeds in TBS-Proclin + 0,5% BSA +0,05 %
Tween fiir 1h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Substrat 20 nl/Vertiefung 10 pM o-Syn-Substrat, davon
1% rot-markiert HiLyte647-AB45 in 50 mM
Tris pH 7,5 mit 0,03 % Proclin, 4 Tage bei 37°C
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 pl/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

50 x, 300ms bei A =653 nm und Gain 10 und
500ms bei A=493 nm und Gain 500

Experiment

Ermittlung der Inkubationsdauer fiir die
a-Syn-Amplifikation durch die Beobachtung
des Aggregationsverlaufs mittels ThT und
Visualisierung der Amplifikation im sFIDA-
Assay (Abb. 26)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
12 Fangerantikorper 2,5 ng/ml Nab228, 40 ul/ Vertiefung in 0,1 M
Carbonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 nl/Vertiefung in PBS-Proclin + 0,5 % BSA
+ 0,05 % Tween fir 2h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Substrat 20 ul/Vertiefung Substrat fiir ca. 20h bei RT
(Das Substrat ggfs. vorher in Lésung mit Seeds
inkubieren und als Probe auftragen)
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Detektionsantikorper 20 ul/Vertiefung 6E10-AF488 0,625 pg/ml +
gefs. Nab228-CF633 0,156 pg/ml in TBS-T +
0,1 % BSA fiir 1h RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Messpuffer 80 pl/Vertiefung TBS-Proclin
Technische Parameter 50 x, 500 ms bei A =635 nm und Gain 10 und
400ms bei A=493 nm und Gain 5
Experiment Optimierung der AB-Amplifikation bei pH 7,5
oder 8 und 5pM AB-Substra (Abb. 29) &
Optimierung der AB-Amplifikation in Losung
mit unkonjugiertem oder 1% Fluorochrom-
konjugiertem Substrat (Abb. 32)
13 Fangerantikorper 7,5 ng/ml 211, 40 pl/ Vertiefung in 0,1 M Car-
bonat iiber Nacht bei 4 °C
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT
Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen
Probe 20 pl/Vertiefung in PBS-Proclin + 1% BSA
+ 0,05 % Tween fir 2h bei RT
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen
Substrat 20 pl/Vertiefung Substrat fiir ca. 20h bei
37°C(Das Substrat ggfs. vorher in Losung mit
Seeds inkubieren und als Probe auftragen)
Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen

Detektionsantikorper

20 nl/Vertiefung 0,625 png/ml 4D6-CF488A +
gefs. 0,625 ng/ml 211-CF633 in TBS fir 1h RT

Waschen

5x TBS, 80 pl abziehen

Messpuffer

80 ul/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

50 x, 500 ms bei A =635 nm und Gain 10 und
600 ms bei A=493 nm und Gain 100

Experiment

Optimierung der o-Syn-Amplifikation bei pH
8 und 10 pM o-Syn-Substrat (Abb. 28) & Op-
timierung der a-Syn-Amplifikation in Losung
mit 10 pM Substrat oder 51uM Substrat und
12,5 mM NaCl (Abb. 31)
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Protokollnr.  Assayschritt Beschreibung
14 Fangerantikorper 7,5 ng/ml 211, 40 pl/ Vertiefung in 0,1 M Car-

bonat iiber Nacht bei 4 °C

Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen

Blocken 80 ul TBS-Proclin + 0,5% BSA fiir 1,5h bei
RT

Waschen 5x TBST, 5x TBS, 80 nl abziehen

Probe 20 pl/Vertiefung ggfs. nach PTA-Fallung 2h
bei RT

Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen

Substrat 20 pl/Vertiefung 10 textmu M Substrat (1%
rot-markiert, 1% griin-markiert) in 50 mM
Tris, pH 8 fiir 4 Tage bei 37°C

Waschen 5x TBS, 80 pl abziehen

Messpuffer 80 ul/Vertiefung TBS-Proclin

Technische Parameter

100 x, 300 ms bei A = 635 nm und Gain 10 und
600 ms bei A=493 nm und Gain 500

Experiment

Amplifikation von a-Syn-Seeds aus TgM83+/--
Hirnhomogenat (Abb. 33)
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Abb. 39: Amplifikation von AB42-Seeds mittels AB11.42-Substrat im sFIDA

Das Signal des grinen Fluoreszenzkanals erfolgte durch einen CF488A-konjugierten
4G8-Antikérper. Die Ko-Lokalisation wurde durch die Uberlagerung der Signale aus
beiden Fluoreszenzkanilen generiert. CutOff=0,1% der jeweiligen Kontrolle ohne
Seeds. Vergleich der Seed-Konzentrationsreihe mit der Amplifikation der Seeds durch
100 oder 1.000nM Apii42 -Substrat. Signalunterschiede sind durch Balkendiagram-
me des griinen Fluoreszenzkanals (links) und der Ko-Lokalisation (rechts) dargestellt.
FK = Fangerantikorperkontrolle, die keinen Fangerantikorper beinhaltet.
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Abb. 40: pH-Optimierung bei 37°C fiir die AB4o-Amplifikation durch AB;i42 in An- und

Abwesenheit von 150 mM NaCl

Aggregationsverlauf von 1 1M AB;;_42 in Abwesenheit (braun) oder in Anwesenheit von 10
(griin) oder 100 nM (blau) AB42-Seeds mittels ThT-Fluoreszenzfarbstoff. Unterschiedliche

pH-Werte der 40 mM Tris-HCl-Puffer im Bereich

von pH 7-8,5 in (A) Abwesenheit von

NaCl oder (B) 4+ 150mM NaCl. Die Aggregationskurven wurden auf die Werte 0 und 1
normalisiert und anschlieffend mit einem gleitenden Mittelwert von einem Datenfenster

von 5 aufeinanderfolgenden Werten geglittet. n=

2.
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Abb. 41: Optimierung des pH-Wertes und der Temperatur fiir die Amplifikation von AB4o
-Seeds durch ABqi.42-Substrat in Losung

Aggregationsverlauf von 5 M A@11.42 bei pH 7; 7,5 und 8 (in den Diagrammen von links
nach rechts zu betrachten) bei Temperaturen von 37°C; 30°C oder 25°C (von oben nach
unten dargestellt). Die hinzugegebenen Seedkonzentrationen sind 1, 10 oder 100 nM im
Farbgradienten von griin bis blau oder 0 nM fiir die Kontrolle (braun). Die Daten wurden
auf die Werte 0 und 1 normalisiert und anschlieflend gemittelt. Darstellung der Mittelwerte
der Triplikate (n=3) + Standardabweichung.
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Abb. 42: Ko-Aggregation von monomerem Af11.42 und A2

(A) Ko-Aggregation von AfB;1.42 und ARy in PBS bei 37°C. (B) Aggregation der ABs2
-Kontrollen in Abwesenheit von Af342 . Die Werte wurden mit einem gleitenden Mittelwert
von einem Datenfenster von 5 aufeinanderfolgenden Werten gegléttet. n=3.

normalisierte ThT Fluoreszenz [a.u.]

Zeit [Std.]

Abb. 43: Spontane Aggregation von 5pM Af42 bei pH 7-9

5uM AB4o in Tris bei unterschiedlichen pH-Werten und 37°C.Die Messung erfolgte in
Triplikaten n = 3. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Abb. 44: Vergleich zweier Af42-Konzentrationsreihen im Plattenlesegerdat und sFIDA

(A)ThT-Fluoreszenzsignal einer ABss -Seedkonzentrationsreihe gemessen in einer 96er
Mikrotiterplatte am BMG CLARIOstar Platereader mit unterschiedlichen Gain-
FEinstellungen. 100 ul Seeds, 100 fM-100nM in PBS 4+ 3puM ThT. Standardabweichung
aus drei Messungen einer Probe. (B) ThT-Fluoreszenzsignal der Konzentrationsreihe bei
einem Gain von 2.000. (C) Vergleich des Signal-Rausch-Verhéltnisses der gemessenen
Seedkonzentrationsreihe im Plattenlesegerdt und sFIDA. Die Seeds fiir den sFIDA-Assay
waren 10 % mit dem Fluorochrom HiLyte647 konjugiert und wurden zusétzlich durch einen
4G8-CF488A-konjugierten Antikérper detektiert. Dargestellt ist das ko-lokalisierte Signal.
Datensatz aus 20B. Das Signal wurde durch das Rauschen der Kontrolle (K) ohne Seeds
ins Verhaltnis gesetzt.
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Abb. 45: Amplifikation von AB42-Seeds mit AB142-Substrat bei pH 8 und 25°C fiir 8 h.

(A) Analyse des roten Fluoreszenzkanals mit 10 % HiLyte647-konjugierten AB4s-Seeds.
Balkendiagramm der Pixelanzahl einer Seedkonzentrationsreihe bei einem CutOff von 0,1%
mit Beispielbildern der Kontrolle ohne Seeds und 1.000 pM Seeds. (B) Analyse des grii-
nen Fluoreszenzkanals mit 5 pM 10 % HiLyte488-konjugiertem Ap;1.42-Substrat. Balken-
diagramm der Pixelanzahl einer Seedkonzentrationsreihe bei einem CutOff von 0,1% mit
Beispielbildern der Kontrolle ohne Seeds und 1.000 pM Seeds. Unregelméfiges Amplifika-
tionsereignis eines Seeds wird durch dunkelgriinen Partikel im Beispielbild gekennzeichnet.
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