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1. Einleitung 

1.1 Die Alzheimer-Krankheit 

Die Alzheimer-Krankheit stellt beim Menschen die häufigste neurodegenerative Erkrankung 

und mit einem Anteil von 60-80 % die mit Abstand häufigste Form der Demenz dar 

(Cunningham et al., 2015; Kumar et al., 2015; Religa et al., 2015). Metaanalysen beziffern bei 

Europäern im Alter von über 50 Jahren die Prävalenz auf ca. 5 % und die jährliche Inzidenz auf 

ca. 1,1 %, wobei diese Zahlen im Zuge fortschreitenden Alters zunehmen. So wird in Europa 

die Anzahl der Patienten bei den 65- bis 74-Jährigen auf etwa 0,97 %, bei den über 85-Jährigen 

auf ca. 22,5 % geschätzt (Niu et al., 2017). Darüber hinaus wird der Alzheimer-Krankheit in den 

kommenden Jahrzehnten aufgrund des zunehmenden demographischen Wandels der Gesell-

schaft eine noch größere Bedeutung zukommen. Während im Jahr 2013 ca. 7,5 Millionen 

Menschen in Europa betroffen waren, deuten Prognosen für das Jahr 2040 mit einer Anzahl 

von 13,1 Millionen Patienten auf eine deutlich gesteigerte Prävalenz hin (Tomaskova et al., 

2016). 

Ätiologisch betrachtet unterscheidet man bei der Alzheimer-Krankheit zwischen der geneti-

schen bzw. familiären (englisch: familial Alzheimer's Disease, fAD) und der sporadischen 

Krankheitsform (sporadic Alzheimer's Disease, sAD) (Lippa et al., 1996). Die genetisch be-

dingte Alzheimer-Krankheit zeigt dabei einen in der Regel frühen Ausbruch vor dem 65. Le-

bensjahr (englisch: early onset Alzheimer's Disease, EOAD) und konnte bislang mit autosomal 

dominant vererbten Mutationen in drei Genen in Verbindung gebracht werden (Bird, 1998). 

Diese Gene codieren für die Proteine Amyloid Precursor Protein (APP) auf Chromosom 21, 

Präsenilin-1 (PS-1) auf Chromosom 14 sowie Präsenilin-2 (PS-2) auf Chromosom 1 (Lippa et al., 

1996; Bekris et al., 2010). Während die physiologische Funktion von APP als ubiquitär expri-

miertes Transmembranprotein weitgehend ungeklärt ist, jedoch unter anderem eine neuro-

nale Beteiligung an der Synaptogenese und Signaltransduktion vermutet wird, konnten bereits 

diverse mit der Alzheimer-Krankheit assoziierte genetische Varianten identifiziert werden 

(Kowalska, 2003; Cassar and Kretzschmar, 2016; Coronel et al., 2018). C-terminale Regionen 

des Proteins sind bei diesen Mutationen besonders häufig betroffen und verursachen auf-

grund Veränderungen der APP-Prozessierung die vermehrte Bildung des aus 42 Aminosäuren 

bestehenden Peptids Beta-!ƳȅƭƻƛŘ ό!ʲ42) (Sinha and Lieberburg, 1999; Karch et al., 2014).  
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Der zugrundeliegende Mechanismus der APP-Prozessierung sowie die pathologische Bedeu-

ǘǳƴƎ Ǿƻƴ !ʲ42 soll in Kapitel 1.2 näher erläutert werden. Neben dem Vorläuferprotein selbst, 

können auch Mutationen von PS-1 und PS-2 die Prozessierung von APP und somit die Produk-

tion von !ʲ beeinflussen (Larner, 2013; Cai et al., 2015). Bei diesen Proteinen handelt es sich 

um Untereinheiten des Enzyms Gamma-Sekretase, welches für die AbsǇŀƭǘǳƴƎ ŘŜǊ !ʲ-Do-

mäne verantwortlich ist (Krishnaswamy et al., 2009; Zhou et al., 2019). 

Die üblicherweise zu einem späteren Zeitpunkt auftretende (englisch: late onset Alzheimer's 

Disease, LOAD), sporadische Alzheimer-Krankheit ist ebenfalls mit speziellen genetischen Va-

rianten assoziiert. Diese wurden bislang jedoch ausschließlich als Risikofaktoren und nicht als 

Ursache der Erkrankung beschrieben (Piaceri et al., 2013). Mutationen im Gen, welches für 

Apolipoprotein E codiert, stellen hierbei die größten Risikofaktoren dar und konnten bei he-

terozygoten Trägern mit einer dreifach und bei homozygoten Trägern mit einer zehnfach er-

höhten Erkrankungswahrscheinlichkeit in Verbindung gebracht werden (Liu et al., 2013). Ne-

ben der genetischen Prädisposition sowie dem Alter als Hauptrisikofaktor zeigt sich eine Viel-

zahl weiterer Einflüsse für die Entstehung der Alzheimer-Krankheit verantwortlich (Guerreiro 

and Bras, 2015). Gesundheitliche Aspekte, darunter die physische Verfassung samt Überge-

wicht, Rauchen und Erkrankungen wie Typ 2 Diabetes oder kardiovaskuläre Beschwerden 

konnten ebenso mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko assoziiert werden, wie ein niedriger 

Bildungsstatus (Reitz and Mayeux, 2014; Crous-Bou et al., 2017). Nichtsdestotrotz bleibt die 

kausale Pathogenese bei der sporadischen Alzheimer-Krankheit eine ungelöste Thematik, der 

die Neurowissenschaft bis heute nachgeht. 

Das klinische Erscheinungsbild der in ca. 90-95 % aller Fälle vorliegenden sporadischen Form 

der Alzheimer-Krankheit lässt sich hinsichtlich der Symptomatik nicht von dem der familiären 

Form unterscheiden (van der Flier and Scheltens, 2005; Bekris et al., 2010; Reitz et al., 2011). 

Lediglich der Krankheitsverlauf zeigt bei Letzterer eine in der Regel schnellere Progression 

(Piaceri et al., 2013). Zu Beginn beider Krankheitsformen weisen betroffene Patienten eine 

milde Vergesslichkeit auf, welche zunächst keine allzu große Beeinträchtigung für das alltägli-

che Leben darstellt. Im Zuge der fortschreitenden Erkrankung entwickeln sich jedoch stärkere 

kognitive Defizite, darunter Störungen des Kurzzeitgedächtnisses und der Exekutivfunktionen, 

Konfusion, Desorientierung und Persönlichkeitsveränderungen (Kumar and Tsao, 2019).  
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Die moderaten und schweren Stadien der Alzheimer-Krankheit sind schließlich durch Apathie, 

Agnosie, Aphasie und Apraxie gekennzeichnet (Tarawneh and Holtzman, 2012; Bature et al., 

2017). In Folge sekundärer Erkrankungen, darunter z.B. Infektionen, Pneumonien oder kardio-

vaskuläre Erkrankungen, kommt es schließlich zum Tod der Patienten (Kukull et al., 1994; Allen 

et al., 2003; Todd et al., 2013).  

Die mit der Alzheimer-Krankheit einhergehende Symptomatik fortgeschrittener Stadien führt 

bei betroffenen Patienten zu erheblichen Beeinträchtigungen im beruflichen und sozialen All-

tag sowie im Endstadium der Erkrankung zu einer völligen Abhängigkeit von Pflege und Be-

treuung. Neben medizinischen Anforderungen rücken somit auch zunehmend versorgungs-

wirtschaftliche Aspekte in den Vordergrund. Während sich die Kosten in Europa für die Ver-

sorgung und Therapie der Alzheimer-Krankheit im Jahre 2015 auf 232 Milliarden Euro belie-

fen, wird für das Jahr 2030 eine Steigerung auf 509 Milliarden und für das Jahr 2050 auf 

825 Milliarden Euro prognostiziert (Cimler et al., 2019). 

 

1.1.1 Pathologie und Diagnostik 

Die Alzheimer-Krankheit ist auf makroskopischer Ebene durch eine Hirnatrophie aufgrund ei-

nes fortschreitenden Verlustes von hauptsächlich corticalen Nervenzellen charakterisiert (Pini 

et al., 2016). Dabei kommt es zu einer definierten Ausbreitung der Neurodegeneration, wel-

che erstmals vom Anatomen Prof. Heiko Braak beschrieben und die entsprechenden Stadien 

nachträglich nach ihm benannt wurden (Abb. 1.1). Ausgehend vom entorhinalen Cortex der 

Temporallappen (Braak-Stadien 1 und 2) dehnt sich Pathologie über das limbische System 

samt Hippocampus (Braak-Stadien 3 und 4) auf neocorticale Hirnareale aus (Braak-Stadium 5) 

(Braak et al., 2006). Der Untergang von Neuronen dieser betroffenen Gebiete korreliert dabei 

mit der Symptomatik zum jeweiligen Zeitpunkt der Erkrankung (Grothe et al., 2017). Insbe-

sondere kognitive Defizite wie Gedächtnisverlust und gestörte Exekutivfunktionen als Leit-

symptome der Alzheimer-Krankheit lassen sich durch den Verlust hippocampaler und corti-

caler Nervenzellen begründen. Während beide Strukturen eine entscheidende Rolle bei der 

Gedächtniskonsolidierung spielen, zeichnen sich corticale Hirnareale zusätzlich für höhere 

kognitive Funktionen verantwortlich (Lui et al., 2011; Rusnakova et al., 2011; Squire et al., 

2015). 
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Betrachtet man die der Alzheimer-Krankheit zugrundeliegenden neuropathologischen Vor-

gänge auf zellulärer Ebene, so lässt sich die Erkrankung vor allem durch die Ablagerung zweier 

Polypeptide/Proteine histopathologisch ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎƛŜǊŜƴΥ !ʲ ǳƴŘ ¢ŀǳ (Perl, 2010; Kumar et 

al., 2015). 

Neurone betroffener Hirnareale zeigen intrazellulär so genannte Neurofibrilläre Tangles 

(NFTs), welche aus aggregiertem sowie hyper- und abnormal phosphoryliertem Tau-Protein 

bestehen (Medeiros et al., 2011; Chong et al., 2018). Während durch alternatives Spleißen 

insgesamt sechs Tau-Isoformen im humanen Proteom existieren, sind es vor allem die 3R- und 

4R-Isoform, welche den Hauptbestandteil der NFTs ausmachen (Goedert and Jakes, 1990; 

Gendreau and Hall, 2013). Diese weisen wiederum über 70 potentielle Phosphorylierungs-

stellen auf, wobei insbesondere das Anfügen von Phosphatresten an Serin-202 und Threo-

nin-205 im Zuge der Alzheimer-Krankheit eine entscheidende Rolle spielt (Tenreiro et al., 

2014; Neddens et al., 2018). Die abnormale Phosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten 

Proteins Tau steht in direkter Verbindung mit neurodegenerativen Prozessen in Folge einer 

Destabilisierung des axonalen Zytoskeletts und stellt daher ein bedeutsames pathologisches 

Merkmal der Alzheimer-Krankheit dar (Busciglio et al., 1995; Stancu et al., 2014).  

Neben intrazellulären NFTs lassen sich im Extrazellulärraum Proteinaggregate finden, welche 

1906 erstmals von Alois Alzheimer entdeckt und als Senile oder Amyloid Plaques bezeichnet 

wurden (Alzheimer, 1907). Diese Plaques bestehen hauptsächlich aus dem zu unlöslichen Fib-

ǊƛƭƭŜƴ ŀƎƎǊŜƎƛŜǊǘŜƴ tŜǇǘƛŘ !ʲ ǳƴŘ ǿŜƛǎŜƴ ŜƛƴŜ Ȋǳ ŘŜƴ .Ǌŀŀƪ-Stadien ähnliche cerebrale Aus-

breitung auf (Religa et al., 2003; Gouras et al., 2015). Zunächst lassen sich die Ablagerungen 

in neocorticalen und entorhinalen Hirnregionen nachweisen, ehe das limbische System und 

final Hirnstammareale sowie das Kleinhirn betroffen sind (Abb. 1.1) (Jouanne et al., 2017). 

Obwohl die Tau-Pathologie in der Regel stärker mit demenziellen Erkrankungen und kogniti-

ven Defiziten korreliert, scheint dennoch bei der Alzheimer-YǊŀƴƪƘŜƛǘ Řŀǎ tŜǇǘƛŘ !ʲ ŘŜƴ ƪŀǳπ

salen Faktor der Neurodegeneration darzustellen (Nelson et al., 2012). 

Zusätzlich zu den bereits dargelegten pathologischen Hauptmerkmalen sind inflammatorische 

Prozesse, mitochondriale Dysfunktionen oder auch oxidativer Stress weitere Merkmale der 

Alzheimer-assoziierten Pathologie (Blennow et al., 2006). 
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Die aktuelle Alzheimer-Diagnostik beruht auf den klinischen Diagnosekriterien nach NINCDS-

ADRDA (McKhann et al., 1984). Darüber hinaus wurden gemeinsame Leitlinien für klinische 

Standards durch die Deutsche Gesellschaft für Psychiatrie, Psychotherapie und Nervenheil-

kunde, die Deutsche Gesellschaft für Neurologie   sowie   die   Deutsche   Alzheimer   Gesell-

schaft veröffentlicht (Deuschl and Maier, 2016). Darauf basierend kommen im klinischen All-

tag vor allem labordiagnostische, bildgebende sowie kognitive bzw. neuropsychologische 

Testverfahren zum Einsatz. Neben der Anamnese macht die Liquordiagnostik zur Titerbestim-

ƳǳƴƎ Ǿƻƴ !ʲ ǳƴŘ ¢ŀǳ eine der Hauptsäulen bei der Identifikation von Alzheimer-Patienten 

ŀǳǎΦ {ǇŜȊƛŜƭƭ ŘƛŜ ¦ƴǘŜǊǎǳŎƘǳƴƎŜƴ Ǿƻƴ !ʲ42 und phosphoryliertem Tau Protein stehen dabei im 

Fokus und lassen durch eine verringerte Konzentration des Ersteren und eine erhöhte Kon-

zentration des Letzteren auf eine vorliegende Alzheimer-Krankheit schließen (Lue et al., 2017). 

Über das Konzentrationsverhältnis von Tau zu !  ̡kann die Erkrankung gegenüber anderen 

Demenzen sowie gesunden Probanden mit einer Sensitivität und Spezifität von bis zu 90 % 

abgegrenzt werden (Kapaki et al., 2003; Ritchie et al., 2017). Mithilfe bildgebender Verfahren, 

darunter Computertomographie, Magnetresonanztomographie und Positronen-Emissions-

Tomographie, können zudem Strukturveränderungen wie die Hirnatrophie im Bereich des Hip-

pocampus, des  Gyrus  parahippocampali und des Cortex abgeklärt sowie Amyloid Plaques 

quantifiziert werden (Vitali et al., 2008; Johnson et al., 2012; Schilling et al., 2016). Hierüber 

lässt sich die Alzheimer-Diagnose erhärten und darüber hinaus differentialdiagnostisch an-

dere Grunderkrankungen oder Ursachen der Demenz ausschließen. Auch kognitive und neu-

ropsychologische Tests spielen für die Beurteilung einer vorliegenden Demenz vom Alzhei-

mer-Typ eine entscheidende Rolle. Der Mini-Mental-Status-Test (MMST) oder der DemTect 

sind nur zwei einer Vielzahl klinisch relevanter Testbatterien zur Einschätzung kognitiver Fä-

higkeiten bzw. Defizite (Cullen et al., 2007; Deuschl and Maier, 2016). Für die neuropsycholo-

gische Diagnostik hat sich überdies der CERAD-Test (englisch: Consortium to Establish a Re-

gistry for Alzheimer's Disease) weitestgehend etabliert (Murayama and Saito, 2004; Deuschl 

and Maier, 2016).  

Trotz der zahlreichen Verfahren kann die Alzheimer-Diagnose zu Lebzeiten nur als wahrschein-

lich und erst post mortem durch histopathologische Untersuchungen eindeutig gestellt wer-

den (Beach et al., 2012). 
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Abbildung 1.1. Neuropathologische Ausbreitung der Alzheimer-Krankheit. Die Aggregation der Proteine Beta-

!ƳȅƭƻƛŘ ό!ʲύ ǳƴŘ ¢ŀǳ ǿƛǊŘ ŦǸǊ ŘƛŜ bŜǳǊƻŘŜƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴ ōŜƛ !ƭȊƘŜƛƳŜǊ-Patienten als ursächlich betrachtet. Neuro-

pathologisch zeigt sich dies in der Bildung so genannter Amyloid Plaques ό!ʲύ und Neurofibrillären Tangles (NFTs, 

Tau). 5ƛŜ !ǳǎōǊŜƛǘǳƴƎ ŘƛŜǎŜǊ !ʲ- (gelb) und Tau-Pathologie (blau) läuft in verschiedenen Stadien ab, welche mit 

der Schwere der Erkrankung und den Symptomen korreliert. (Jouanne et al., 2017) 

 

1.1.2 Therapeutische Maßnahmen 

Eine kausale Therapie ist für Alzheimer-Patienten zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht verfüg-

bar, wodurch es sich um eine irreversible, unheilbare, neurodegenerative Erkrankung handelt 

(Neugroschl and Wang, 2011). Pharmakologische Maßnahmen zielen daher auf die Behand-

lung der Kernsymptomatik der Demenz sowie gegebenenfalls neuropsychologisch auftreten-

der Begleitsymptome ab. 

Der kognitive Verfall als ein Hauptsymptom der Alzheimer-Krankheit wird in der klinischen 

Praxis vor allem durch den Einsatz von Acetylcholinesterase-Hemmern sowie Antagonisten 

des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) medikamentös behandelt (Weller and Budson, 2018). Ziel 

beider Therapien ist die Modulation der Neurotransmission, wobei unterschiedliche Effekte 

getriggert werden. Acetylcholinesterase-Hemmer verlängern die Wirkdauer des neuronalen 

Botenstoffs Acetylcholin, indem die enzymatische Aktivität des verstoffwechselnden Enzyms 

herabgesetzt wird und der Neurotransmitter für eine längere Zeit im synaptischen Spalt ver-

bleibt (Colovic et al., 2013; Anand et al., 2014).  
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Aufgrund einer gesteigerten synaptischen Transmission können so kognitiven Defiziten wie 

Gedächtnisstörungen in Folge der Neurodegeneration entgegengewirkt werden, unter ande-

rem, da Nervenzellen des cholinergen Systems in hippocampale Regionen projizieren (Teles-

Grilo Ruivo and Mellor, 2013; Maurer and Williams, 2017). Die Behandlung mit NMDA-Anta-

gonisten beeinflusst hingegen das glutamaterge System und hat zum Ziel, die Aktivierung der 

entsprechenden NMDA-Rezeptoren (NMDAR) zu hemmen (Olivares et al., 2012). Dadurch er-

folgt die Regulation der dysregulierten, glutamatergen Neurotransmission, welche eine ge-

wichtige Rolle bei der Alzheimer-assoziierten Pathologie einnimmt (Hynd et al., 2004).  

Neben den etablierten, wurde eine Reihe alternativer Medikamente ebenfalls hinsichtlich po-

sitiver Effekte bei der Behandlung von Alzheimer-Patienten getestet. Während die therapeu-

tische Anwendung von Ginko Biloba einen positiven Kosten-Nutzen-Effekt aufweist und für 

die symptomatische Behandlung von demenziellen Syndromen zugelassen ist, wird die An-

wendung von Vitamin E, nichtsteroidalen Antiphlogistika oder eine Hormonersatztherapie 

aufgrund gesteigerter Risiken von Nebenwirkungen nicht empfohlen (Deuschl and Maier, 

2016).  

Genauso wie kognitive Defizite werden auch neuropsychologische Auffälligkeiten im Zuge der 

Alzheimer-Krankheit symptomatisch behandelt. Depressionen, Halluzinationen, Hyperaktivi-

tät bzw. gesteigerte Motorik, Angstzustände und Psychosen oder auch Schlaf- und Essstörun-

gen treten nicht selten als Begleitsymptome der Erkrankung auf und lassen sich durch ent-

sprechende pharmakologische Interventionen therapieren (Nowrangi et al., 2015).  

Prinzipiell sind bei der Behandlung von Alzheimer-Patienten aufgrund spezifischer Symptom-

konstellationen die therapeutischen Maßnahmen von Fall zu Fall zu entscheiden. Das Ziel ei-

ner solchen Präzisionsmedizin ist es, auf den einzelnen Patienten zugeschnittene therapeuti-

sche Strategien aufzustellen, um das individuelle Ansprechen auf Art und Dosis verschiedener 

Medikamente oder klinischer Verfahren bestmöglich zu berücksichtigen (Gameiro et al., 

2018). Grundlage dieses Ansatzes sind die spezifischen genetischen und epigenetischen Vo-

raussetzungen sowie Lebensumstände eines jeden Menschen, wodurch das klinische Erschei-

nungsbild im Einzelfall sehr unterschiedlich sein kann und dementsprechend auch eine indivi-

duelle Diagnostik angebracht ist (Ginsburg and Phillips, 2018). 
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1.2 ! 4̡2 und die Amyloid-Kaskaden-Hypothese 

²ƛŜ ōŜǊŜƛǘǎ ŘŀǊƎŜƭŜƎǘΣ ǎǇƛŜƭǘ Řŀǎ tŜǇǘƛŘ !ʲ ǳƴŘ ƘƛŜǊ ǾƻǊ ŀƭƭŜƳ ŘƛŜ ŀǳǎ пн !ƳƛƴƻǎŅǳǊŜƴ ōŜǎǘŜπ

hende LǎƻŦƻǊƳ ό!ʲ42) als Hauptbestandteil der Amyloid Plaques eine entscheidende Rolle bei 

der Alzheimer-assoziierten Pathologie. Diesem negativen Bezug zum Trotz, konnten dem nativ 

ungefalteten Peptid auch eine Reihe physiologischer Funktionen nachgewiesen werden. 

Hierzu zählen unter anderem regulatorische Aufgaben bei der synaptischen Transmission so-

wie eine antimikrobielle oder auch genregulatorische Bedeutung (Parihar and Brewer, 2010; 

Brothers et al., 2018).  

5ŜǊ ¦ǊǎǇǊǳƴƎ ŘŜǎ !ʲ-Peptids liegt in der enzymatischen Proteolyse von APP. Dieses ubiquitär 

exprimierte Transmembranprotein ist in der Plasmamembran sowie den Membranen intra-

zellulärer Kompartimente lokalisiert und kann auf zwei verschiedene Arten prozessiert wer-

den (Abb. 1.2) (Sakono and Zako, 2010; Zhang et al., 2011). Bei dem unter physiologischen 

Bedingungen verstärkt auftretenden, nicht-amyloidogenen Weg kommt es zunächst zur Spal-

tung von APP durch die Alpha-Sekretase, wodurch extrazellulär das CǊŀƎƳŜƴǘ ǎ!ttʰ ŦǊŜƛƎŜπ

setzt wird. Aufgrund der Schnittstelle ƛƴƴŜǊƘŀƭō ŘŜǊ !ʲ-Sequenz wird bereits hierdurch die 

Produktion des toxischen Agens der Alzheimer-Krankheit verhindert. In einem zweiten Schritt 

ŜǊŦƻƭƎǘ ŀƴǎŎƘƭƛŜǖŜƴŘ ŘƛŜ {ǇŀƭǘǳƴƎ ŘŜǎ ƛƴ ŘŜǊ aŜƳōǊŀƴ ǾŜǊōƭŜƛōŜƴŘŜƴ ʰ/¢C-Fragments durch 

die Gamma-Sekretase in P83 und AICD  (Kojro and Fahrenholz, 2005). 5ƛŜ CǊŜƛǎŜǘȊǳƴƎ Ǿƻƴ !ʲ 

erfolgt hingegen über den amyloidogenen Weg. IƛŜǊōŜƛ ǿƛǊŘ !tt ƻōŜǊƘŀƭō ŘŜǊ !ʲ-Domäne 

durch die Beta-Sekretase geschnitten und das extrazelluläre Fragment ǎ!ttʲ sowie das 

ƳŜƳōǊŀƴǎǘŅƴŘƛƎŜ CǊŀƎƳŜƴǘ ʲ/¢C ƎŜƴŜǊƛŜǊǘ. Anschließend ist es erneut die Gamma-Sekre-

tase, welche sich für den zweiten Prozessierungsschritt verantwortlich zeichnet und die Frei-

setzung von AICD und in diesem Fall !ʲ verursacht (Chow et al., 2010).  
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Abbildung 1.2. APP-Prozessierung. Das Amyloid Precursor Protein (APP) findet sich ubiquitär in der Plasma-

membran sowie in den Membranen von Zellkompartimenten wieder. In Ersterer ǊŀƎǘ ŘƛŜ !ʲ-Domäne in den Ex-

trazellulärraum, in Letzteren ins Cytoplasma der Zelle. APP kann in einem nicht amyloidogenen oder amyloido-

genen Weg prozessiert werden. Der nicht-amyloidogene Weg umfasst die Aktivität der Alpha- und Gamma-Se-

ƪǊŜǘŀǎŜ ǳƴŘ ōǊƛƴƎǘ ŘƛŜ {ǇŀƭǘǇǊƻŘǳƪǘŜ ǎ!ttʰΣ tуо ǳƴŘ !L/5 ƘŜǊǾƻǊΦ 5ŜƳƎŜƎŜƴǸōŜǊ ǎǘŜƘǘ ŘŜǊ ŀƳȅƭƻƛŘƻƎŜƴŜ ²ŜƎΣ 

in welchem durch die Beta- und Gamma-Sekretase die {ǇŀƭǘǇǊƻŘǳƪǘŜ ǎ!ttʲΣ !L/5 ǎƻǿƛŜ Řŀǎ !ʲ-Peptid erzeugt 

werden. (Zhang et al., 2011) 

 

Die Gamma-Sekretase, welche neben PS-1 und PS-2 auch aus den Proteinuntereinheiten 

Nicastrin und APH-1 (englisch: anterior pharynx-defective 1) besteht, zeichnet sich durch eine 

enzymatische Aktivität mit variabler Schnittstelle innerhalb der Aminosäuresequenz von APP 

aus (Morishima-Kawashima, 2014). Auf diese Weise können ! -̡Isoformen mit einer Länge von 

37 bis 43 Aminosäuren ό!ʲxx) ƘŜǊǾƻǊƎŜōǊŀŎƘǘ ǿŜǊŘŜƴΣ ǿƻōŜƛ !ʲ42 bzw. ein erhöhtes Verhältnis 

von ! 4̡2 zu ! 4̡0 mit einer progressiven Neurodegeneration bei der Alzheimer-Krankheit 

einhergeht (Klein et al., 1999; Jan et al., 2008; Zhang et al., 2011; Sengupta et al., 2016). 

Entsprechend hierzu kann bei der familiären Alzheimer-Krankheit, wie bereits erläutert, durch 

Mutationen von APP oder Präsenilin, und bei der sporadischen Krankheitsform durch 

verschiedene Einflüsse, darunter expositionelle Risikofaktoren, aber auch Störungen des 

Säure-Base- oder Ionenhaushalts, eine Akkumulation von ! 4̡2 beobachtet werden (Su and 

Chang, 2001; Vitvitsky et al., 2012; Wang et al., 2017). Dabei steht vor allem das 

Ungleichgewicht zwischen Synthese und Beseitigung des Peptids im Vordergrund (Bateman et 

al., 2006; Wildsmith et al., 2013).  
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Die beiden zusätzlichen Aminosäuren, Isoleucin-41 und Alanin-42, führen darüber hinaus zu 

einer erhöhten Hydrophobizität des Peptids und verleihen diesem durch intra- und 

intermolekulare Bindungen verstärkte Aggregationseigenschaften (Abb. 1.3) (Ahmed et al., 

2010).  

Es ist die Kombination aus einer gestörten ! -̡Proteostase und den spezifischen Charakteris-

tika Ǿƻƴ !ʲ42, welche dem Peptid eine über die rein pathologische Assoziation hinausgehende 

Bedeutung bei der Alzheimer-Krankheit verschafft. Verschiedene Studien legen nahe, dass 

eine solche ! 4̡2-Pathologie vielmehr das initiale Ereignis der Erkrankung darstellt und sämtli-

che pathologischen Veränderungen als Folge dessen getriggert werden. Diese so genannte 

Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurde 1992 zum ersten Mal postuliert und findet unter leich-

ten Adaptionen bis heute den größten Zuspruch in der Wissenschaft (Selkoe, 1991; Hardy and 

Higgins, 1992; Armstrong, 2011; Selkoe and Hardy, 2016). Demnach werden vor allem aggre-

gierte ! 4̡2-Strukturen für die neurodegenerativen Prozessen im Zuge der Alzheimer-Krank-

heit hauptverantwortlich gemacht, da diesen weitreichende neuro- und zytotoxische Effekte 

nachgewiesen werden konnten, welche im nachfolgenden Kapitel eingehender behandelt 

werden (Koo et al., 1999; Sadigh-Eteghad et al., 2015). Darüber hinaus sind zahlreiche weitere 

½ǳǎŀƳƳŜƴƘŅƴƎŜ ȊǿƛǎŎƘŜƴ !ʲ42 und Leitsymptomen der Alzheimer-Krankheit präsent. So 

scheint das Peptid den Tau-Metabolismus zu beeinflussen und die verstärkte Bildung von NFTs 

hervorzurufen (Perez et al., 2004; Reitz, 2012). Dabei steht vor allem die durch ! 4̡2-Aggregate 

induzierte, anormale Phosphorylierung von Tau im Fokus. Der dadurch bedingte Verlust der 

Mikrotubuli-Assoziation und somit die Destabilisierung vor allem des axonalen Zytoskeletts 

führt zu einer Störung der synaptischen Transmission und schlussendlich dem Untergang von 

Synapsen (Busciglio et al., 1995; Stancu et al., 2014). Zudem zeigen anormal phosphorylierte 

Tau-Proteine einen ähnlichen Polymerisationsmechanismus samt toxischer Aggregate wie das 

! -̡Peptid (Ward et al., 2012; Guerrero-Munoz et al., 2015). Neben direkten werden für ! 4̡2 

somit auch sekundär neurotoxische Effekte propagiert. Auch die neuronalen Entzündungspro-

zesse als ein Leitsymptom der Alzheimer-Krankheit sollen laut Amyloid-Kaskaden-Hypothese 

ƛƴ ŘŜǊ !ʲ42-Pathologie ihren Ursprung haben. So induziert das Peptid die Sekretion proin-

flammatorischer Mediatoren durch Aktivierung von Mikrogliazellen und begünstigt damit ein 

zytotoxisches, extrazelluläres Milieu (von Bernhardi et al., 2010; Prinz et al., 2011).  
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Abbildung 1.3. Sequenz und {ǘǊǳƪǘǳǊ Ǿƻƴ !ʲ42. A. Aminosäuresequenz von ! 4̡2 im Einbuchstabencode: A = Ala-

nin, D = Asparaginsäure, E = Glutaminsäure, F = Phenylalanin, G = Glycin, H = Histidin, I = Isoleucin, K = Lysin, 

L = Leucin, M = Methionin, N = Asparagin, Q = Glutamin, R = Arginin, S = Serin, V = Valin, Y = Tyrosin. B. ! 4̡2-Oli-

gomere (links) stellen sich in der Regel als n-fache Penta- oder Hexamere dar, welche durch hydrophobe Wech-

selwirkungen der C-Termini von ! 4̡2-Monomeren entstehen. Dabei bilden die Monomere doppelte Haarnadel-

strukturen aus. Molekularer Kontakt innerhalb der Moleküle besteht zwischen Phenylalanin-19 und Leucin-34 

sowie zwischen Methionin-35 und Alanin-42. ! 4̡2-Fibrillen (rechts) lagern sich parallel zueinander an. Die Mo-

nomere bilden einfache Haarnadelstrukturen aus, wobei zwischen Phenylalanin-19 und Leucin-34 sowie Gluta-

min-15 und Glycin-37 intramolekulare Kontakte bestehen. Zusätzlich gehen Glutamin-15 und Glycin-37 intermo-

lekulare Verbindungen ein. (Ahmed et al., 2010) 

 

1.2.м !ʲ42-Oligomere 

Gemäß Amyloid-Kaskaden-IȅǇƻǘƘŜǎŜ ǎƛƴŘ Ŝǎ ŀƎƎǊŜƎƛŜǊǘŜ {ǘǊǳƪǘǳǊŜƴ Ǿƻƴ !ʲ42, welche die 

Neurodegeneration als pathologische Hauptsymptomatik der Alzheimer-Krankheit verursa-

chen. In Folge einer gesteigerten Produktion kommt es zunächst zur Akkumulation und auf-

grund der stark hydrophoben Eigenschaften schließlich zur Aggregation des Peptids (Selkoe 

and Hardy, 2016). Über Jahrzehnte wurde dabei eine kontroverse Diskussion hinsichtlich der 

präzisen neuro- und zytotoxischen ! 4̡2-Strukturen geführt. Zunächst standen die Amyloid 

Plaques und somit fibrilläre ! 4̡2-Formen im Verdacht, die degenerativen Prozesse zu triggern. 

  

A  

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 
 

 

B 
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Von dieser Hypothese wurde jedoch zunehmend Abstand genommen, unter anderem, da eine 

Korrelation zwischen der Belastung mit den unlöslichen Ablagerungen und dem kognitiven 

Verfall vielfach widerlegt werden konnte (Arriagada et al., 1992; DaRocha-Souto et al., 2011). 

Mittlerweile ist davon auszugehen, dass es kleinere lösliche ! 4̡2-Oligomere sowie proto-

fibrilläre Strukturen sind, welche die Schädigung der Nervenzellen hervorrufen (Carrillo-Mora 

et al., 2014; Aleksis et al., 2017). Sowohl ! 4̡2-Oligomere als auch Protofibrillen können ring-

förmig oder linear vorliegen und unterscheiden sich voneinander in der Anzahl enthaltener 

Peptidmoleküle. Obwohl diesbezüglich eine stringente Unterscheidung nicht möglich ist, wer-

den Aggregate ab einem Molekulargewicht von ca. 42 kDa in der Regel als Protofibrillen defi-

niert (Rahimi et al., 2008; Bruggink et al., 2012). Ein entscheidender Unterschied zu fibrillärem 

! 4̡2 stellt in beiden Fällen neben der Größe die antiparallele Anordnung der einzelnen 

! 4̡2-Moleküle dar, welche nicht selten als Voraussetzung für die Induktion neurotoxischer 

Effekte beschrieben wird (Cerf et al., 2009; Ahmed et al., 2010; Gu et al., 2014). So konnten in 

vitro und in vivo Experimente zeigen, dass präfibrilläre ! 4̡2-Oligomere, nicht aber unlösliche 

Fibrillen die Neurotoxizität auslösen (Lambert et al., 1998; Hartley et al., 1999). 

Den durch ! 4̡2-Oligomere und Protofibrillen hervorgerufenen, schädlichen Effekten können 

sowohl intrazelluläre als auch extrazelluläre Mechanismen zugrunde liegen (Gaspar et al., 

2010). Extrazellulär fungieren zahlreiche Rezeptoren auf der Oberfläche der Plasmamembran 

als direktes oder indirektes Ziel des aggregierten Peptids. Zu diesen zählen NMDAR,  Neuro-

tropher-Faktor-Rezeptoren oder Fas-Rezeptoren und können durch übermäßige Aktivierung 

zum neuronalen Zelltod führen. Dabei spielen intrazelluläre Signalkaskaden und Störungen 

der Calcium-Homöostase ebenso wie aktivitätsabhängige Apoptoseprogramme eine entschei-

dende Rolle (Ivins et al., 1999; Morishima et al., 2001; Texido et al., 2011; Kayed and Lasagna-

Reeves, 2013). Das Calcium-Signalling als weit verbreiteter, intrazellulärer Mechanismus zur 

Auslösung der Apoptose kommt zudem bei einer weiteren zytotoxischen Funktion von 

! 4̡2-Aggregaten zum Tragen (Hajnoczky et al., 2003). Vor allem zirkuläre Oligomere sind in 

der Lage in die Plasmamembran zu interkalieren und Calcium-durchlässige Poren zu formen 

(Bode et al., 2017). 
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Im Gegensatz zu extrazellulären, sind die durch ! 4̡2-Oligomere hervorgerufenen, intrazellulär 

stattfindenden, toxischen Prozesse weniger gut untersucht. Studien legen jedoch unter ande-

rem eine ! 4̡2-induzierte Störung des Proteasomkomplexes und damit sekundär erhöhte ! -̡ 

und Tau-Spiegel nahe (Tseng et al., 2008). Darüber hinaus können ! 4̡2-Oligomere in Mito-

chondrien akkumulieren, wodurch intrazelluläre Stressreaktionen ausgelöst und reaktive Sau-

erstoffspezies vermehrt gebildet werden (Caspersen et al., 2005; Reddy and Beal, 2008; 

Schilling and Eder, 2011). Auch im endoplasmatischen Retikulum (ER) konnten Stressreaktio-

nen und dadurch bedingte Caspase-abhängige Apoptoseprozesse durch die Akkumulation von 

! 4̡2 aufgezeigt werden (Placido et al., 2014). 

  

1.3 Immunglobulin G und die Alzheimer-Krankheit 

Unter anderem aufgrund fehlender kausaler Therapiemöglichkeiten, sind in den letzten Jah-

ren Antikörper bzw. Immunglobuline der Klasse G (IgG) zunehmend in den Fokus der Alzhei-

mer-Forschung gerückt. Das erhoffte therapeutische Potential beruht dabei auf einem um-

fangreichen und ! 4̡2-gerichteten Wirkmechanismus mit der Möglichkeit einer gezielten Im-

munmodulation (Southwell and Patterson, 2010; Chowhan et al., 2013).  

Immunglobuline G werden wie die meisten Antikörperklassen von Plasma- oder Gedächtnis-

B-Zellen gebildet. Diesem Prozess geht in der Regel eine antigene und T-Zell-abhängige Stimu-

lation von naiven B-Zellen voraus, welche daraufhin zu den beiden Zelltypen differenzieren 

können (Pieper et al., 2013). Die in Folge dessen sezernierten IgG-Moleküle bestehen stets 

aus zwei identisch leichten und schweren Ketten, welche sich wiederum in konstante und va-

riable Domänen gliedern (Abb. 1.4). Während sowohl die leichte als auch die schwere Kette je 

eine variable Domäne aufweisen, besteht die konstante Region der leichten Kette aus einer, 

die der schweren Kette aus drei identischen Domänen. Letztere können dabei vier verschie-

dene Phänotypen aufweisen, wodurch sich die IgG-Subtypen 1 bis 4 im humanen Antikörper-

pool ergeben (Schroeder and Cavacini, 2010). Neben der strukturellen, ist auch eine funktio-

nelle Unterteilung von IgG in zwei Fragmente möglich: Fragment antigen binding (Fab) und 

Fragment crystallizable (Fc) (Abb. 1.4). Beide Fragmente stehen über die flexible Hinge-Region 

miteinander in Kontakt und übernehmen unterschiedliche immunologische Aufgaben 

(Schroeder and Cavacini, 2010; Liu and May, 2012).  
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Das Fab-Fragment erkennt und bindet komplementäre Strukturen des Antigens und kann be-

reits Neutralisations-Prozesse aufgrund sterischer Hinderungen induzieren. Insbesondere die 

Komplementarität bestimmenden Regionen (englisch: complementarity determining region, 

CDR) innerhalb der variablen Domänen beider Ketten sind an der spezifischen Antigenbindung 

beteiligt. Diese hypervariablen Sequenzen zeigen somatische Mutationen, welche im Zuge der 

Affinitätsreifung der korrespondierenden B-Zelle entstehen und nach positiver Selektion die 

Synthese maximal affiner IgG-Moleküle zum Ziel haben (Mishra and Mariuzza, 2018). Für die 

Antigenerkennung zeichnen sich dabei vornehmlich nicht-kovalente Bindungen, darunter 

elektrostatische Interaktionen, van der Waals Kräfte, hydrophobe Wechselwirkungen sowie 

Wasserstoffbrückenbindungen verantwortlich (Smith et al., 1993; Forthal, 2014; Alexander et 

al., 2015).  

Die Bildung von Immunkomplexen ist darüber hinaus auch die Voraussetzung der Fc-Frag-

ment-vermittelten Effektorfunktionen. Vor allem Fc-DŀƳƳŀ wŜȊŜǇǘƻǊŜƴ όCŎʴwύ ƛƴ ŘŜƴ Zell-

membranen von Immunzellen sowie das hauptsächlich extrazellulär vorkommende, initiale 

Komplementprotein C1q machen die vorherrschenden Interaktionspartner von IgG aus, kön-

nen in der Regel über das Fc-Fragment jedoch erst nach Opsonierung des Antigens effektiv 

gebunden werden. Verschiedene CŎʴw ƘŀōŜƴ ōŜƛǎǇƛŜƭǎǿŜƛǎŜ ǳƴǘŜǊǎŎƘƛŜŘƭƛŎƘŜ !ŦŦƛƴƛǘŅǘŜƴ Ȋǳ 

den vier IgG-Subtypen und können ς Ƴƛǘ !ǳǎƴŀƘƳŜ Ǿƻƴ CŎʴwL ς erst nach multivalenten Inter-

aktionen und dem Prozess des Rezeptor-Clusterings immunologische Kaskaden triggern 

(Duchemin et al., 1994; Bruhns et al., 2009; Hanson and Barb, 2015; Kiyoshi et al., 2015; 

Robinett et al., 2018). Bei diesen handelt es sich vornehmlich um Prozesse wie die Antikörper-

abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (englisch: antibody-dependent cell-mediated cytotoxi-

city, ADCC) oder die Antikörper-abhängige zellvermittelte Phagozytose (englisch: antibody-

dependent cellular phagocytosis, ADCP) (Nimmerjahn and Ravetch, 2008; Guilliams et al., 

2014; Vidarsson et al., 2014). Auch C1q weist zu einzelnen IgG-Molekülen eine niedrige und 

aufgrund seiner sechs Bindedomänen erst zu multivalenten Immunkomplexen eine erhöhte 

Affinität auf (Kishore and Reid, 2000).  
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IgG3 und IgG1 werden dabei stark, IgG2 nur unter bestimmten Umständen und IgG4 gar nicht 

gebunden, sodass dementsprechend die Komplement-abhängige Zytotoxizität (englisch: com-

plement-dependent cytotoxicity, CDC) sowie die Komplement-abhängige Phagozytose (eng-

lisch: complement-dependent phagocytosis, CDP) in Folge der Aktivierung von C1q unter-

schiedlich stark initiiert werden können (Noris and Remuzzi, 2013; Vidarsson et al., 2014). Ne-

ben den herkömmlichen Rezeptoren existieren unter anderem zwei alternative Interaktions-

partner für IgG, über deren exakte Bedeutung jedoch bis heute kontrovers diskutiert wird. Der 

Rezeptor dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin (DC-SIGN) findet sich hauptsäch-

lich auf Makrophagen und verwandten Zellen des Immunsystems wieder und soll über eine 

Interleukin-vermittelte Signalkaskade antiinflammatorische Prozesse auslösen (Anthony et 

al., 2012). Der zweite Bindepartner, tripartite  motif-containing  protein  21  (TRIM21), fungiert 

als cytosolischer Rezeptor und triggert die intrazelluläre Antikörper-vermittelte Proteolyse 

über den Proteasomkomplex. Diesem Mechanismus konnte vor allem bei Virusinfektionen 

eine bedeutende Rolle attestiert werden (McEwan et al., 2011; Vaysburd et al., 2013). 

 

 

Abbildung 1.4. IgG Struktur. IgG-Moleküle bestehen aus zwei identisch leichten und schweren Ketten, wobei die 

leichten Ketten aus einer variablen (VL) und einer konstanten (CL), die schweren Ketten aus einer variablen (VH) 

und drei konstanten (CH1-3) Domänen aufgebaut sind. Darüber hinaus lassen sich IgG funktionell in zwei Fab- 

und ein Fc-Fragment(e) unterteilen, welche durch die flexible Hinge-Region miteinander verbunden sind. Am Fc-

Fragment aller IgG finden sich an Asparagin-297 hochkonservierte N-Glykosylierungsstellen wieder. (Kronimus 

et al., 2019) 
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Es ist diesem umfassenden Wirkmechanismus zuzuschreiben, dass IgG häufig als 

therapeutische Option bei der Alzheimer-Krankheit in Betracht gezogen wurde. In der Theorie 

soll diŜ !ƪƪǳƳǳƭŀǘƛƻƴ ǳƴŘ !ƎƎǊŜƎŀǘƛƻƴ Ǿƻƴ !ʲ42 als das potentiell kausale Ereignis der 

Alzheimer-assoziierten Pathologie durch den Einsatz ! 4̡2-spezifischer Antikörper reguliert 

und eingedämmt werden. Zum einen stütz sich dieser Ansatz auf eine spezifische Bindung des 

Peptids, wodurch die Neutralisation monomerer und oligomerer Strukturen herbeigeführt, 

der Aggregationsprozess inhibiert und dadurch neuroprotektive Prozesse ausgelöst werden. 

½ǳƳ ŀƴŘŜǊŜƴ ƪŀƴƴ ǸōŜǊ !ʲ42-Antikörper und die Aktivierung mikroglialer Zellen ς den 

Phagozyten des Zentralnervensystems (ZNS) ς die Internalisierung und somit die Beseitigung 

der neurotoxischen Strukturen erreicht werden (Abb. 1.5) (Prins and Scheltens, 2013; Barrera-

Ocampo and Lopera, 2016). 

Sowohl passive als auch aktive Immunisierungsstrategien sind für einen solchen therapeuti-

schen Ansatz prinzipiell denkbar und wurden bereits zahlreich durchgeführt. Die aktive Immu-

nisierung verfolgt dabei das Ziel, durch antigene Stimulation von B-Zellen die körpereigene 

Produktion von ! 4̡2-Antikörpern zu induzieren. Obgleich manche Studien eine geringfügige 

Verbesserung der Kognition innerhalb der Verumgruppe offenbarten, waren in diesen stets 

erhebliche Nebenwirkungen wie Meningoencephalitiden oder cerebrale Hämorrhagien zu be-

obachten und führten schließlich zum Abbruch der Tests (Barrera-Ocampo and Lopera, 2016).   

Passive Immunisierungsstrategien setzen hingegen auf direkte Injektionen von zumeist huma-

nisierten, monoklonalen Antikörpern (mAbύ ƎŜƎŜƴ !ʲ42. In den letzten Jahren wurden zahlrei-

che solcher Antikörper vom IgG Typ getestet, wobei Stand heute keine der Studien die klini-

sche Phase 3 vielversprechend abschließen konnte. Bapineuzumab, ein N-terminal bindender 

Ƴ!ō ƎŜƎŜƴ !ʲ42, war dabei der erste klinisch untersuchte Antikörper. Aufgrund ausbleibender 

kognitiver Verbesserungen sowie des Auftretens vasogener Ödeme in ca. 10 % aller Fälle 

wurde die klinische Studie beendet (Salloway et al., 2009; Rinne et al., 2010). Auf Bapineuzu-

mab folgten unter anderem die mAbs Solanezumab und Gantenerumab. Auch hier war der 

fehlende positive Einfluss auf den kognitiven Verfall bei Alzheimer-Patienten ausschlaggebend 

für die Beendigung der Studien (Doody et al., 2014; Ostrowitzki et al., 2017; Honig et al., 2018). 

Die Ergebnisse zweier aktuell noch laufender Phase-3 Studien mit Gantenerumab stehen da-

gegen noch aus (ClinicalTrials.gov: NCT01224106 und NCT02051608). 
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Ein weiterer therapeutischer Antikörper, Aducanumab, galt noch bis vor kurzem als der viel-

versprechendste Kandidat für eine effektive Antikörpertherapie bei der Alzheimer-Krankheit. 

Dem B-Zell-Pool gesunder Blutspender entspringend, handelt es sich in diesem Fall um einen 

humanen, monoklonalen Antikörper. Die klinische Phase-1 Studie offenbarte bei Patienten 

mit prodromaler und milder Alzheimer-Symptomatik zunächst eine gute Verträglichkeit sowie 

die Reduktion von Amyloid Plaques (Sevigny et al., 2016). Nichtsdestotrotz wurden kürzlich 

die beiden klinischen Phase-3 Studien ENGAGE und EMERGE aufgrund nicht zu erreichender 

Ziele vorzeitig beendet, wobei die Studienergebnisse noch ausstehen (ClinicalTrials.gov: 

NCT02477800 und NCT02484547).  

All diese Resultate belegen, dass der theoretische Ansatz einer Antikörper-basierten Therapie 

bei der Alzheimer-Krankheit für die praktische Umsetzung zahlreiche Hindernisse bereithält. 

Neben der Antigenspezifität und einer guten Verträglichkeit sind vermutlich noch weitere, un-

ter anderem auch qualitative Faktoren zu berücksichtigen.  

 

 

Abbildung 1.5: Potentieller Wirkmechanismus therapeutischer A 4̡2-Antikörper. Die Akkumulation und Aggre-

gation von A̡42 als neuropathologische Ursache der Alzheimer-Krankheit könnte durch den Wirkmechanismus 

spezifischer IgG eingedämmt werden. Dieser beinhaltet die Bindung und Neutralisation von A̡42-Monomeren 

(A) und -Oligomeren (B), wodurch der Aggregationsprozess sowie die Zytotoxizität inhibiert werden. C. Darüber 

hinaus kann mithilfe von A̡42-spezifischer IgG die Phagozytose der monomeren und oligomeren Strukturen in-

duziert und über Aktivierung von Immunzellen die Ausschüttung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen 

moduliert werden. (Eigene Darstellung) 

A 

B C 
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1.4 Natürlich vorkommende Autoantikörper  

In Bezug auf die Antikörper-basierten therapeutischen Alzheimer-Studien und hier vor allem 

Aducanumab, ist es ein interessanter Fakt, dass im immunologischen Repertoire des Men-

schen bereits Antikörper der Klasse IgG vorhanden sind, welche gegen ! 4̡2 gerichtet sind. In 

diversen quantitativen Studien konnten solche sowohl im Liquor als auch im Serum gesunder 

und erkrankter Testpersonen nachgewiesen werden. Aufgrund dieser vom pathologischen 

Status unabhängigen Existenz sowie ihrer autoreaktiven Eigenschaften werden sie dem Pool 

natürlich vorkommender Autoantikörper (englisch: naturally occurring autoantibodies, nAbs) 

zugeordnet (Du et al., 2001; Hyman et al., 2001; Britschgi et al., 2009; Maftei et al., 2013; Qu 

et al., 2014). 

Als Teil des angeborenen Immunsystems werden nAbs im Gegensatz zu herkömmlichen, von 

B2-Zellen synthetisierten Antikörpern von B1-Zellen produziert. Diese CD5-positive Zellpopu-

lation entsteht im Zuge der B-Zell Entwicklung durch einen individuellen Entwicklungspfad und 

weist demnach einige Besonderheiten auf (Rothstein et al., 2013). Ein grundsätzlicher Unter-

schied zu B2-Zellen besteht darin, dass Antikörper von B1-Zellen durch einen Antigen- und T-

Zell-unabhängigen Prozess vom Kindesalter an zeitlebens sezerniert werden. Dadurch durch-

laufen B1-Zellen auch nicht die Keimzentrumsreaktion, sodass sie keine Affinitätsreifung er-

fahren und nAbs folglich durch eine reduzierte Avidität und Spezifität zum Epitop und nicht 

selten eine Polyreaktivität gekennzeichnet sind (Ochsenbein and Zinkernagel, 2000; 

Montecino-Rodriguez and Dorshkind, 2006; Rothstein et al., 2015). Obwohl es sich üblicher-

weise um Immunglobuline vom Typ M (IgM) oder A (IgA) handelt, sind nAbs auch teilweise 

dem IgG Typ zuzuordnen (Gold et al., 2012; Lutz, 2012). 

Die physiologische Funktion von nAbs umfasst die Aufrechterhaltung der Homöostase und 

Proteostase durch die Regulation verschiedener Zellfunktionen sowie die Beseitigung patho-

logisch veränderter oder nicht funktionaler Strukturen. Oxidativ geschädigte Proteine oder 

andere Biomoleküle, apoptotische und nekrotische Zellen sowie Proteinaggregate stören das 

physiologische Gleichgewicht und können über die Autoantikörper gezielt unterschiedlichen 

Degradationssystemen, darunter die ADCP und ADCP, zugeführt werden (Lutz, 2007; Lutz et 

al., 2009).  
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Die Beseitigung von Tumorzellen sowie die Modulation inflammatorischer Prozesse durch Bin-

dung und Neutralisation von Entzündungsmediatoren fällt ebenso in den Aufgabenbereich 

von nAbs (Avrameas et al., 2007; Schwartz-Albiez et al., 2008; Vollmers and Brandlein, 2009; 

Shoenfeld et al., 2014; Aleksis et al., 2017). Eine weitere funktionelle Aufgabe der Autoanti-

körper wird bei der Regeneration des Nervensystems angenommen. Hier sollen nAbs mit Oli-

godendrozyten wechselwirken und die Remyelinisierung von Axonen triggern, was speziell bei 

der Multiplen Sklerose zu einem protektiven Effekt führen kann (Miller and Rodriguez, 1995; 

Warrington et al., 2012). 

Das schädliche Pendant zu natürlichen, protektiven stellen pathologische Autoantikörper dar. 

Bei vielen autoimmunen und nicht-autoimmunen Erkrankungen kommt diesen eine Schlüssel-

rolle bei den pathologischen Vorgängen zu (Mewar and Wilson, 2006; Taplin and Barker, 2008; 

Rosetti et al., 2012). So ist z.B. der Rheumafaktor, ein IgG-Antikörper, einer der bekanntesten 

Vertreter dieser Art und führt zu einem erhöhten entzündlichen Zustand bei Patienten mit 

rheumatoider Arthritis. (Mewar and Wilson, 2006; Ingegnoli et al., 2013). Zudem repräsentie-

ren pathologische Autoantikörper bei den entsprechenden Erkrankungen ein entscheidendes 

Kriterium zur Diagnose (Self, 2010). Es sind vor allem Merkmale wie erhöhte Konzentrationen 

sowie gesteigerte Affinitäten zum Antigen, wodurch Autoantikörper pathologische Effekte 

entwickeln. Dabei gelten Störungen der Selektionssysteme, welche die Differenzierung und 

Proliferation autoreaktiver B-Zellen mit hochaffinen B-Zell-Rezeptoren üblicherweise regulie-

ren, als deren wahrscheinlichste Ursache (Shoenfeld et al., 2014; Ludwig et al., 2017).  

Auch im ZNS haben sowohl physiologische als auch im Zuge unterschiedlicher Erkrankungen 

pathologische Autoantikörper eine wesentliche Bedeutung. Unter anderem Myasthenia Gra-

vis, Multiple Sklerose oder auch das Stiff-Person Syndrom sind typischerweise mit einer sero-

logischen Nachweisbarkeit pathologischer Autoantikörper verknüpft, welche darüber hinaus 

die zugrundeliegende Pathologie begünstigen oder gar krankheitsursächlich sind (Solimena et 

al., 1990; Jayam Trouth et al., 2012; Probstel et al., 2015). Demgegenüber werden für nAbs im 

ZNS vor allem neuroprotektive Funktionen postuliert (Gold et al., 2012).  
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Neben den bereits dargelegten, die Remyelinisierung induzierenden Autoantikörpern, konnte 

auch die Existenz von nAbs, welche die Proteine Alpha-Synuclein, Tau und das Prion-Protein 

erkennen, belegt werden (Rosenmann et al., 2006; Wei et al., 2012; Besong-Agbo et al., 2013; 

Kronimus et al., 2016). Da diese Autoantigene mit neurodegenerativen Proteinopathien asso-

ziiert sind, darunter die Parkinson-Krankheit, verschiedenen Formen der Demenz oder die 

Creutzfeld-Jakob-Krankheit, werden den jeweiligen nAbs protektive Eigenschaften in Bezug 

auf die Pathogenese zugeschrieben (Gold et al., 2012).  

  

1.4.1 Physiologische Relevanz von nAbs-! 4̡2 für die Alzheimer-Krankheit 

Wie bereits erläutert, finden sich auch nAbs gegen ! 4̡2 im immunologischen Repertoire des 

Menschen wieder und werden ähnlich zu den physiologischen Autoantikörpern gegen Alpha-

Synuclein, Tau und das Prion-Protein mit einer positiven Wirkung im ZNS, in diesem Fall der 

Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracht. Die Aufrechterhaltung der Proteostase als eine 

Hauptfunktion von nAbs stellt hierbei den entscheidenden Zusammenhang her. Aufgrund der 

spezifischen Bindung der nAbs-! 4̡2 an ihr Antigen sowie des umfangreichen Wirkspektrums 

von IgG im Allgemeinen könnte ein humanes, immunvermitteltes Degradationssystem bereits 

vorhanden sein, welches die Regulation des toxischen Agens der Alzheimer-Krankheit über-

nimmt und so der Pathogenese vorbeugt (Dodel et al., 2002; Albus et al., 2018). 

Diese Hypothese konnte bereits durch eine Vielzahl von Studien untermauert werden, welche 

einen vielversprechenden Einfluss von nAbs-!  ̡auf die Alzheimer-assoziierte Pathologie do-

kumentieren. So zeigte sich zum einen, dass die Phagozytose des oligomeren Peptids durch 

primäre, murine Mikrogliazellen mithilfe von nAbs-! 4̡2 effektiv induziert werden kann. Wei-

terhin war es möglich, über den Einsatz von nAbs die indirekte Neurodegeneration aufgrund 

inflammatorischer Einflüsse einzudämmen. Die direkte Toxizität der ! 4̡2-Oligomere schien 

hingegen unbeeinflusst zu sein, wobei eine konzentrationsabhängige Unwirksamkeit der nAbs 

nicht ausgeschlossen werden konnte (Gold et al., 2013). Ähnliche Resultate waren auch bei 

der Untersuchung von nAbs-! 4̡0 zu beobachten.  
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In vivo Experimente mit dem weitverbreiteten Alzheimer-Mausmodell Tg2576 offenbarten 

nach Behandlung mit den Autoantikörpern eine Reduktion toxischer ! -̡Oligomere sowie eine 

verbesserte synaptische Plastizität samt Kognition (Mengel et al., 2013). Auch die toxischen 

Eigenschaften von ! 4̡0 auf humane Neuroblastomzellen konnten durch die Koinkubation mit 

nAbs-! 4̡0 reduziert und die Zellviabilität gesteigert werden (Dodel et al., 2011).  

Anhand der Ergebnisse dieser Studien lässt sich somit eine hohe physiologische Relevanz der 

nAbs-!  ̡für die Alzheimer-Krankheit in Form eines protektiven Mechanismus ableiten und 

zwei entscheidende Schlüsse ziehen. Zum einen könnten pathologisch veränderte Eigenschaf-

ten der nAbs-! 4̡2 zu einer Störung des protektiven Systems führen, eine ätiologische Bedeu-

tung für die Erkrankung haben und dadurch als diagnostischer Marker für die Identifikation 

von Patienten herangezogen werden. Während diesbezüglich quantitative Veränderungen 

aufgrund diverser gegensätzlicher Studienresultate vermutlich nicht in Frage kommen, fehlen 

qualitative Studien zu nAbs-! 4̡2 bei der Alzheimer-Krankheit gänzlich und könnten dem Be-

darf an verlässlichen, frühen Biomarkern nachkommen (Kronimus et al., 2018). 

Zum anderen kann die über nAbs-!  ̡erfolgreich vermittelte Modulation pathologischer Pro-

zesse wichtige Erkenntnisse über die notwendigen Anforderungen an einen für die Alzheimer-

Therapie wirksamen Antikörper liefern. Obwohl solche Ansätze spätestens durch das Schei-

tern von Aducanumab einen herben Rückschlag erlitten haben, kann z.B. die Aufdeckung 

quantitativer und qualitativer Merkmale von nAbs sowie deren Übertragung auf therapeuti-

sche Antikörper, neue und vielversprechende Optionen eröffnen. Dies legen unter anderem 

Studien nahe, bei denen Patienten mit intravenösen Immunglobulinen (IVIg) behandelt wur-

den. Trotz größerer Versuchsreihen ohne signifikante Resultate (Dodel et al., 2013; Relkin et 

al., 2017), konnten in einigen Fällen verringerte ! -̡Konzentration im Liquor sowie kognitive 

Verbesserungen erreicht werden, welche höchstwahrscheinlich auf den Anteil spezifischer 

nAbs-! 4̡2 in den IVIg-Präparaten zurückzuführen sind (Dodel et al., 2002; Dodel et al., 2004; 

Relkin et al., 2009).  
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1.4.2 N-Glykosylierung von nAbs-! 4̡2: Ansatzpunkt therapeutischer und diagnostischer Strate-

gien? 

Die im vorigen Kapitel propagierte Berücksichtigung qualitativer Merkmale der nAbs-! 4̡2 für 

die Entwicklung neuer therapeutischer und diagnostischer Ansätze bei der Alzheimer-Krank-

heit rückt unter anderem die Glykosylierung der Autoantikörper in den Fokus. Als posttrans-

lationale Modifikation (PTM) stellt diese ein wichtiges qualitatives Merkmal von Proteinen und 

anderen Biomolekülen dar, welches unter anderem den Wirkmechanismus von IgG und somit 

mutmaßlich der nAbs-!  ̡in erheblichem Maße beeinflussen kann.  

Nicht nur allgemein, sondern auch bei IgG unterscheidet man zwischen zwei Arten der Glyko-

sylierung: O- und N-Glykosylierung (Marshall, 1972; Arnold et al., 2007). Während die O-Gly-

kosylierung hauptsächlich in den Zisternen des Golgi-Apparates durch die Übertragung kleine-

rer Oligosaccharide auf Sauerstoffatome der Hydroxylgruppe von Serin und Threonin erfolgt, 

werden N-Glykane im ER kovalent an das Stickstoffatom von Asparagin angefügt und im Golgi-

Apparat prozessiert. Der Syntheseprozess an sich weist dabei ebenfalls deutliche Unter-

schiede auf. O-Glykane haben ihren Ursprung in der aufeinanderfolgenden und direkten Ver-

kettung einzelner Zuckerreste, wohingegen N-Glykane zunächst als Vorläufer-Oligosaccharide 

mit dem membranständigen Isoprenderivat Dolichol-Phosphat und anschließend durch das 

Enzym Oligosaccharyltransferase mit Asparagin verknüpft werden (Wopereis et al., 2006; 

Brockhausen et al., 2009; Stanley et al., 2009; Stanley, 2011). 

IgG können sowohl O-, als auch N-glykosyliert sein, wobei O-Glykane ausschließlich in der 

Hinge-Region von IgG-Subtyp 3 nachzuweisen sind. Da es sich hierbei um ein relativ junges 

Forschungsfeld handelt, sind nur wenige Informationen hinsichtlich der funktionellen Rele-

vanz dieser Oligosaccharide existent, sodass bislang lediglich eine Schutzfunktion vor der pro-

teolytischen Degradation vermutet wird (Plomp et al., 2015). Demgegenüber existieren zahl-

reiche Studien, welche sich mit der N-Glykosylierung von IgG und deren funktioneller Bedeu-

tung auseinandersetzen (Abes and Teillaud, 2010; van de Bovenkamp et al., 2016). Hierbei gilt 

es, zwischen den beiden Fragmenten Fab und Fc zu unterscheiden.  
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Die Fab-Fragmente von IgG können einzig an den variablen Domänen N-Glykane tragen, wobei 

solche in nur ca. 15-20 % aller Fälle tatsächlich vorhanden sind (Stanley et al., 2009; van de 

Bovenkamp et al., 2016). Darüber hinaus führt die variable und für jeden Antikörper spezifi-

sche Aminosäuresequenz dieser Domänen zu mannigfaltigen Glykosylierungsstellen, welche 

weder zwischen verschiedenen Antikörpern vergleichbar sind, noch einen allgemeingültigen 

Rückschluss auf deren physiologische Bedeutung zulassen. So konnte die Anwesenheit von 

N-Glykanen am Fab-Fragment mit erhöhten, unveränderten, aber auch verringerten Affinitä-

ten zum Antigen in Verbindung gebracht N-Acetylglucosaminierung werden (van de 

Bovenkamp et al., 2018). 

Demgegenüber enthalten die Fc-Fragmente aller IgG eine einzige und hochkonservierte Gly-

kosylierungsstelle am Asparagin-297 (Asn-297). Die hier angefügten Glykane weisen eine kom-

plexe, biantennäre Struktur auf und setzen sich aus einem konstanten Kern zusammen, wel-

cher stets aus sieben Zuckerresten besteht und zusätzlich weitere Zuckerreste tragen kann 

(Abb. 1.6, A-C). Während die Kernstruktur drei Mannosen (Man) und vier N-Acetylglucosa-

mine (GlcNAc) umfasst, handelt es sich bei den potentiell additionalen Zuckern um Fucose 

(Fuc), GlcNAc, Galaktose (Gal) und/oder die Sialinsäure N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac). Da 

das potentiell zusätzlich angefügte GlcNAc die beiden Antennen des Glykans separiert, be-

zeichnet man dieses auch als αōƛǎŜŎǘƛƴƎά όŜƴƎƭƛǎŎƘ ŦǸǊ ƘŀƭōƛŜǊŜƴŘύ DƭŎb!Ŏ όō-GlcNAc) (Abes 

and Teillaud, 2010; Kronimus et al., 2019). Im Vergleich zum Fab- weisen die Fc-Fragmente in 

der Regel Glykane kleinerer Strukturen mit einem deutlich geringeren Anteil von Gal und 

Neu5Ac auf (Bondt et al., 2014).  
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Abbildung 1.6. IgG Glykosylierung. A. Die aus zwei identisch leichten (CL und VL) und schweren Ketten (CH1-3 

und VH) bestehenden IgG-Moleküle lassen sich funktionell in zwei Fab und ein Fc-Fragment(e) unterteilen. Am 

Fc-Fragment aller IgG finden sich an Asparagin-297 hochkonservierte N-Glykosylierungsstellen wieder. B. Diese 

N-Glykane bestehen aus einem Kern von vier N-Acetylglucosaminen (GlcNAc) und drei Mannosen (Man), welcher 

mit den Zuckern Fucose (Fuc), N-Acetylglucosamin (b-GlcNAc), Galaktose (Gal) und N-Acetylneuraminsäure 

(Neu5Ac) zusätzlich erweitert sein kann. Alle Zucker sind über h- ƻŘŜǊ ʲ-glykosidische Bindungen miteinander 

verknüpft. C. Schematische Darstellung der Glykane. (Kronimus et al., 2019) 

 

Die Zusammensetzung der IgG Fc N-Glykane ist mitentscheidend darüber, ob und inwiefern 

die Bindungen an bestimmte Interaktionspartner beeinflusst und dadurch Effektorfunktionen 

unterschiedlich stark ausgelöst werden (Abb. 1.7). So kann zum einen die Präsenz von Fuc mit 

einer bis zu 100-fach reduzierten IgG-!ŦŦƛƴƛǘŅǘ Ȋǳ CŎʴw auf Makrophagen und Mikrogliazellen 

verknüpft werden. Der FcɹRIII ist dabei aufgrund gestörter Glykan-Glykan-Interaktion mit IgG 

am stärksten betroffen. In Folge dessen sind proinflammatorische Prozesse, darunter die 

ADCC und ADCP, herabreguliert, sodass Fuc antiinflammatorische Effekte zugesprochen wer-

den (Shields et al., 2002; Niwa et al., 2005; Ferrara et al., 2011; Chung et al., 2012).  

Eine konträrere Wirkung scheint durch die zusätzliche Addition von b-GlcNAc ausgelöst zu 

werden. Die N-Acetylglucosaminierung von IgG Fc N-Glykanen führt unter anderem zu einer 

erhöhten Bindung an Fcɹ RIII, wobei indirekte Ursachen nicht auszuschließen sind. Das bio-

chronologisch früher erfolgende Anfügen von N-Acetylglucosamin hemmt aufgrund sterischer 

Hinderungen die Aktivität der für die Fucosylierung zuständigen Fucosyltransferase, sodass 

der Effekt sowohl durch die Abwesenheit von Fuc, als auch durch die Anwesenheit von 

b-GlcNAc bedingt sein könnte (Davies et al., 2001; Ferrara et al., 2006; Zou et al., 2011).  
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Die Addition von Neu5Ac vermittelt wie Fuc eine antiinflammatorische Wirkung von IgG. Für 

diese ist neben einer verringerten !ŦŦƛƴƛǘŅǘ Ȋǳ ǎŅƳǘƭƛŎƘŜƴ CŎʴw vermutlich ein weiterer Effekt 

von entscheidender Bedeutung. Sialylierte Fc N-Glykane sollen demnach die Affinität von IgG 

zu DC-SIGN erhöhen und eine Interleukin-33- und Interleukin-4-vermittelte Signalkaskade aus-

lösen, an deren Ende die hochregulierte Expression von CŎʴwLLō ǎǘŜƘǘ (Kaneko et al., 2006; 

Anthony et al., 2012). Diese iƴƘƛōƛǘƻǊƛǎŎƘŜƴ CŎʴw ǿƛǊƪŜƴ ǿƛŜŘŜǊǳƳ ǇǊƻƛƴŦƭŀƳƳŀǘƻǊƛǎŎƘŜƴ tǊƻπ

zessen durch Erhöhung des Schwellenwertes der Aktivierung von Immunzellen entgegen 

(Nimmerjahn and Ravetch, 2007). 

Die Folgen zusätzlicher Gal werden bis heute kontrovers diskutiert. Zum einen ist die Galakto-

sylierung von Fc N-Glykanen mit einer gesteigerten IgG-Affinität an das initiale Komplement-

protein C1q und dadurch mit proinflammatorischen Effekten assoziiert, zum anderen aber 

auch mit einer verringerten Bindung an das Mannose-bindende Lektin als alternatives Kom-

plementprotein und folglich mit antiinflammatorischen Prozessen (Nimmerjahn et al., 2007; 

Banda et al., 2008; Houde et al., 2010; Peschke et al., 2017). Grundsätzlich wird jedoch eine 

antiinflammatorische Wirkung nahegelegt, da viele Autoimmunerkrankungen mit einem ver-

ringerten Galaktosylierungsstatus einhergehen (Pilkington et al., 1995).  
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Abbildung 1.7. Funktionelle Bedeutung der Fc N-Glykosylierung von IgG. Die mögliche Addition von Fuc, 

b-GlcNAc, Gal oder Neu5Ac verursacht veränderte Affinitäten von IgG zu seinen Effektorstrukturen und damit 

verstärkte oder abgeschwächte immunologische Prozesse. Dazu gehören die Antikörper-abhängige zellvermit-

telte Phagozytose (englisch: antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP), die Antikörper-abhängige zellver-

mittelte Zytotoxizität (englisch: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC), die Komplement-abhän-

gige Zytotoxizität (englisch: complement-dependent cytotoxicity, CDC) sowie die Modulation antiinflammatori-

scher Reaktionen. (Kronimus et al., 2019) 

 

Es ist durch die ausführlich erläuterten und von der Zusammensetzung ihrer N-Glykane ab-

hängigen funktionellen Eigenschaften der IgG zu begründen, weshalb die zu Beginn des Kapi-

tels vorgeschlagene Berücksichtigung der Glykosylierung von nAbs-! 4̡2 im Rahmen der Alz-

heimer-Krankheit Sinn ergibt. Unter der Voraussetzung, dass N-Glykane der nAbs einen ähnli-

chen oder gar identischen Einfluss haben wie die der IgG, kann deren Veränderung, aufgrund 

der damit einhergehenden, gestörten physiologischen und protektiven Funktion der Autoan-

tikörper, zu pathologischen und krankheitsfördernden oder gar ätiologischen Prozessen füh-

ren. Die Aufdeckung solcher Variationen birgt somit ein hohes diagnostisches Potential zum 

Screening von Alzheimer-Patienten.  
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Pathologisch veränderte Glykosylierungsmuster im Zuge vor allem autoimmuner Erkrankun-

gen rechtfertigen diesen Ansatz zusätzlich (Tomana et al., 1988; Decker et al., 2016). 

Darüber hinaus kann die Charakterisierung des N-Glykosylierungsmusters von nAbs-! 4̡2 ent-

scheidende Erkenntnisse über deren Wirkspektrum und weiteren Eigenschaften liefern. Da 

bereits die physiologische Relevanz der Autoantikörper für die Alzheimer-Krankheit in diver-

sen Studien vorgebracht wurde, könnten diese Informationen essentielle Voraussetzungen 

der Glykosylierung effektiver und verträglicher Antikörper für die Alzheimer-Therapie offen-

baren und als Blaupause für deren Entwicklung Verwendung finden. Dieser Ansatz erfährt vor 

allem deshalb größere Bedeutung, da die Glykosylierung von IgG als PTM artspezifisch im ER 

und Golgi-Apparat stattfindet. Daher ist es nicht verwunderlich, dass das Glykosylierungsmus-

ter der typischerweise als Expressionssystem für rekombinante, therapeutische Antikörper 

genutzten Zellsysteme, darunter chinesische Hamsterovarien (englisch: Chinese Hamster 

Ovary, CHO) oder humane, embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney, HEK), erheb-

liche Unterschiede zu dem des Menschen aufweist (Marth and Grewal, 2008; Bohm et al., 

2015; Reusch and Tejada, 2015). 

 

1.5 Zielsetzung  

Das übergeordnete Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit stellt die Untersuchung einer phy-

siologischen und diagnostischen Relevanz der N-Glykosylierung von nAbs-! 4̡2 bei der Alzhei-

mer-Krankheit und den zugrundeliegenden Pathomechanismen dar. Hierfür ist zunächst be-

absichtigt, das N-Glykosylierungsmuster der nAbs-! 4̡2 zu analysieren und mit dem von her-

kömmlichen IgG zu vergleichen. Im Zuge dessen soll außerdem geklärt werden, ob N-Glykane 

der nAbs-! 4̡2 einen entscheidenden funktionellen Einfluss innehaben und die der Alzheimer-

Krankheit zugrundeliegenden pathologischen Prozesse modulieren können. Die daraus her-

vorgehenden Erkenntnisse könnten neue, entscheidende Optionen für die Entwicklung thera-

peutischer Strategien auf Basis von Antikörpern aufzeigen. In einem zweiten Teil soll anschlie-

ßend die Überprüfung des diagnostischen Nutzens der Fc N-Glykosylierung der nAbs-! 4̡2 er-

folgen. Zu diesem Zweck werden die Glykosylierungsmuster der Autoantikörper von Alzhei-

mer-Patienten und Kontrollprobanden analysiert und miteinander verglichen, um potentielle 

Unterschiede als Grundlage künftiger Biomarker identifizieren zu können.
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 2.1. Verwendete Chemikalien samt Hersteller/Lieferant. 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid GE Healthcare 

2-Propanol Carl Roth 

6-Aza-2-thiothymine Alfa Aesar 

Acetonitril Carl Roth 

Ammoniumcitrat Sigma Aldrich 

Ammoniumhydrogencarbonat Carl Roth 

Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth 

Argon AirLiquid 

Chloroform Carl Roth 

Coomassie Brilliant Blue R 250 Serva Electrophoresis 

Dimethylsulfoxid AppliChem 

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth 

DL-Dithiothreitol Sigma Aldrich 

Essigsäure Acros Organics 

Ethanol Carl Roth 

Ethanolamin (1 M, pH 8,5) GE Healthcare 

Ethylendiamintetraessigsäure Carl Roth 

Glycin Carl Roth 

HEPES (1 M) PAN-Biotech 

Hexafluorisopropanol  Sigma Aldrich 

Iodacetamid Sigma Aldrich 

Iodomethan Merck 

Kaliumchlorid Carl Roth 

Kaliumbiphosphat Carl Roth 

Kohlenstoffdioxid AirLiquid 
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L-Cystein-Hydrochlorid Thermo Fisher 

L-Glutamin (200 mM) PAN-Biotech 

Maltoheptaose Sigma Aldrich 

Methanol Carl Roth 

Natriumazid Sigma Aldrich 

Natriumacetat Sigma Aldrich 

Natriumbikarbonat Carl Roth 

Natriumbiphosphat  Carl Roth 

Natriumchlorid Carl Roth 

Natriumdodecylsulfat Carl Roth 

Natriumhydroxid Riedel-de Haën 

N-Hydroxysuccinimid GE Healthcare 

Phosphorsäure Sigma Aldrich 

Poly-D-Lysin Sigma Aldrich 

Propidiumiodid Sigma Aldrich 

Reinstwasser Aufbereitung Reinstwasseranlage 

Salzsäure, 37 % Carl Roth 

Schwefelsäure Carl Roth 

TEMED Carl Roth 

Thioflavin T Sigma Aldrich 

Trifluoressigsäure Thermo Fisher 

TRIS Carl Roth 

Tween-20 AppliChem 

Wasser (analyserein, Rotipuran) Carl Roth 

Wasser (ultrarein, Rotisolv) Carl Roth 
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2.1.2 Polypeptide und Organismen 

Tabelle 2.2. Verwendete Peptide, Proteine, Antikörper und Enzyme samt Hersteller/Lieferant. 

Beta-Amyloid 1-42 Bachem 

Beta-Amyloid 1-42, N-Terminal Cystein konjugiert Peptide Specialty Laboratories  

Beta-Amyloid 1-42, N-Terminal FITC konjugiert Bachem 

C1q Protein Abcam 

Concanavalin-A, HRP konjugiert Sigma Aldrich 

DC-SIGN  R&D Systems 

CŎʴ-Rezeptor I, IIb, IIIa R&D Systems 

Goat Anti human IgG (H&L) Calbiochem 

Goat Anti human IgG (H&L) F(ab)2-Fragment,  
Biotin konjugiert 

Jackson ImmunoResearch 

Goat Anti human IgG (H&L), HRP konjugiert Calbiochem 

Goat Anti mouse IgG (H&L), HRP konjugiert Calbiochem 

IdeZ Protease Promega 

Mouse Anti Beta-Amyloid 6E10 Covance 

Peptide-N-Glycosidase F New England Biolabs 

Sheep Anti C1q, HRP konjugiert Abcam 
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2.1.3 Labormaterialien 

Tabelle 2.3. Verwendete Labormaterialien samt Hersteller/Lieferant. 

2,4-Dihydroxybenzoesäure Bruker Daltonics 

оΣо ΣрΣр-Tetramethylbenzidin Merck 

4x LDS Ladepuffer (nicht reduzierend) Life Technologies 

7,5 ml Z-Gel S-Monovetten Sarstedt 

C18 Spitzen, Pierce Thermo Fisher 

CellTiter-Glo 2.0 Promega 

5ǳƭōŜŎŎƻΩǎ aƻŘƛŦƛŜŘ 9ŀƎƭŜ aŜŘƛǳƳ 
(4,5 g/l Glucose, 3,7 g/l Natriumbikarbonat) 

PAN-Biotech 

fetales Rinderserum PAN-Biotech 

Glasflaschen (50 ς 100 ς 250 ς 500 ς 1.000 ς 2.000 ml) Schott 

Glasphiolen 1,4 ml Micro-V 
+ 9 mm PP-Schraubgewindekappen 

Thermo Fisher 

Immunglobulin G Lösung Octagam 5 % Octapharma 

Low-Binding-Reaktionsgefäße (0,5 ς 1,5 ς 2 ml) Sarstedt 

Melon Gel Purification Kit Thermo Fisher 

Mikrotiterplatten, 96-Black-Well Greiner 

Mikrotiterplatten, 96-U-Well High Binding Polystyrene Thermo Fisher 

Peptid-Standard Bruker Daltonics 

pH Streifen pH Fix Carl Roth 

Phosphatgepufferte Salzlösung, steril 
(ohne Calcium, ohne Magnesium) 

PAN-Biotech 

Pipettenspitzen Thermo Fisher 

Polystyrol Disposable Plastic Columns, Pierce Thermo Fisher 

Probenröhrchen Durchflusszytometrie 5 ml Sarstedt 

Reagenzglas 15 ml Schraubverschluss mit Deckel 
+ PTFE/Silikon Septen 18 mm Gewinde  

Kobe 
Wicom 

Reaktionsgefäße (0,5 ς 1,5 ς 2 ς 15 ς 30 ml) Sarstedt 

Rinderserumalbumin Serva Electrophoresis 

Rotiblock 10x Carl Roth 

Rotiload 4x reduzierender Ladepuffer Carl Roth 
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Rotiphorese 10x SDS-PAGE Carl Roth 

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid) Carl Roth 

SeeBlue Plus 2 Prestained  Protein-Leiter Life Technologies 

Serologische Pipetten (2 ς 5 ς 10 ς 25 ml) Sarstedt 

Steril-Filter Rapid Flow Bottle Top Filter Thermo Fisher 

Streptavidin-HRP R&D Systems 

Trypsin 0,25 %/EDTA 0,53 mM PAN-Biotech 

UltraLink Iodacetyl Resin, 50 % Thermo Fisher 

Vivaspin Zentrifugalfilter Sarstedt 

Zellkulturflaschen (T25, T75) Sarstedt 

Zellkulturplatten (24-Well, 96-Well) Greiner 

Zytokin ELISA Kits (Il-6, TNFh, Il-1 )̡ Thermo Fisher 

 

2.1.4 Geräte 

Tabelle 2.4. Verwendete Geräte samt Hersteller/Lieferant. 

Eismaschine RF0244A Manitowoc 

Durchflusszytometer Cytoflex S Beckman Coulter 

Durchlichtmikroskop Eclipse TS100 Nikon 

Feinwaage Sartorius 

Gefrierschränke (-20 °C, -80 °C) Sanyo 

Gefriertrockner Alpha 1-4 Martin Christ 

Gelkammer und Halterung BioRad 

Heizblock PCH-2 Grant-bio 

Horizontalschüttler Unimax 1010 Heidolph 

Inkubator C 150 Binder 

Kühlschränke Bosch, Liebherr 

Magnetrührer MR Hei-Standard Heidolph 

Massenspektrometer Ultraflex I und II TOF/TOF 
+ Anchor Chip MALDI target 

Bruker Daltonics 

Mikrotiterplatten-Waschautomat Amersham Biotrak II GE Healthcare 
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Minizentrifuge MyFuge Benchmark Scientific 

Neubauer Zählkammer, verbessert Brand 

pH Meter InLab Routine Pro Mettler Toledo 

Pipetten (Einkanal) Reference und Research Plus 
(2,5 ς 10 ς 20 ς 100 ς 200 ς 1.000 µl) 

Eppendorf 

Pipettierhelfer Accujet Pro Brand 

Plattenleser Tecan Infinite M200 Tecan Deutschland 

PowerSupply Power Pac Basic BioRad 

Reagenzglasschüttler Reax Heidolph 

Reinstwasseranlage Easypure II Werner Reinstwassersysteme 

Spektrophotometer Nanodrop ND-1000  Peqlab 

Surface Plasmon Resonance Protein- 
Interaktionssystem Biacore T200 

+ Series S  Sensor Chip CM5 
GE Healthcare 

Sterilwerkbank HERA safe KS 12 Thermo Fisher 

Thermoschüttler MKR-13 HLC Biotech 

Tischzentrifuge Biofuge Stratos Heraeus 

Tischzentrifuge Centrifuge 5402 Eppendorf 

Überkopfschüttler PTR-60 Grant-bio 

Ultraschallbad Sonorex Brandelin Electronic 

Vakuumpumpe ME 4C NT Vacuubrand 

Vakuumzentrifuge Jouan RC1010 Thermo Fisher 

Wärmeschrank Function Line B6 Heraeus 

Wasserbad WB-10 Labortechnik Medingen 
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2.1.5 Software 

Tabelle 2.5. Verwendete Software samt Entwickler. 

Biacore T200 Control Software 2.0.2 GE Healthcare 

Biacore T200 Evaluation Software 2.0 GE Healthcare 

CytExpert 2.1 Beckman Coulter 

Excel 2013  Microsoft  

FlexAnalysis 3.4 Bruker Daltonics 

FlexControl 3.4 Bruker Daltonics 

Flowing Software 2.5.1 Turku Centre for Biotechnology 

Illustrator CS3 Adobe 

JMP SAS-Institut 

Magellan TM 6.4 Tecan 

ND-1000 3.5.2 Thermo Scientific 

Origin Pro 9.6 OriginLab Corporation 

Photoshop CS3 Adobe 

SPSS Statistics 22.0.0.0 
International Business Machines 
Corporation 

Word 2013 Microsoft 

 

2.2 Patienten 

Für eine explorative Patientenstudie wurden 20 Alzheimer-Patienten und 20 altersangepasste 

Kontrollprobanden in der Klinik für Neurologie am Universitätsklinikum Marburg (Ethikvotum: 

Aktenzeichen 173/15) sowie in der Klinik für Neurologie am Universitätsklinikum Essen (Ko-

operationspartner Prof. Dr. med. Dirk Hermann) und im Geriatrie-Zentrum Haus Berge der 

Universität Duisburg-Essen (Ethikvotum: Aktenzeichen 17-7450-BO) rekrutiert. Hierfür er-

folgte zunächst eine Vorauswahl potentieller Studienteilnehmer hinsichtlich spezifischer Ein- 

und Ausschlusskriterien (Tab. 2.6; Kapitel 7.2).  
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Nach Aufklärung der Patienten durch einen approbierten Arzt sowie schriftlicher Einverständ-

niserklärung zur Teilnahme an der Studie durch den Patienten oder gesetzlich bestellten Be-

treuer, erfolgte eine Venenpunktion samt venöser Blutabnahme von ca. 15 ml in 7,5 ml Z-Gel 

S-Monovetten (Sarstedt). Noch am selben Tag wurden die Blutproben bei 3.000 g und 4 °C für 

10 min zentrifugiert (Biofuge Stratos, Heraeus), sodass der Serumüberstand in Low-Binding-

Reaktionsgefäße (Sarstedt) überführt und pseudonymisiert bei -80 °C (Sanyo) gelagert werden 

konnte. 

Die Studie wurde in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgeführt und von 

den zuständigen Ethikkommissionen genehmigt (Goodyear et al., 2007). 

 

Tabelle 2.6. Ein- und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie. Berücksichtigt wurden Alter, Punktzahl 

bei der kognitiven Testung mittels Mini-Mental-Status-Test (MMST), Diagnosekriterien sowie immunologische 

Faktoren. * (McKhann et al., 1984) 

 

 Alzheimer-Patienten Kontrollprobanden 

Einschluss-

kriterien 

Alter җ 55 

Punkte Mini-Mental-Status-Test < 25 

diagnostizierte Alzheimer-Krankheit 

nach NINCDS-ARDA* 

Punkte Mini-Mental-Status-Test җ 25 

Ausschluss-

kriterien 

Andere Ursachen der Demenz Diagnostizierte Alzheimer-Krankheit 

Passive Impfung in den letzten 4 Monaten 

Behandlung mit Immunglobulinen in den letzten 4 Monaten 

Erkrankung des blutbildenden Systems (z.B. Leukämie) 
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2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.3.1 Aufreinigung von nAbs-! 4̡2 

2.3.1.1 Aufbau der Affinitätssäulen 

Eine am Luer-Ausgang verschlossene Polystyrol-Säule (Thermo Fisher) wurde zunächst mit 

Natriumchlorid (1 M, NaCl, Carl Roth) befüllt und anschließend mit einer Polyethylen-Filter-

scheibe besetzt. Nach Abtropfen von NaCl wurde der Säule 4 ml 50 % UltraLink Iodacetyl Mat-

rix (Thermo Fisher) zugegeben, wodurch sich nach einiger Zeit ein 2 ml Gelbett absetzte. An-

schließend erfolgte das Waschen und Äquilibrieren des Gelbetts mit Kopplungspuffer (50 mM 

TRIS (Carl Roth) + 5 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, pH 8,5, Carl Roth)). Im selbigen 

wurde 1 mg N-Terminal mit Cystein-ƎŜƪƻǇǇŜƭǘŜǎ !ʲ42 (Peptide Specialty Laboratories) zu 

500 µg/ml gelöst und der Matrix zugegeben. Nach 15 min Überkopfschütteln (PTR-60, Grant-

bio) und 30 min aufrechter Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde erneut mit Kopplungs-

puffer gewaschen, ehe freie Bindestellen mithilfe eines Sättigungspuffers (50 mM L-Cystein-

Hydrochlorid, Thermo Fisher) nach weiteren 15 min Überkopfschütteln und 30 min aufrechter 

Inkubation bei RT blockiert wurden. Das Abtropfen des Sättigungspuffers sowie mehrfaches 

Waschen mit NaCl (1 M) und phosphatgepufferter Salzlösung (englisch: phosphate buffered 

saline, PBS; Zusammensetzung: 140 mM NaCl + 2,7 mM Kaliumchlorid (Carl Roth) + 10 mM 

Dinatriumhydrogenphosphat (Carl Roth) + 1,8 mM Kaliumbiphosphat (Carl Roth)) stellten die 

letzten Schritte vor der erstmaligen Benutzung der Affinitätssäule dar. 

 

2.3.1.2 Affinitätschromatographie 

Die Aufreinigung von nAbs-! 4̡2 erfolgte ausgehend von Serumproben humaner Einzelspen-

der bzw. intravenösen Immunglobulinen G (IVIg, Octapharma) als ursprünglich therapeuti-

sches Präparat. Unter Zuhilfenahme des Melon Gel Purification Kits (Thermo Fisher) und sei-

ner Anwendung gemäß Herstellerangaben wurde die IgG-Fraktion aus den Serumproben ge-

wonnen. Anschließend erfolgte die nAbs-! 4̡2 Aufreinigung, welche für IVIg auf identische 

Weise durchgeführt wurde (Abb. 2.1). 
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Die hergestellten Affinitätssäulen wurden zunächst mit 30 ml PBS gewaschen und anschlie-

ßend mit 10 ml Melon Gel aufgereinigtem IgG oder IVIg befüllt. Nach Überkopfschütteln über 

Nacht (ü.N.) bei 4 °C (Bosch/Liebherr) erfolgte die Entfernung ungebundener Immunglobuline 

durch Waschen mit 30 ml PBS und 20 ml Natriumphosphatpuffer (10 mM, Zusammensetzung: 

5,8 mM Natriumbiphosphat (Carl Roth) + 9,2 mM Dinatriumhydrogenphosphat, pH 6,8). Die 

9ƭǳǘƛƻƴ !ʲ42-gebundener und somit spezifischer Immunglobuline resultierte nach Zugabe von 

10 ml Glycinpuffer (100 mM, pH 2,8, Carl Roth). Diese nAbs-! 4̡2 Fraktion wurde in Low-Bin-

ding-Reaktionsgefäßen aufgefangen. Das Waschen der Säule mit 10 ml Natriumphosphatpuf-

fer (10 mM, pH 6,8), 10 ml PBS, 10 ml NaCl (1 M) und nochmals 20 ml PBS ermöglichte die 

erneute Verwendung der Säule, wobei maximal 30 Durchläufe pro Säule ohne messbaren 

Qualitätsverlust toleriert wurden. Die Lagerung von mehr als 48 h ohne Benutzung wurde bei 

4 °C nach einem Waschschritt mit PBS + 0,05 % Natriumazid (Sigma Aldrich) vollzogen. 

 

 

Abbildung 2.1. Aufreinigung von IgG und nAbs-! 4̡2. A. IgG aus Serumproben von Einzelspendern wurde affini-

tätschromatographisch in einer Säule mithilfe des Melon Gel Purification Kits aufgereinigt. Die IgG-Fraktion be-

fand sich im Durchfluss, während die restlichen Bestandteile des Serums in der Matrix zugehalten wurden. B. 

Ausgehend von dieser IgG-Fraktion oder IVIg wurden anschließend in einer zweiten Affinitätssäule ! 4̡2-reaktive 

Immunglobuline isoliert. Hierfür wurde Cystein-konjugiertes ! 4̡2 an eine Trägermatrix gekoppelt, sodass sich 

spezifische nAbs-! 4̡2 in der Säule und unspezifische Immunglobuline im Durchfluss befanden. (Eigene Darstel-

lung) 

 

A B 
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2.3.1.3 Umpuffern/Entsalzen und Ankonzentrieren von nAbs-! 4̡2 

Die eluierten nAbs-! 4̡2 wurden mittels TRIS (1 M, pH 9,0) zunächst pH-neutralisiert (pH Fix, 

Carl Roth). Anschließend konnten die aus IVIg isolierten nAbs-! 4̡2 mehrerer Säulenläufe ge-

poolt und in Vivaspin Zentrifugalfiltern (Cut-off: 50.000 MWCO, Sarstedt) bei 8.000 g und 4 °C 

in PBS (PAN-Biotech) umgepuffert und ankonzentriert werden. Aus Einzelspendern gewon-

nene nAbs-! 4̡2 wurden hingegen separat in Vivaspin Zentrifugalfiltern (Cut-off: 

50.000 MWCO) bei 8.000 g und 4 °C mit Reinstwasser (rH2O) entsalzt und anschließend ge-

friergetrocknet (Alpha 1-4, Martin Christ). Die Lagerung der nAbs-A 4̡2 erfolgte stets bei -20 °C 

(Sanyo). 

 

2.3.2 Deglykosylierung von nAbs-! 4̡2 

Die Entfernung der N-Glykane wurde mithilfe des Enzyms Peptid-N-Glycosidase F (PNGase F; 

New England Biolabs) erreicht. Hierfür wurden 40 Units PNGase F pro µg IgG in PBS angesetzt 

und für 24 h in einem Wärmeschrank (Function Line B6, Heraeus) bei 37 °C inkubiert. Anschlie-

ßend erfolgte die Trennung der Antikörper vom Enzym und den abgespaltenen Glykanen mit-

hilfe der Vivaspin Zentrifugalfilter (Cut-off: 100.000 MWCO, Sarstedt) bei 8.000 g und 4 °C. Die 

deglykosylierten Immunglobuline wurden bei -20 °C gelagert. 

 

2.3.3 Quantitative Proteinbestimmung 

Die Bestimmung der Konzentration von Immunglobulinen, Proteinen und Peptiden erfolgte 

mithilfe des Spektralphotometers Nanodrop ND-1000 (Peqlab) bei einer Wellenlänge von 

280 nm. Hierfür wurde je 1 µl Probe in Dreifachbestimmung und unter Berücksichtigung des 

jeweiligen Lösungsmittels als Blank vermessen. 
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2.3.4 Herstellung Ǿƻƴ !ʲ42-Monomeren und -Oligomeren  

Rekombinantes ! 4̡2 (Bachem) wurde gefriergetrocknet geliefert und bei -20 °C gelagert. Vor 

Verwendung des Peptids erfolgte zunächst das Lösen des Lyophilisats in Hexafluorisopropanol 

(Sigma Aldrich) zu 1 mg/ml  in einem Low-Binding-Reaktionsgefäß. Nach einer Inkubation von 

30 min bei RT wurde die Peptidlösung entsprechend der späteren Verbrauchsmengen aliquo-

tiert und die Ansätze für 15 min in einem Ultraschallbad (Sonorex, Brandelin Electronics) so-

nifiziert. Die nachfolgende Evaporation von Hexafluorisopropanol in einer Vakuumzentrifuge 

(Jouan RC1010, Thermo Fisher) stellte den letzten Vorbereitungsschritt dar, sodass der nun 

entstandene ! 4̡2-Peptidfilm bei -80 °C gelagert werden konnte.  

Für die Verwendung von monomerem ! 4̡2  wurde der Peptidfilm in 5 % Dimethylsulfoxid 

(DMSO, AppliChem) aufgenommen, gründlich gevortext und anschließend mit 95 % PBS ver-

setzt. Die Lagerung von fertig angesetztem, monomerem ! 4̡2 erfolgte für maximal 120 h 

bei -80 °C. Dabei wurde anhand einer angemessenen Aliquotierung das mehrfache Auf- und 

Abtauen vermieden. 

Die Herstellung von aggregiertem, oligomerem ! 4̡2 erfolgte zunächst auf identische Weise. 

Nach der Aufnahme in 5 % DMSO + 95 % PBS wurde der Ansatz jedoch in einem Wärme-

schrank bei 37 °C und 50 RPM (Unimax 1010, Heidolph) für 24 h inkubiert. Die so hergestellten 

! 4̡2-Oligomere wurden ebenfalls angemessenen aliquotiert und für maximal 120 h bei -80 °C 

gelagert. 

Neben Wildtyp ! 4̡2 wurde auch rekombinantes, Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiertes 

! 4̡2 (Bachem) verwendet und auf identische Weise behandelt. 
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2.3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Für die Analyse der Bindung von Immunglobulinen an Interaktionspartner fanden sowohl in-

direkte als auch Sandwich-ELISA-Verfahren Anwendung (Abb. 2.2). 

 

 

Abbildung 2.2. Angewandte ELISA-Verfahren. Die Bindung verschiedener Immunglobuline (blau) an Interakti-

onspartner (gelb) wurde mithilfe von biotinylierten (schwarzes Quadrat), Meerrettichperoxidase- (grün, engl. 

horseradish peroxidase (HRP)) oder unkonjugierten Detektions- oder Capture-Antikörpern (orange), HRP-konju-

giertem Streptavidin (schwarzer Kreis) oder Interaktionspartner sowie der Zugabe von оΣо ΣрΣр-Tetramethylben-

zidin, welches durch Redoxreaktionen in eine blaue und nach Zugabe von Schwefelsäure (H2SO4) in eine gelbe 

Lösung umschlägt, untersucht. A. Indirektes ELISA-Verfahren zur Untersuchung der Bindung von Immunglobuli-

nen an ! 4̡2. B. Indirektes ELISA-Verfahren zur Untersuchung der Bindung von Immunglobulinen an verschiedene 

Rezeptoren. Hierbei wurde auf einen F(ab)2-Fragment Detektionsantikörper zurückgegriffen, um unspezifische 

Bindungen des Fc-Fragments an die Rezeptoren zu vermeiden. C. Sandwich-ELISA zur Untersuchung der Bindung 

von Immunglobulinen an das initiale Komplementprotein C1q bzw. zur Untersuchung der Konzentration be-

stimmter Zytokine im Zellüberstand. D. ELISA zur Untersuchung der Bindung von Immunglobulinen an das Lektin 

Concanavalin-A. (Eigene Darstellung) 

 

нΦоΦрΦм !ʲ42 ELISA 

Die Wells von 96-Well Mikrotiterplatten (Thermo Fisher) wurden mit 5 µg/ml ! 4̡2-Monome-

ren oder -Oligomeren in je 50 µl PBS beschichtet. Nach einer Inkubation von 24 h bei 4 °C er-

folgte ein Blockschritt zur Absättigung unspezifischer Bindestellen. Hierfür wurden pro Well 

180 µl Blocklösung (1x Rotiblock (Carl Roth) + 0,1 % Tween-20 (AppliChem)) für weitere 24 h 

bei 4 °C zugegeben.  

A B C D 
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Am Folgetag konnten verschiedene Antikörperproben (IVIg, nAbs-! 4̡2 (de)glykosyliert) in ei-

ner Konzentrationsreihe, ausgehend von 4 µg/ml, mit 50 µl pro Well eingesetzt werden. Nach 

1 h Inkubation bei RT und 100 RPM erfolgte die Zugabe des Detektionsantikörpers (Goat Anti 

human IgG (H&L), Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert, 1:2.000 in Blocklösung, Calbio-

chem) mit einem Volumen von 50 µl pro Well für erneut 1 h bei RT und 100 RPM. Anschlie-

ßend wurde der Assay mit 50 µl pro Well оΣо ΣрΣр-Tetramethylbenzidin (TMB, Merck) entwi-

ckelt und nach 20 min Inkubation bei RT und 100 RPM mit 5 % Schwefelsäure (Carl Roth) ge-

stoppt. Der resultierende Farbumschlag - ein Maß für die gebundene Menge Analyt - wurde 

mithilfe eines Plattenlesers (Infinite M200, Tecan) bei 480 nm als optische Dichte (OD) gemes-

sen. 

Nach jedem Inkubationsschritt, bis einschließlich der Zugabe von TMB, wurden die Wells drei 

Mal mithilfe eines Mikrotiterplatten-Waschautomats (Amersham Biotrak II, GE Healthcare) 

gewaschen (PBS + 0,05 % Tween-20). Für jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung 

der unterschiedlichen Versuchsansätze stets in Doppelbestimmung. 

 

2.3.5.2 Rezeptor ELISA 

Die Wells von 96-Well Mikrotiterplatten wurden mit 2 µg/ml CŎʴwLΣ CŎʴwLLō ƻŘŜǊ CŎʴwLLLŀ ōȊǿΦ 

3 µg/ml DC-SIGN (alle R&D Systems) in je 50 µl PBS beschichtet. Nach einer Inkubation von 

24 h bei 4 °C erfolgte ein Blockschritt zur Absättigung unspezifischer Bindestellen. Hierfür wur-

den pro Well 180 ҡƭ .ƭƻŎƪƭǀǎǳƴƎ όCŎʴwΥ мȄ wƻǘƛōƭƻŎƪ Ҍ лΣм % Tween-20; DC-SIGN: 10 % Rinder-

serumalbumin (Serva Electrophoresis) + 0,1 % Tween-20) für 1 h bei 37 °C zugegeben. An-

schließend konnten verschiedene Antikörperproben (IVIg, nAbs-! 4̡2 (de)glykosyliert) in einer 

Konzentrationsreihe, ausgehend von 8 ƴƎκƳƭ όCŎʴwLύΣ у µg/ml όCŎʴwLLō ǳƴŘ CŎʴwLLLŀύ ƻŘŜǊ 

40 µg/ml (DC-SIGN), mit 50 µl pro Well eingesetzt werden. Nach 1 h Inkubation bei RT und 

100 RPM erfolgte die Zugabe des Detektionsantikörpers (Goat Anti human IgG (H&L) F(ab)2-

Fragment-Biotin, 1:20.000 in entsprechender Blocklösung, Jackson ImmunoResearch) mit ei-

nem Volumen von 50 µl pro Well für erneut 1 h bei RT und 100 RPM. Anschließend wurde der 

Assay mit je 50 µl pro Well Streptavidin-HRP (R&D Systems) sowie TMB für jeweils 20 min bei 

RT und 100 RPM entwickelt und schließlich mit 5 % Schwefelsäure gestoppt.  
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Der resultierende Farbumschlag - ein Maß für die gebundene Menge Analyt - wurde mithilfe 

eines Plattenlesers bei 480 nm als OD gemessen. 

Nach jedem Inkubationsschritt, bis einschließlich der Zugabe von TMB, wurden die Wells drei 

Mal mithilfe eines Mikrotiterplatten-Waschautomats gewaschen (PBS + 0,05 % Tween-20). 

Für jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansätze 

stets in Doppelbestimmung. 

 

2.3.5.3 C1q ELISA 

Die Wells von 96-Well Mikrotiterplatten wurden mit verschiedenen Antikörperproben (IVIg, 

nAbs-! 4̡2 (de)glykosyliert) in einer Konzentrationsreihe, ausgehend von 4 µg/ml in je 50 µl 

PBS, beschichtet. Nach einer Inkubation von 24 h bei 4 °C erfolgte ein Blockschritt zur Absät-

tigung unspezifischer Bindestellen. Hierfür wurden pro Well 180 µl Blocklösung (1x Ro-

tiblock + 0,1 % Tween-20) für 1 h bei 37 °C zugegeben. Anschließend konnten je 4 µg/ml C1q-

Protein (Abcam) pro Well eingesetzt werden. Nach 1 h Inkubation bei RT und 100 RPM er-

folgte die Zugabe des Detektionsantikörpers (Sheep Anti C1q, HRP konjugiert, 1:500 in Block-

lösung, Abcam) mit einem Volumen von 50 µl pro Well für erneut 1 h bei RT und 100 RPM. 

Anschließend wurde der Assay mit 50 µl pro Well TMB entwickelt und nach 20 min Inkubation 

bei RT und 100 RPM mit 5 % Schwefelsäure gestoppt. Der resultierende Farbumschlag - ein 

Maß für die gebundene Menge Analyt - wurde mithilfe eines Plattenlesers bei 480 nm als OD 

gemessen. 

Nach jedem Inkubationsschritt, bis einschließlich der Zugabe von TMB, wurden die Wells drei 

Mal mithilfe eines Mikrotiterplatten-Waschautomats gewaschen (PBS + 0,05 % Tween-20). 

Für jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansätze 

stets in Doppelbestimmung.  
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2.3.5.4 Concanavalin-A ELISA 

Die Wells von 96-Well Mikrotiterplatten wurden mit 4 µg/ml Capture-Antikörper (Goat Anti 

human IgG (H&L), Calbiochem) in 50 µl PBS beschichtet. Nach einer Inkubation von 24 h bei 

4 °C erfolgte ein Blockschritt zur Absättigung unspezifischer Bindestellen. Hierfür wurden pro 

Well 180 µl Blocklösung (1x Rotiblock + 0,1 % Tween-20) für 1 h bei 37 °C zugegeben. Am Fol-

getag konnten verschiedene Antikörperproben (IVIg, nAbs-! 4̡2 (de)glykosyliert) mit 4 µg/ml 

in 50 µl Blockpuffer pro Well eingesetzt werden. Nach 1 h Inkubation bei RT und 100 RPM 

erfolgte die Zugabe von HRP konjugiertem Concanavalin-A (ConA, Sigma Aldrich) in einer Kon-

zentrationsreihe, ausgehend von 10 µg/ml mit einem Volumen von je 50 µl pro Well für erneut 

1 h bei RT und 100 RPM. Anschließend wurde der Assay mit 50 µl pro Well TMB entwickelt 

und nach 20 min Inkubation bei RT und 100 RPM mit 5 % Schwefelsäure gestoppt. Der resul-

tierende Farbumschlag - ein Maß für die gebundene Menge Analyt - wurde mithilfe eines Plat-

tenlesers bei 480 nm als OD gemessen. 

Nach jedem Inkubationsschritt, bis einschließlich der Zugabe von TMB, wurden die Wells drei 

Mal mithilfe eines Mikrotiterplatten-Waschautomats gewaschen (PBS + 0,05 % Tween-20). 

Für jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansätze 

stets in Doppelbestimmung. 

 

2.3.5.5 Zytokin ELISA 

Die Zytokine Il-6, TbCʰ ǳƴŘ Lƭ-мʲ ǿǳǊŘŜƴ ƛƳ ½ŜƭƭǸōŜǊǎǘŀƴŘ ƳƛǘƘƛƭŦŜ Ǿƻƴ 9[L{! Yƛǘǎ (Thermo 

Fisher) quantifiziert. Hierfür wurden zunächst die Wells einer 96-Well Mikrotiterplatten mit 

50 µl der entsprechenden und 1:250 in PBS verdünnten Capture-Antikörper beschichtet. Nach 

einer Inkubation von 24 h bei 4 °C erfolgte ein Blockschritt zur Absättigung unspezifischer Bin-

destellen. Hierfür wurden pro Well 180 µl Blocklösung (1x Diluent) für 1 h bei 37 °C zugege-

ben. Anschließend konnten pro Well 50 µl 1:6 in 1x Diluent verdünnte Zellüberstände einge-

setzt werden. Nach 24 h Inkubation bei 4 °C, gefolgt von 1 h Inkubation bei 37 °C, erfolgte die 

Zugabe des 1:250 in 1x Diluent verdünnten, biotinylierten Detektionsantikörpers mit einem 

Volumen von 50 µl pro Well für 1 h bei RT und 100 RPM.  
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Anschließend wurde der Assay mit je 50 µl pro Well Avidin-HRP sowie TMB für jeweils 20 min 

bei RT und 100 RPM entwickelt und schließlich mit 5 % Schwefelsäure gestoppt. Der resultie-

rende Farbumschlag - ein Maß für die gebundene Menge Analyt - wurde mithilfe eines Plat-

tenlesers bei 480 nm als OD gemessen. 

Nach jedem Inkubationsschritt, bis einschließlich der Zugabe von TMB, wurden die Wells drei 

Mal mithilfe eines Mikrotiterplatten-Waschautomats gewaschen (PBS + 0,05 % Tween-20). 

Für jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansätze 

stets in Doppelbestimmung. 

 

2.3.6 Surface Plasmon Resonance (SPR) Spektroskopie 

Die Bindung verschiedener Antikörperproben (IVIg, nAbs-!ʲпн όŘŜύƎƭȅƪƻǎȅƭƛŜǊǘύ ŀƴ !ʲ42-Mo-

nomere und -Oligomere wurde mithilfe der SPR Spektroskopie hinsichtlich der Spezifität, Avi-

dität und Kinetik analysiert (Abb. 2.3). Diese Untersuchungen erfolgten selbstständig am For-

schungszentrum Jülich (ICS-6: Strukturbiochemie, Prof. Dr. rer. nat. Dieter Willbold). 

Hierfür wurden die Kanäle eins CM5 Sensor Chips (GE Healthcare) mit Carboxymethyl-Dextran 

Oberfläche zunächst mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid + N-Hydroxysuc-

cinimid (1:1, GE Healthcare) für 300 s und einer Flussrate von 30 µl/min aktiviert. Anschlie-

ßend erfolgte die Immobilisierung von ! 4̡2-Monomeren und -Oligomeren über kovalente Bin-

dungen primärer Amine, indem die Peptide in 10 mM Natriumacetatpuffer (pH 4, GE 

Healthcare) zu 50 µg/ml gelöst und mit einer Flussrate von 30 µl/min für insgesamt 180 s über 

je einen Kanal gegeben wurden. Nach Absättigung der Kanäle mit 1 M Ethanolamin (pH 8,5, 

GE Healthcare) konnte die Bindung der Antikörperproben über einer Konzentrationsreihe, be-

ginnend bei 150 µg/ml in PBS + 0,005 % Tween-20, analysiert werden. Zwischen den einzelnen 

Schritten erfolgte die Regeneration des Chips mit 0,85 % Phosphorsäure (Sigma Aldrich) für 

30 s sowie PBS + 0,005 % Tween-20 für 60 s und einer Flussrate von jeweils 10 µl/min. Die 

Sensogramme wurden gegen einen ungecoateten Kanal referenziert (Biacore T200 Evaluation 

Software 2.0, GE Healthcare) und mithilfe des steady-state affinity Modells gefittet. Hierüber 

konnten Assoziationskonstante Ka, Dissoziationskonstante Kd sowie der KD-Wert als reziproker 

Quotient dieser kinetischen Konstanten (KD [M] = Kd/Ka) und Maß für die Bindungsaffinität be-

stimmt werden.  
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Abbildung 2.3. Prinzip SPR Spektroskopie. Anhand der SPR Spektroskopie können Proteininteraktionen und da-

bei Parameter wie Affinität, Spezifität und Bindekinetik detailliert untersucht und in Echtzeit dargestellt werden. 

Hierbei macht man sich die Anregung von Oberflächenplasmonen zunutze, welche als Schwingungen freier Elekt-

ronen verstanden werden. Mithilfe einer Leuchtdiode werden parallel polarisierte Lichtstrahlen auf einen mit 

Gold beschichteten Sensor-Chip fokussiert und an der Grenzfläche eines darunter angebrachten Prismas totalre-

flektiert. Das dabei entstehende evaneszente Feld führt zur Anregung der Plasmonen in der Goldschicht. Abhän-

gig vom Einfallswinkel der Lichtstrahlen werden die Plasmonen unterschiedlich stark und unter dem so genann-

ten Resonanz-Winkel (I) am stärksten angeregt, was zu einem gleichzeitigen Intensitätsminimum der Reflexion 

der Lichtstrahlen führt. Sowohl durch die Adsorption von Biomolekülen an die Oberfläche des Sensor-Chips (II ), 

als auch durch die Interaktion weiterer Biomoleküle (III ) verändert sich der Resonanzwinkel. Das Ausmaß und 

die Geschwindigkeit der Winkeländerung werden von einem Detektor über die Zeit gemessen und stellen die 

Grundlage der SPR-Analysen dar, wodurch quantitative und kinetische Informationen der Proteininteraktion be-

reitgestellt werden. (Eigene Darstellung) 

 

2.3.7 A̡ 42-Aggregation 

5ƛŜ hƭƛƎƻƳŜǊƛǎƛŜǊǳƴƎ ōȊǿΦ !ƎƎǊŜƎŀǘƛƻƴ Ǿƻƴ !ʲ42 wurde mittels Thioflavin T (ThT, Sigma Ald-

rich), einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, der als Marker amyloidogener Protein-

strukturen genutzt werden kann, untersucht. ThT besitzt die Eigenschaft, über hydrophobe 

²ŜŎƘǎŜƭǿƛǊƪǳƴƎŜƴ ŀƴ ʲ-Faltblätter von Polypeptiden zu binden, wodurch sich das Absorp-

tions- und Emissionsspektrum des Farbstoffs von 342 bzw. 430 nm auf 442 bzw. 482 nm ver-

schiebt (Abb. 2.4).  
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Eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität bei 482 nm ist somit ein Indikator für die Zunahme 

Ǿƻƴ ʲ-CŀƭǘōƭŅǘǘŜǊƴΣ ǿƻŘǳǊŎƘ ǎƛŎƘ ŘƛŜ aŜǘƘƻŘŜ ŦǸǊ ŘƛŜ vǳŀƴǘƛŦƛȊƛŜǊǳƴƎ ŘŜǊ !ʲ42-Aggregation 

eignet, da solche Sekundärstrukturen im Zuge des Peptid-Polymerisationsprozesses zuneh-

mend auftreten. 

CǸǊ ŘƛŜ vǳŀƴǘƛŦƛȊƛŜǊǳƴƎ ŘŜǊ !ʲ42-Aggregation wurde das Peptid in Low-Binding-Reaktionsge-

fäßen mit einer Konzentration von 225 µg/ml PBS angesetzt. Diesem Ansatz wurden zusätzlich 

375 µg/ml (de)glykosylierte Immunglobuline (IVIg, nAbs-!ʲΣ Ƴ!ō с9мл (Covance)) oder das 

äquivalente Volumen PBS zugegeben. Anschließend erfolgte die initiale Fluoreszenzmessung 

(0 h) mithilfe eines Plattenlesers bei 480 nm, indem zunächst je 80 µl Glycinpuffer (50 mM, pH 

9,2) in den Wells einer 96-Black-Well Mikrotiterplatte (Greiner) vorgelegt und anschließend 

10 µl Probe und 10 µl ThT Lösung (15 µg/ml in Glycinpuffer) hinzugegeben wurden. Nach 24 h 

Inkubation bei 37 °C erfolgte eine zweite Fluoreszenzmessung. Für jedes Einzelexperiment 

und beide Zeitpunkte wurden die unterschiedlichen Bedingungen stets in Doppelbestimmung 

untersucht. 

 

 

Abbildung 2.4. Prinzip des Aggregations-Assays. Der Fluoreszenzfarbstoff ThT wurde zur Quantifizierung von -̡

Faltblättern und somit indirekt der Aggregation von ! 4̡2 verwendet. A. Strukturformel von ThT. B + C. Schema-

tische Darstellung der ThT Interkalation in das Aminosäuregerüst von Aggregaten (B) und Fibrillen (C). Dabei 

erfolgt die Bindung von ThT antiparallel zu und an die -̡Faltblätter, aber parallel zur Fibrillationsachse. (Krebs et 

al., 2005) 
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2.4 Zellbiologische Methoden 

2.4.1 Zellkultur 

In der vorliegenden Arbeit wurde unter sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank HERA safe KS 

12, Thermo Fisher) mit zwei immortalisierten, adhärent wachsenden, murinen Zelllinien gear-

beitet. Die neuronale Zelllinie HT-22 wurde mithilfe des Simian-Virus 40 immortalisiert und 

von Prof. Dr. Gerald Thiel (Medizinische Biochemie und Molekularbiologie, Universität des 

Saarlandes), die mikrogliale Zelllinie BV2 retroviral immortalisiert und von Dr. Jens Neumann 

(Leibniz Institut für Neurobiologie, Magdeburg) bereitgestellt. 

Beide Zelllinien wurden in T25 oder T75 Zellkulturflaschen (Sarstedt) und Zellkulturmedium 

(5ǳƭōŜŎŎƻΩǎ aƻŘƛŦƛŜŘ 9ŀƎƭŜ aŜŘƛǳƳ (DMEM, PAN-Biotech) mit 2 mM L-Glutamin (PAN-Bio-

tech), 200 mM HEPES (PAN-Biotech) und 10 % fetalem Rinderserum (FCS, PAN-Biotech)) bei 

37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2, AirLiquid) in einem Inkubator (C 150, Binder) kultiviert. 

Die Passagierung sowie die Vorbereitung Zellkultur-basierter Versuche erfolgten durch Absau-

gen des Zellkulturmediums, Waschen der Zellen mit sterilem PBS und anschließender Zugabe 

von Trypsin/EDTA (PAN-Biotech) für 5 min bei 37 °C. Nach der Trypsinierung konnte der Zell-

rasen durch vorsichtiges Abspülen des Bodens der Zellkulturflaschen mit Zellkulturmedium 

abgelöst, die Zellen in ein steriles 15 oder 50 ml Reaktionsgefäß (Sarstedt) überführt und an-

schließend bei 300 g für 5 min zentrifugiert werden. Nach Abnahme des Überstandes wurde 

das Zellpellet in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellen in einer Neubauer 

Zählkammer (Brand) für die weitere Kultivierung oder Zellkulturversuche gezählt.  

Abhängig von der Kultivierungsdauer wurden die Zellen in entsprechender Anzahl und bis zu 

einer maximalen Passagenzahl von 30 ausgesät (Tab. 2.7). Die Überwachung hinsichtlich 

Dichte und Morphologie erfolgte dabei durchlichtmikroskopisch bei 4- und 10-facher Vergrö-

ßerung (Eclipse TS100, Nikon).  
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Tabelle 2.7. Passagierung von HT-22 und BV2 Zellen. Anzahl Zellen und Volumina Medium für die Passagierung 

von HT-22 und BV2 Zellen in Abhängigkeit von der Größe der Zellkulturflasche und Dauer der Kultivierung bis zur 

nächsten Passage. 

 

Tage Kultivierung T25 Flasche T75 Flasche 

2 250.000 Zellen in 7 ml Medium 750.000 Zellen in 15 ml Medium 

3 70.000 Zellen in 7 ml Medium 200.000 Zellen in 15 ml Medium 

4 30.000 Zellen in 8 ml Medium 100.000 Zellen in 20 ml Medium 

 

 

2.4.2 ! 4̡2-Phagozytose 

5ƛŜ ¦ƴǘŜǊǎǳŎƘǳƴƎ ŘŜǊ ƳƛƪǊƻƎƭƛŀƭŜƴ tƘŀƎƻȊȅǘƻǎŜ Ǿƻƴ !ʲ42-Monomeren und -Oligomeren er-

folgte mithilfe des FITC konjugierten Peptids (FITC-! 4̡2) sowie der murinen Zelllinie BV2 an 

einem Durchflusszytometer (Cytoflex S, Beckman Coulter) (Abb. 2.5). Diese Analysen wurden 

selbstständig am Institut für Zellbiologie des Universitätsklinikums Essen (PD Dr. rer. nat. Marc 

Seifert) durchgeführt. 

In 24-Well Zellkulturplatten wurden pro Well 60.000 Zellen in 500 µl Zellkulturmedium ausge-

sät und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 24 h erfolgte das Absaugen des Mediums und 

die Behandlung der Zellen mit 3,75 µg/ml FITC-! 4̡2-Monomeren oder -Oligomeren, welche 

zuvor für 1 h bei 37 °C und 50 RPM mit 11,25 µg/ml (de)glykosylierten Immunglobulinen (IVIg, 

nAbs-!ʲΣ Ƴ!ō с9млύ ƻŘŜǊ ŘŜƳ äquivalenten Volumen PBS in FCS-freiem Zellkulturmedium 

präinkubiert wurden. Nach einer dreistündigen Inkubation bei  37 °C und 5 % CO2 wurde die 

Behandlung durch Absaugen des Mediums und dreimaligem Waschen der Zellen mit sterilem 

PBS gestoppt. Die Zugabe von 500 µl sterilem PBS mit anschließender Inkubation für 5 min auf 

Eis löste die Zellen ab, sodass diese nach mehrfachem, intensivem Abspülen der Wells in ein 

Probenröhrchen für die Durchflusszytometrie (Sarstedt) überführt werden konnten. Die abge-

lösten Zellen wurden nach Zugabe von 500 µl PBS + 0,04 % FCS bei 300 g für 5 min zentrifugiert 

und nach vorsichtigem Ausgießen des Überstandes in 100 µl  PBS + 0,04 % FCS aufgenommen. 

An einem Durchflusszytometer mit 488 nm Laser fand die Analyse der Zellen statt, nachdem 

diesen kurz vor der Messung je 1 µl des Zelltod-Markers Propidiumiodid (1 mg/ml in PBS, 

Sigma Aldrich) zugegeben wurde.  
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Mithilfe der Software CytExpert (Beckman Coulter) wurden pro Versuchsansatz 40.000 Zellen 

hinsichtlich ihrer PI- (585 nm) und FITC-Intensität (525 nm), sowie der Signalintensitäten im 

Forward- und Side-Scatter analysiert. Für jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung 

der unterschiedlichen Versuchsansätze stets in Doppelbestimmung. 

 

 

Abbildung 2.5. Prinzip der Durchflusszytometrie. Bei der Durchflusszytometrie werden fluoreszenzmarkierte 

Zellen durch eine enge Kapillare einzeln an einem Laser vorbeigeführt. Dabei können die Zellen über die Beugung 

des Laserstrahls, seine Brechung im rechten Winkel sowie über die Emission von Licht durch den Fluoreszenz-

farbstoff charakterisiert werden. Der Forward-Scatter detektiert entlang des Strahlenganges die Beugung des 

Laserstrahls nach Auftreffen auf die Zelle und gibt Aufschluss über deren Größe, indem sich die FSC Intensität 

proportional zum Durchmesser der Zelle verhält. Der Side-Scatter detektiert die Brechung des Laserstrahls im 

rechten Winkel und gibt Aufschluss über die Granularität der Zelle, welche maßgeblich von der Anzahl an Zellor-

ganellen und Vesikeln abhängig ist. Darüber hinaus kann über verschiedene Bandpassfilter Licht bestimmter Wel-

lenlängen gefiltert und über optische Reflexionssysteme an Detektoren weitergeleitet werden, sodass emittier-

tes Licht spezifisch fluoreszenzmarkierter Zellen quantifiziert werden kann. (Thermo Fisher Scientific) 
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2.4.3 A̡ 42-Toxizität 

5ƛŜ ¢ƻȄƛȊƛǘŅǘ Ǿƻƴ !ʲ42-Monomeren und -Oligomeren wurde sowohl anhand der neuronalen 

Zelllinie HT-22 als auch anhand der mikroglialen Zelllinie BV2 über die Zellviabilität untersucht. 

In mit Poly-D-Lysin (Sigma Aldrich) beschichteten 96-Well Zellkulturplatten wurden pro Well 

6.000 Zellen in 100 µl Zellkulturmedium ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 

24 h erfolgte das Absaugen des Mediums und die Behandlung der Zellen mit 50 µg/ml 

! 4̡2-Monomeren oder -Oligomeren, welche zuvor für 1 h bei 37 °C und 50 RPM mit 200 µg/ml 

(de)glykosylierten Immunglobulinen (IVIg, nAbs-!ʲΣ Ƴ!ō с9млύ ƻŘŜǊ ŘŜƳ äquivalenten Volu-

men PBS in FCS-freiem Zellkulturmedium präinkubiert wurden. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C 

und 5 % CO2 wurde die Viabilität der Zellen unter Zuhilfenahme des CellTiter-Glo 2.0 Assays 

(Promega) gemäß Herstellerangaben bestimmt (Abb. 2.6). Hierfür wurden zunächst alle Kom-

ponenten auf RT gebracht und den Wells anschließend 100 µl des CellTiter-Glo Reagenz zuge-

geben. Im Falle der BV2 Zellen wurden zuvor die Zellüberstände geerntet, bei -20 °C wegge-

froren und die Wells mit 100 µl frischem, FCS-freiem Zellkulturmedium befüllt. Nach einer 

2 min Inkubation bei RT und 100 RPM, gefolgt von einer 10 min Inkubation bei RT, erfolgte die 

Lumineszenzmessung der einzelnen Wells mithilfe eines Plattenlesers.  
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Abbildung 2.6. Prinzip CellTiter-Glo. Beim kommerziellen CellTiter-Glo wird die Zellviabilität indirekt über die 

Quantifizierung von Adenosintriphosphat, welches von vitalen Zellen produziert wird, bestimmt. Dabei enthält 

das CellTiter-Glo Reagenz neben dem Enzym Luciferase auch das Substrat Luciferin, welches mithilfe von Adeno-

sintriphosphat oxidativ zu Oxyluciferin decarboxyliert wird und dabei Licht emittiert. (Eigene Darstellung) 
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2.5 Glykoanalytik 

2.5.1 Fc-F(ab)2-Präparation und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Mithilfe der Protease IdeZ (Promega) wurden verschiedene Antikörper in Fc- und F(ab)2-Frag-

mente gespalten. Hierzu wurden 50 µg IVIg, 50 µg aus IVIg isolierte nAbs-! 4̡2, 50 µg IgG aus 

Einzelspendern oder die gesamte Menge der aus Einzelspendern isolierten nAbs-! 4̡2 mit 

100 Units IdeZ in 25 µl PBS bei 37 °C verdaut. Nach einer Inkubation ü.N. erfolgte die Zugabe 

von 10 µl nicht reduzierendem 4x LDS-Ladepuffer (Life Technologies) sowie das Aufkochen bei 

95 °C für 5 min (PCH-2, Grant-bio). Anschließend konnten Fc- und F(ab)2-Fragmente der Pro-

ben in selbst gegossenen 10 % Polyacrylamid-Gelen (Tab. 2.8) über SDS-PAGE (BioRad) bei 

120 V voneinander getrennt und mittels Coomassie (Serva Electrophoresis) sichtbar gemacht 

werden. Für diese unspezifische Färbung basischer Aminosäuren wurde das Gel zunächst für 

10 min in rH2O und anschließend in für 1 h in Coomassie-Färbelösung (0,2 % Coomassie in 

50 % Methanol (Carl Roth)) bei je 100 RPM und RT geschwenkt. Durch Entfernung der Färbe- 

und Zugabe der Entfärbelösung (50 % Methanol + 44 % rH2O + 6 % Essigsäure (Acros Orga-

nics)) konnten die Proteinbanden nach ca. 3 h bei 100 RPM und RT sichtbar gemacht werden. 

Es folgte die Rehydratation des Polyacrylamid-Gels mit rH2O ü.N. sowie das Ausschneiden und 

Zerkleinern der Fc- und F(ab)2-Fragmente. Die Gelstücke wurden anschließend in rH2O-be-

füllte Low-Binding-Reaktionsgefäße überführt. 
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Tabelle 2.8. Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel. Prozentuale Anteile einzelner Chemikalien und Lö-

sungen für die Herstellung von 5 % Sammel- und 10 % Trenngelen. Zunächst wurde das Trenngel gegossen und 

dessen Kante mit 2-Propanol begradigt. Nach 30 min Inkubation konnte das Sammelgel nach Entfernung von 

2-Propanol direkt über dem nun polymerisierten Trenngel gegossen werden. Nach weiteren 30 min Inkubation 

wurde das nun fertige SDS-Gel für mindestens 24 h und höchstens 7 d bei 4 °C in 1x Rotiphorese SDS-PAGE Lauf-

puffer gelagert. 

 

 Sammelgel 5 % Trenngel 10 % 

Reinstwasser 68,5 % 39,6 % 

Rotiphorese Gel 30 (Carl Roth) 16,7 % 33,3 % 

TRIS (1,5 M, pH 8,8) 12,7 %   25 % 

Natriumdodecylsulfat (SDS, 10 %, Carl Roth) 1 % 1 % 

Ammoniumperoxodisulfat (10 %, Carl Roth) 1 % 1 % 

TEMED (Carl Roth) 0,1 % 0,1 % 

Laufpuffer (Rotiphorese SDS-PAGE, Carl Roth)   

 

 

2.5.2 Entfärbung, Reduktion, Alkylierung 

Für die Entfärbung Coomassie-gefärbter Proteine fanden sowohl Acetonitril (ACN, Carl Roth) 

als auch Ammoniumhydrogencarbonat (AHC, Carl Roth) Verwendung, da organische Lösungs-

mittel hydrophobe und Salzlösungen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Pro-

teinen und Coomassie herabsetzen. In einem ersten Schritt wurden die Gelstücke jeweils bei 

RT zunächst in 50 % ACN + 50 % 50 mM AHC für 15 min bei 700 RPM (MKR-13, HLC Biotech) 

und anschließend in ACN für 1 min inkubiert. Bei nicht vollständiger Entfärbung erfolgte eine 

Rehydratation der Gelstücke mit 50 mM AHC für 5 min bei RT sowie die Wiederholung des 

Entfärbevorgangs. In einer Vakuumzentrifuge wurden die Gelstücke nach vollständiger Entfär-

bung für ca. 30 min getrocknet, ehe die Reduktion der Disulfidbrücken der Fc- und F(ab)2-Frag-

mente zu Thiolen und deren anschließende irreversible Alkylierung erfolgten. Hierzu wurden 

die Gelstücke bei 56 °C und 700 RPM in 1 mM DL-Dithiothreitol (Sigma Aldrich) und anschlie-

ßend im Dunkeln bei RT und 700 RPM in 55 mM Iodacetamid (Sigma Aldrich) inkubiert.  

 

 










































































































































































































































































































