Aus der Kilinik fur Neurologie
Geschaftsfihrender DirektoProf. Dr. med. Lars Timmermann

des Fachbereichs Medizin
der PhilippsUniversitat Marburg

Physiologische und diagnostische Relevanz der
N-Glykosylierung nattrlich vorkommender
Autoantikdrper gegen das Betanyloid Peptid bei der
AlzheimetKrankheit

InauguraiDissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

dem Fachbereich Medizin
der PhilippsUniversitat Marburg
vorgelegt von

Yannick Kronimus
ausDernbach

Marburgan der Lahp2019



Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philippsversitat Marburg
am:25.07.2019

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereidleslizin

Dekan:Prof. Drrer. nat.Helmut Schafer

Referent:Prof. Dr. medRichard Dodel

Korreferent Prof. Dr. rer. nat. Burkhard Schiitz




Original dokument gespeichert auf dem Pu
Phil-Upips®r sviatr bur g
http: / / aerntahribw.rugb..duen i

ol0Ele

Di eses Wer k bzw. Il nhalt steht unte
Creative Commons
Namensnennung

Keine kommerzielle Nutzung
Kei neaBbei tung
3.0 Deutschland Lizenz.

Di e 9nodlilgset Li zenz finden Sie unter:
htttgr/leati vecommonsnenalg3 |l O0/lcdea/lses/ by



Meiner Familie,
meinen Freunden,

In besonderm Mal3e Kerstin!

Alch habe nicht versagt. Ich habe nur 10000 Wege gefunden, die nicht funktiénieren.

Thomas AEdison



Inhaltsverzeichnis

ABBILDUNGSVERZEISHNIL...........cooiii e l
TABELLENVERZEICHNIS..........c.. e e, ]
ABKURZUNGSRZEICHNIS.........c.coevererecremmemenessreesseessnesssesssmmne ¥V
1. EINLEITUNG.......ccoiiimiiiirr s s s s mmms e 1
1.1 Die AlzheiméKrankheit............cccceeciiiiiiiimmce s cmmm 1
1.1.1 Pathologie und Diagnostik............cccuemmmmmiamnr s 3
1.1.2 Therapeutische MaBNahmen...........euiiiiiiimmmmiininn e mmen e 6
M D Hsz2 uhd de AmyloidKaskaderHypothese..........ccocvereieriiiiiccee e 8
M P H BMDIIGDMEIE.....c. e ccemee e e e e e e 11
1.3 Immunglobulin G und die Alzheirk@ankheit...............cccevvuiirimmmneee. 13
1.4 Naturlich vorkommende AutoantikGrper..........ccccceeeeivivmceeennneneenn 18
1.4.1 Physiologische Relevanz von dAksfir die AlzheimeKrankheit................ 20

1.4.2 NGlykosylierung von nAtbsk,: Ansatzpunkt therapeutischer und diagnostischer
S {721 (=T | =] 1 SO TT PP 22
1.5 ZIielSEtZUNQ........ciieieieic i ee e s s e e 27
2. MATERIAL UND MEIDENL.........c.ooiieiirrs e e e 28
2.1 Material........cooerniiiiiiier e e e 28
2.1.1 Chemikali@n........coivviirrirrirnrsmmmnsrsssssss s s s s e srnnn s snes s s s mmmm s 28
2.1.2Polypeptide und OrganiSMeN..........cccceiieiiirrrammmsssssrrsrrnsssssserresmmmnssessennns 30
2.1.3 Labormaterialien............uuuenuiiissimmmmsiinnnnssssrssssssssssssmmmsssssssssssssssssssssssnns 31
2.0.4 GEOIALE......ceeeeee i eeeeeii e cerre e a e e e e e e e mmmm e ennens 32
2.1.5 SOfWAIE....cceituiiceiee i ir s mmcm e e e e e e s mmmm e e e s e e e e e s e e e e e e e nn s mmmmnan s 34
2.2 PatieNtenL.....c...uiiiiiieieeiiie i s cerenes e e e s e enn s smmmm e e e e e e e s ann 34
2.3 Proteinbiochemische Methoden..............cooouiiiecrccccc e, 36
2.3.1 Aufreinigung VON NABSki.........ccceiecieeecceieeimeem e e e eene e esnee e s mmm e eareas 36
2.3.1.1 Aufbau der Affinitatssaulen............cooo oo eiieeee e, 36
2.3.1.2 Affinitatschromatographie............oocvviiiieiieeee e 36
2.3.1.3 Umpuffern/Entsalzen und Ankonzentrieren von AAbs................. 38
2.3.2 Deglykosylierung VOn NADSI:........cc.eeerieieeeerieeesmmmeee e ee e seee e e meme e 38
2.3.3 Quantitative Proteinbestimmung.............ccoomiimmeme e 38

H®odn | SNB&MhdndehAndDIRgMeren............cccevveeeeeiieemrenen. 39



2.3.5 Enzymdéinked Immunosorbent Assay (ELISA)..........ccoovviimmcemmceereeennnnnnnn. 40

H®DPO P@mBVMSAL et esnnnnee e B0
2.3.5.2 Rezeptor ELISA.......coieereeeeeeeeecceeee e AL
2.35. 3 CH ELISA ... 42
2.3.5.4 Concanavaltl ELISA........ou e 43
2.3.5.5 ZYtOKIN ELISA. ... .o enee e a e e e e 43
2.3.6 Surface Plasmon Resonance (SPR) Spektraskapie.............ccovmmemeeeevnnnns 44
ORI 72 Vo To] (= 3= L[] a1 RO PPRPPRPPY 45
2.4 Zellbiologische Methoden.............coooviiiicmmeieeireecceeeeeeeevnceeee AT
2.4.1 ZElIKURUL...........unneeeee i ees e ee e e e mmmm s e e e e e s e e e e e e e s mmmm s a7
H @ N GHPhAGOZYIOSE. .....cvieeeieiiiiieeiieer e s sne e s e e 48
H @M GETOXEZIAL...........c.o e ceee e mmmm e en e e e e s s 50
2.5 GlyKOANAIYLIK.......cceeeeeeiicei e ce s cmmreceee s e e ren s s e s emmmma s e e e rmnn e 52
2.5.1 Fe~(ab)-Praparation und SERlyacrylamidselelektrophorese (SB\GE)..52
2.5.2 Entfarbung, Reduktion, AlKylierung............ccccccomviemee e e 53
2.5.3 InGel Verdau und GlykaEXtraktion.............cccoeiiriiiiimmmseereeeeeeeeree e seoee 54
2.5.4 PermethylierUng ... ... .cceeiiiiiiiiiirr e eerere s s mmmm e s s e e s e s s e e e e e e s s nnnnma 54
2.5.5 Matrix Assisted Laser Desorption lonizatiime of Flight (MALEIOF)
MasSENSPEKITOMELNE. .. .uuueeiiicie i i s crr e enren s mmmm e e e e e s s e e e e e e e nnnen s s mne 57
2.6 Weitere Methoden............cccciciiiiiiiicec s memm s 59
2.6.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)........ccccccviriicemeveeeeeenvnnnnnnns 59
2.6.2 Nephelometri@.....ccuvuieee i e s mmm s e e e e e e s s s s e nnmnns 59
2.7 STALISHK.......ceeeeeiieeiet s cmmm e e e nn s s 60
.ERGEBNISSE......... oot mmmn e s 61
3.1 Grundlegende Vorversuche............ccoceeeiiiimmmeiii e ceceeeceeeesessmeneaad 61
3.2Glykosylierungsmuster der NADS 2 .........ccevvveeveveeieiemmmmere e eeeeeens 65
3.3 Funktioneller Einfluss der nAbg. Glykosylierung........ccccccceeeeeenn. 73
3.3.1 Antigenbindung und Aggregation.............cceeveuuimmmmvirerennsnieeeerenns e 73
3.3.2 Bindung an Effektorstrukturen.........c....cccoviemvummmmriiriennnsnnnneeesnsscmmmmeenennn d 9
R0 TG TG 38 o 7= o [0 7.4 Y (0 1= Y 85
3.3.4 ZellVIabilitAL............cooeeeiieeeeetcommeceeee e e e e e e s e 87
3.4 Fc NGlykosylierung von nAdsi: bei der AlzheimeKrankheit............ 93
3.4.1 Regressionsmodell zur Identifikation von Alzheifagenten...................... 107
. DISKUSSIQN.......ccouiiiiiiirrcmmm e sen e e s s mmmm s en e 110
4.1 Muster und funlneller Einfluss der nAbsk. Glykosylierung.......... 112
4.2 Fc NGlykosylierung von nAbsiz bei der AlzheimeKrankheit.......... 124

4.3 Schlussfolgerung und AUSDIICK..........c.ceeiiiiiicmemecce e 130



5. ZUSAMMENFASSUNG.........ccooiiniiiiimmmm s e 135

5.1 SUMMAINY.....iiiiuiiniirnriirrsmmsssssrssss s e 136

6. REFERENZEN.........ooe et e 137
T. ANHANG......... e e r s e e e 162
7.1 Weitere Statistik und Experimente............cccooevimvmmcecreceeeeenesnnnnnns 162
7.1.1 Statistische Auswertung def@ikosylierung von IVIg und nAbgs............ 162

7.1.2 Geschlechtsbezogene Auswertung der Patientenstudie...................cc.. 165

7.1.3 Altersbezogene Auswertung der Patientenstudie.................cceemmemeeeernns 174

7.2.3 KorrelationSanalySeIL..........uuuueeuuiiisimmmeiisesss s s eeeessssnsns s mmmn s e sssssss e 183

7.2.4 Regressionswerte Patientenstudie..............ccvvvvviceeerinissnnicnnneennee e e 186

7.2 Dokumente der Patientenstudie.........ccccceeeeiiiirmmmnnnncinnneerennnneeens 187
S 30 oV 1 o] (1= 0] 1= o R 199
7.4 Verzeichnis der akademischen LeRrgrén..........cc.ccooevveeiviivcecennnn. 200

7.5 DanksaguNg..........coeeiriiermrmmrsmmsnssss s sn s s s s 201



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung Titel Seite
1.1 Neuropathologische Ausbreitung der Alzheirkeankheit 6
1.2 APRProzessierung 9
1.3 { SljdzSyT dzy R £ i NXzl GdzNJ @2y i 11
1.4 IgG Struktur 15
1.5 t20SyGAStt SNI 2 AN YS OKibAftkarperd: 17
1.6 IgG Glykosylierung 24
1.7 Funktionelle Bedeutung der Fe®lykosylierung von IgG 26
2.1 Aufreinigung von IgG und nAbsis, 37
2.2 Angewandte ELIS¥erfahren 40
2.3 Prinzip SPR Spektroskopie 45
2.4 Prinzip des Aggregatiomsssays 46
2.5 Prinzipder Durchflusszytometrie 49
2.6 Prinzip CellTiteGlo 51
2.7 Monosaccharide und der Prozess der Permethylierung 56
2.8 MALDITOF Massenspektrometrie 58
3.1 Uberprifung der spezifischen Aufreinigung von nAbs 61
3.2 Massenspektrum deN-Glykosylierung vor und nach PNGase 63
handlung

3.3 Auswirkungen der Deglykosylierung auf die ConA Bindung 64
3.4 I 3INB I G2y @2y ] 65
3.5 Fc NGlykosylierungsmuster von IVIg und nAbg&: 67
3.6 Fab NGlykosylierungsmuster von IVIg und nAbg&> 69
3.7 ELISBOSNYAGGSEGS . AysRdzyJal yI £ ¢ 74
3.8 . AYRdzy &t yhrhitegBSBR |y ! ] 77
3.9 LY KA O A ( &RggregRtiSriNg ! | 79
3.10 ELISOSNXYAGOSEGS . AyRdzy3al yI f¢81
3.11 ELISArermittelte Bindungsanalysen an C1q und&IGN 83
3.12 IgGSubtypenbestimmung mittels Nephelometrie 84

Seite ||



Abbildungsverzeichnis

3.13 t K 3271 & G 2M8nordefey und-Oligomeren 86
3.14 Sttt GAFOAE AGNG yAMankEmereS K| y Rf 88
3.15 BSEftOAFOAT AGNG WO@émereS K y R 90
3.16 ZytokinSekretion nacliBV2 Behandlung 92
Fc NGlykosylierungsmuster von IgG und nAb&: bei der Alz-
3.17 , : 95
heimerKrankheit
318 Zusammenschluss der Fe@lykane von IgG und nAbsis; bei 101
' der AlzheimeiKrankheit
Korrelationsanalysen der nAbhsis>-assoziierten Fhl-Glykosylie-
3.19 ) . . 104
rung bei AlzheimePatienten
3.20 Korrelationsanalysen der lg&soziierten Fc 4&lykosylierung 106
' bei AlzheimetPatienten
3.21 Regressionsmodell zur Identifikation von AlzheirRatienten 108
41 Veranderter Wirkmechanismus von nAbss, nach Deglykosylie 132
' rung
A1 Geschlechtsbezogene FeQ@lykosylierungsmuster von 1gG ¢ 165
der AlzheimeiKrankheit
AD Geschlechtsbezogene Fedykosylierungsmuster von nAbsis, 166
bei der AlzheimeKrankheit
A3 Geschlechtsbezogenélusammenschluss der FeGlykane von 170
IgG bei der Alzheiméfrankheit
A4 Geschlechtsbezogener Zusammenschluss der-6tykane von 171
nAbs! i bei der AlzheimeKrankheit
Altersbezogene Fc-Blykosylierungsmuster von IgG bei ddz-
A5 . : 174
heimerKrankheit
AG Altersbezogene Fc-Blkosylierungsmuster von nAthsis, bei 175
der AlzheimeiKrankheit
A7 Altersbezogener Zusammenschluss der fglykane von IgG be 179
der AlzheimeiKrankheit
AS Altersbezogener Zusammenscsduder FAN-Glykane von nAbs 180
I is2 bei der AlzheimeKrankheit
Korrelationsanalysen der nAHs is-assoziierten Fc&lykosylie-
A9 ) 183
rung bei Kontrollprobanden
A10 Nach der Regressionsformel berechnete Werte zur Untersc 186

dung von Kontrollprobanden unélizheimerPatienten

Seite |1l



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle Titel Seite
2.1 Verwendete Chemikalien samt Hersteller/Lieferant 28
Verwendete Peptide, Proteine, Antikorper und Enzyme samt
2.2 . 30
steller/Lieferant
2.3 Verwendete Labormaterialiesamt Hersteller/Lieferant 31
2.4 Verwendete Geréate samt Hersteller/Lieferant 32
2.5 Verwendete Software samt Entwickler 34
2.6 Ein und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie 35
2.7 Passagrung von H222 und BV2 Zellen 48
2.8 Zusammensetzungon Sammelund Trenngel 53
Relative Haufigkeiten der Fand FabassoziierterN-Glykane von
3.1 . 70
IVIg und nAbs i
Relative Haufigkeiten der Fand FabassoziierterN-Glykane von
3.2 IVIg und nAb$ is2nach Zusammenschluss hinsichtlich zusatz 72
zur Kernstruktur enthaltener Zucker
3.3 KDWerte und maximale RUs 76
3.4 Demographische Merkmale der Studienteilnehmer 93
35 Relative Haufigkeiten der Fe®lykane von IgG uimAbs! s> bei 9%
' der AlzheimeiKrankheit
36 Statistischer Vergleich déic NGlykosylierung von IgG und nAl 98
' I ls2bei der AlzheimeKrankheit
3.7 Relative Haufigkeiten nach Zusammenschluss de¥-6Btykane 102
' von 1gG und nAbk iz bei der AlzheimeKrankheit
3.8 Statistischer Vergleich nach Zusammenschluss dé-Glykane 103
' von IgG und nABk is2 bei der AlzheimeKrankheit
3.9 Fc NGlykane des Regressionsmodells 109
4.1 Altersabhangige Veranderung der F&Nkosylierung 128
Statistischer Vergleich der Fab und FGNkosylierung von VI
Al : 162
und nAbs! iz
A2 Geschlechtsbezogene relative Haufigkeiten daxf&lykane von 167
IgG und nAb$ i bei der AlzheimeKrankheit
A3 Geschlechtsbezogener statistischer Vergleich der &lybbsy- 169

lierung von 19G und nABs is2 bei der AlzheimeKrankheit

Seite |IIl



Tabellenverzeichnis

Geschlechtsbezogene relative Haufigkeiten nach Zusami
A4 schluss der &N-Glykane von IgG und nAbsis, bei der Alzhei- 172
mer-Krankheit

Geschlechtsbezogener statistischer Vergleich nach Zusam
A5 schluss der Fil-Glykane von IgG und nAbsis; bei der Alzhei- 173
mer-Krankheit

Altersbezogene relative Haufigkeiten der F&Nkane von 1gC

AG und nAs! s bei der AlzheimeKrankheit 176

A7 Altersbezogener statistischer Vergleich der FGIikosylierung 178
von 1gG und nAbs Iz bei der AlzheimeKrankheit

AS Altersbezogene relative Haufigkeiten nach Zusammenschlus 181
FcN-Glykane von IgG und nAbsis; bei der AlzheimeKrankheit
Altersbezogener statistischer Vergleich nach Zusammensc

A9 der Fc NGlykane von IgGnd nAbs! is>bei der AlzheimeKrank- 182
heit

Al10 Korrelationskoeffizienten ung-Werte 184

Seite | IV



Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis
Abkurzung  Erlauterung
Abb. Abbildung
ACN Acetonitril
AD AlzheimerKrankheit (englisch: AlzheimeDseasg
ADCC Antikt')rper-abhén.gige zeIIverr.ni.tteIte Zytotoxizitat (englisch: antibalby
pendent ceHmediated cytotoxicity)
ADCP Antikdrperabhangige zeIIver_mitteIte Phagozytose (englisch: antilaely
pendent cellular phagocytosis)
aHO Wasser analyserein
AHC Ammoniumhydrogencarbonat
APP Amyloid Precursor Protein
I o BetaAmyloid 40
I g2 BetaAmyloid 142
b-GIcNAc Antennen halbierendes (bisecting)Atetylglucosamin
CDC Komplgmen{abhéngige Zytotoxizitat (englisch: complemelependent
cytotoxicity)
CDP Komplemeq{abhéngige Phagozytose (engliscdomplementdependent
phagocytosis)
CDR qupleme_ntaritét bestimmende Regigdenglischcomplementarity deter-
mining region
CHi lodomethan
CcQ Kohlenstoffdioxid
ConA Concanavalii
CTR Kontrollproband(englisch: controproband
DGSIGN Dendritic cellspecific ICAMyrabbing noAntegrin
DMEM 5dzf 6S002Qa a2RAFTASR 91 3ftS aSRAd
DMSO Dimethylsulfoxid
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzymédinked Immunosorbent Assay
ER Endoplasmatisches Retikulum

Seite |V



Fab

Fc

FCS
CO' w
FITC

FT

Fuc

Gal
GIcNAc
HRP
IgA

lgG

IgM

l-m |

11-6

IVIg
mADb
MALDITOF

Man
nAbs

NaCl
NewAC
NMDA
NMDAR
oD

PBS
PNGase F
PTM
PS1/2
rH0

Abkurzungsverzeichnis

Fragment antigen binding

Fragment crystallizable

fetales Rinderserum (englisch: fetal calf serum)
FcGamma Rezeptor

Fluoresceinisothiocyanat

Saulendrchfluss (englisch: FlelWhrough)

Fucose

Galaktose

N-Acetylglucosamin

Meerrettichperoxidase (englischorseradish peroxidase)
Immunglobulin A

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukinm i

Interleukin6

intravendse Immunglobulim

monoklonaler Antikdrper (englisch: monoclonal antibody)
Matrix Assisted Laser Desorption Imation - Timeof Flight
Mannose

natirlich vorkommende Autoantikdrper (englisch: naturally occurring a
antibodies)

Natriumchlorid

N-Acetylneuraminsaure

N-Methyl-D-Aspartat

N-Methyl-D-AspartatRezeptor

optische Dichte

phosphatgepufferte Salzlésung (englisch: phosphate buffered saline)
PeptidN-Glycosidase F

posttranslationale Modifikation

Présenilinl/2

Reinstwasser

Seite | VI



RT
RU
SPR
Tab.
TEM
TFA
ThT
TMB
TNFh
TRIM21
U.N.
ZNS

Raumtemperatur

Response Unit

Surface Plasmon Resonance

Tabelle
Transmissionselektronenmikroskop(ie)
Trifluoressigsaure (englisctifluoroacetic acid
Thioflavin T

0 Z o -TEtmmgthylbenzidin
Tumornekrosefaktoh

Tripartite motifcontaining protein 21
Uber Nacht

Zentralnervensystem

Abkurzungsverzeichnis

Seite | VII



Einleitung

1. Einleitung

1.1 DieAlzheime#Krankheit

Die AlzheimeiKrankheit stellbeim Menscherdie haufigste neurodegenerative Erkrankung
und mit einem Anteil von60-80% die mit Abstand haufigste Form der Demenz dar
(Cunninghanet al., 2015 Kumaret al,, 2015 Religaet al., 2015. Metaanalys@ beziffernbei
Europaernm Alter vontiber 50 Jahrendie Pravalenaufca. 5%unddie jahrlichelnzidenzauf
ca.1,1% wobei diese Zahlen im Zuge fortschreitenden Aliemsehmen So wird n Europa
die Anzahl dePatienten beden65- bis74-Jahrigen auétwa 0,97 % bei dentiber85-Jahrigen
aufca.22,5 %geschatz{Niuet al., 2017. Dartber hinaus wirder AlzheimeiKrankheitin den
kommenden Jahrzehnten aufgrund dasmnehmenda demographische Wandekder Gesell-
schafteine noch gro3ere Bedeutung zukomméahrend im Jahr 2013 ca. 7,5 Millionen
Menschenin Europabetroffen waren, deuterPrognoserfur das Jahr 2040 mit einer Anzahl
von 13,1Millionen Patienten auf eine deutlich geggeirte Pravalez hin (Tomaskovaet al.,
2016).

Atiologisch betachtet unterscheidet man bei der Alzheim&rankheitzwischen degeneti-
schen bzw. familiare (englisch: familial Alzheimer'sid@ase, fADund der sporadischa
Krankheitsbrm (sporadic Alzheimer'sifease, sAD{Lippa et al, 1996. Die genetisch be-
dingte AlzheimeKrankheitzeigtdabeieinen in der Regdltihen Ausbruchvor dem 65. Le-
bensjahr(englischearly onsetAlzheimer'Disease, EOADINd konntebislangmit autosomal
dominant vererbtenMutationen in drei Genemn Verbindung gebracht werde(Bird, 1998.
Diese Gene codieren fur die Proteidenyloid Precursor Protein (APP) auf Chromogim
Prasenilinl (PS1) auf Chromosom 14owiePrasenilin2 (PS2) auf Chromosom {Lippaet al,,

1996 Bekriset al., 2010. Wahrend die physiologische Funktion von APP als ubiquitar expri-
miertes Transmembranproteiweitgehend ungeklarist, jedot unter anderem eine neuro-
nale Beteiligung an der Synaptogenese und Signaltransduktion vermutekamaten bereits
diverse mit derAlzheimerKrankheit assoziierte genetische Varianteentifiziert werden
(Kowalska, 2003assar and Kretzschmar, 20G®ronelet al., 2018. Gterminale Regionen
des Proteinssind bei diesen Mutationen besonders haulfigtroffen und verursachen auf-
grund Veanderungen der ARProzessierung die vermehrte Bildung des aus 42 Aminosauren
bestehenden Peptids Beta Y & f 2 J)RSinbalanhd Lieberburg, 199archet al., 2014.
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Einleitung

Der zugrundeliegende &thanismus der APProzessierung sowie die pathologische Bedeu-

0 dzy 3 @9WnKagitel1.2nédhererlautert werden. Neben dem Vorlauferprotein selbst,
konnen aich Mutationenvon PS1 und P die Prozessierungon APRind somit die Produk-

tion von! ibeeinflusser(Larner, 2013Caiet al., 2015. Bei diesen Proteinen handelt estsi

um Untereinheiten des Enzyms Garm8akretase, welctefir die AbkJ- f { dzy 3Do-R S NJ

mane verantwortlich is{Krishnaswamt al., 2009 Zhouet al., 2019.

Die uUblicherweiseu einem spéateren Zeitpunkiuftretende (englischiate onset Alzheimer's
Disease, LOAD3poradischeAlzheimerKrankheitist ebenfallsmit speziell& genetischa Va-
rianten assoziiert Diese wurdemislangiedochausschlief3lich als Risikofaktorend nicht als
Ursache deErkrankungbeschrieben(Piaceriet al., 2013. Mutationen im Gen, welches fur
Apolpoprotein E codiert, stellen hierbei die gro3t&isikofaktoen dar und konnten behe-
terozygoten Tragern mit einer dreifacimd bei honozygoten Tragern mit einer zehnfaeh
hohten Erkrankunga&ahrscheinlichkeitn Verbindung gebracht werdefhiuet al., 2013. Ne-
bender genetischen Pradispositi@owie dem Alter als Hauptrisikofaktpeigtsich eine Viel-
zahl weitererEinflussdur die Entstehung der Alzheimdérankheitverantwortlich(Guerreiro
and Bras, 2015 Gesundheitliche Aspekte, darunter die physische Verfassung samtdiberg
wicht, Rauchen und Erkrankungen wigp 2 Diabete®der kardiovaskulareBeschwerden
konnten ebenso mit einenerhdhten Erkrankungssiko assoziiert werden, wie ein niedriger
BildungsstatugReitz and Mayeux, 201€rousBouet al, 2017). Nichtsdestotrotz bleibt die
kausale Pathogened®ei der sporadischen Alzheim&rankheit eine ungelost€hematik,der

die Neurowissenschaft bis heute nachgeht

Das klinische Erscheinungsbild derca.90-95 %aller Fallevorliegendensporadischa Form

der AlzheimerKrankheitldsst sich hinsichtlich der Symptomatik nicht von dem der familiaren
Form unterscheideiivan der Flier and Scheltens, 20@=gkriset al., 201Q Reitzet al.,, 2011J).
Lediglich der Krankhisiverlauf zeigtbei Letzterer eingn der RegekchnellereProgression
(Piaceriet al,, 2013. Zu Beginrbeider Krankheitsformenveisen betroffere Patienten eine
milde Vergesslichkeit auf, welczenachskeine allzu grol3e Beeintrachtigung fur das alltagli-
che Leben darstellt. Im Zuger fortschreitenden Erkrankung entwickeln sjedoch stérkere
kognitiveDefizite darunter Stérungen des Kurzzatiichtnissesind der Exekutivfunktiongn

Konfusion, Desorientierung urRersonlichkeitsveranderung€Kumar and Tsao, 2019
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Einleitung

Diemoderaten und schweren Stadieler AlzheimerKrankheit sind schlie3lich durépathie,
Agnosie, Aphasie und ApraxjekennzeichneTarawneh and Holtzman, 20 1RBatureet al.,,
2017). InFolge sekundarer Erkrankungen, darunter z.B. Infektionen, Pneumonien oder-kardio
vaskulare Erkrankungekommt es schlief3lich zum Tod der Patienfi€nkullet al., 1994 Allen

et al, 2003 Toddet al,, 2013.

Die mit derAlzheimerKrankheiteinhergehende Symptomatirtgeschrittener Stadieffiihrt
beibetroffenenPatientenzuerheblichenBeeintrachtigungen im beruflichen und sozialen All-
tag sowieim Endstadium der Erkrankung zu einer volligen Abhéangigkeit von PflegBaind
treuung Neben medizinischen Anforderungen riicken somit auch zunehmengbrgungs-
wirtschaftlicheAspektein den Vordegrund Wahrend sich die Kostan Europafur die Ver-
sorgung und Therapie der Alzheir€rankheit im Jahre 2015 a@B82 Milliarden Eurdelie-
fen, wird fur das Jahr 2030 eine Steigerung auf BOfiarden und fir das Jahr 2050 auf
825Milliarden Euro prognstiziert(Cimleret al., 2019.

1.1.1Pathologie und Diagnostik

Die AlzheimekKrankheit ist auf makroskopischer Ebene dugate Hirnatrophie aufgrunei-
nesfortschreitenden Verlugtisvon hauptsachlich corticalen Nervenzellen charakterigrirti

et al, 2016. Dabei kommt es zu eindefinierten Ausbreitung der Neurodegeneration, wel-
cheerstmals vom AnatomeRrof. Heiko Braak beschrieben unié @ntsprechenden Stadien
nachraglich nachihm benannt wurden(Abb. 1.1) Ausgehend vom entorhinalen Cortex der
Temporallappen BraakStadien 1 und 2) dehnt sich Pathologie Uber das limbische System
samt Hippocampu®BfaakStadien 3 und 4) auf neocortieaHirnareale auBraakStadium5)
(Braaket al,, 2009. Der Untergang von Neuronalieser betroffenen Gebiete korreliert dabei
mit der Symptomatik zum jeweiligen Zaitpkt der ErkrankundGrotheet al,, 2017. Insbe-
sondere kognitive Defizite wie Gedéachtnisverlust und gestorte Exekutivfunktionen als Leit-
symptome der AlzheimeKrankheit lassen sich durch den Verlbgipocampaler und cori
caler Nervenzellen begriinden. Wahrend beide Strukturee entscheidende Rolle bei der
Gedachtniskonsolidierung spielen, zeichnen sich corticale Hirnareskzlichfir hohere
kognitive Funktionen verantwortlicfLuiet al, 2011 Rusnakoveet al, 2011 Squireet al.,
2015).
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Betrachtet man die der Alzheimdétrankheit zugrundeliegenden neuropathologischen Vor-

gange auf zellularer Ebene, so lasst sich die Erkrankung vor allem durch die Ablagerung zweier
Polypeptde/Proteine histopathologischO K I NI { G S NA & A §Pel§ YO10Kumaretdzy R ¢ |
al., 2015.

Neurone betroffener Hirnareale zeigen intrazellular so genannte Neurofibrillare Tangles
(NFTs), welche aus aggregiertem sowie hypad abnormal phosphoryliertem T&Rrotein
bestehen(Medeiroset al., 2011 Chonget al, 201§. Wahrend durch alternatives Spleil3en
insgesamt sechs Tdsoformen im humanen Proteom existieren, sind es vor allem dier®R
4RlIsoform, welche den Hauptbestandteil der NFTs ausmad@aedert and Jakes, 1990
Gendreau and Hall, 2013Diese weisen wiederum uber 70 potentielle Phosphorylierungs
stellen auf, wobei insbesondere das Anfiigen von Phospken an Sert202 und Threo-
nin-205 im Zuge der Alzheimdtrankheit eine entscheidende Rolle spi@lenreiroet al,

2014 Neddenset al, 2018. Die abnormale Phosphorylierung des Mikrotukadsoziierten
Proteins Tau steht in direkter Verbindung mit neurodegenerativen Prozessen in Folge einer
Destabilisierung des axonalen Zytoskeletts und stellt daher ein bedeutsames pathologisches

Merkmal der AzheimerKrankheit da(Busciglicet al., 1995 Stancuet al., 2014.

Neben intrazellularen NFTs lassen sich im Extrazellularraum Proteinaggregate finden, welche
1906 erstmals von Alois Alzheimer entdeckt und als Senile oder Amyloid Plaques bezeichnet
wurden (Alzheimer, 190¥ Diese Plaques bestehen hauptsachlich aus deamléislichen Fib-
NAfESYy IINBIASNISY t SLI ARadien dhnlicfeRerebr@ld AuS-y S Ay
breitung auf(Religaet al., 2003 Gouraset al,, 2015. Zunachst lassen sich die Ablagerungen

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

final Hirnstammareale sowie das Kleinhirn loéten sind (Abb. 1.1{Jouanneet al., 2017.

Obwohl de TauPathologie in der Regel starker mit demenziellen Erkrankungen und kogniti-

ven Defiziten korreliert, scheint dennoch bei der Alzheidedd Yy { KSA G RIF & t SLIGAF

salen Faktor der Neurodegeneration darzustelldlsonet al,, 2012.

Zusatzlich zden bereits dargelegten pathologischen Hauptmerkmalen siffdmmatorische
Prozesse, mitochondilia Dysfunktionen oder auch oxidativer Stress weitere Merkmale der

Alzheimerassoziierten Pathologi@lennowet al.,, 2008.
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Die aktuelle AlzheimebDiagnostik beruht auf den klinischen Diagnosekriterien nach NINCDS
ADRDAMcKhannet al, 1984. Dartber hinaus wurden gemeinsame Leitlinien fir klinische
Standards durch die Deutsche GesellschiftPsychiatrie, Psychothgsee und Nervenheil-
kunde,die Deutsbe Gesellschaft fir Neurologisowie die Deutsche Alzheimer Gesell-
schaftveroffentlicht (Deuschl and Maier, 20)@arauf basierend kommen im klinischen All-
tag vor allemlabordiagnostische, bildgebendsowie kognitive bzw. neuropsychologische
Testverfahren zum Einsafdeben der Anamnese machiedLiquordiagnostik zur Titerbestim-
Ydzy 3 @2y leine déryHRuptgililatz bei der Identifikation von AlzheiRatienten

I dza®d { LIST A St f RA Soundyhosphabylaater dal Brbtgin s@iey dabel im
Fokus und lassen durch eine verringerte Konzentration des Ersteren und eine erhohte Kon-
zentration des Letzteren auf eine vorliegende Alzheienkheit schlieBeflLueet al.,, 2017.

Uber das Konzgrationsverhaltnis von Tau Zu ikann die Erkrankung gegeniibanderen
Demenzen sowie gesundd’robanden mit einer Sensitivitdt und Spezifitdt von bis z&90
abgegrenzt werdefKapaket al., 2003 Ritchieet al., 2017. Mithilfe bildgebendeNerfahren
darunter Computertomograpk, Magnetresonanztomographieind PositroneFEmissions
TomographiekbnnenzudemStrukturverdnderungewie dieHirnatrophie im Bereich des Hip-
pocampus, des Gyrus parahippocampald des Cortexabgeklartsowie Amyloid Plaques
quantifiziertwerden (Vitali et al,, 2008 Johnsoret al., 2012 Schillinget al, 2016. Hiertber
lasst sth die AlzheimebDiagnoseerharten und driber hinausdifferentialdiagnostischan-
dere Grunderkrankungen odddrsachen der DemerausschlieBenAuch kognitive und neu-
ropsychologische Testpielen fur die Beurteilung einer vorliegenden Demenz vom Alzhei-
mer-Typ eine entscheidende Rolleer MiniMental-StatusTest (MMST) oder der DemTect
sind nur zwei einer Vielzahl klinisch relevanter Testbatterien zur Einschatzung kognitiver Fa-
higkeiten bzwDefizite(Cullenet al.,, 2007 Deuschl and Maier, 20).6Fur die neuropsycholo-
gische Diagnostik hat si¢iberdiesder CERADest (englisch: Consortiuto Establish a Re-
gistry forAlzheimer'sDiseasg weitestgehend etablierfMurayama and Saito, 200®euschl

and Maier, 201%

Trotzder zahlreicheVerfahren kann die Alzheimé&iagnose zu Lebzeiten nur als wahrschein-
lich und erstpost mortemdurch histopathologische Untersuchungeimdeutiggestellt wer-

den(Beachet al,, 2012).
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Abbildung 1.1. Neuropathologische Ausbreitunder AlzheimerKrankheit Die Aggregation der Proteine Beta
l'YEBE2AR 0! 0 dzyR ¢l dz 6ANR ¥ NRatiehterdls rSadidBoRtGcheeSdkl GA 2y 0
pathologisch zeigt sich dies in der Bildung so genannter Amyloid Plaquémd NeurofibrillarerTangles (NFTs

Tal.5A S | dza 6 NB A-{ige#ty) Hnd RallPStioBdid (blal) lauft in verschiedenen Stadien ab, welche mit

der Schwere der Erkrankg und den Symptomen korrelieffJouanneet al., 2017

1.1.2 Therapeutische Maf3nahmen

Eine kausale Therapie ist fir AlzheirRatientenzum gegenwartigen Zeitpunkicht verflg-
bar, wodurch es sich um eine irreversible, unheilbare, neurodegenerative Erkrankung handelt
(Neugroschl and Wang, 201 Pharmakologisch&al3nahmenzielendaher aif die Behand-
lung der Kernsymptomatik der Demenz sowie gegebenenfalls neurodsgesah auftreten-

der Begleisymptomeab.

Der kognitive Verfall algin Hauptsymptomder AlzheimeiKrankheit wird in der klinischen
Praxis vor allem durch den Einsatz von Acetylcholinestdd@semern sowie Atagonisten
des NMethyl-D-Aspartat(NMDA)medikamentts behandelWeller and Budson, 20)&iel
beider Therapien ist di®odulation der Neurotransmissigrwobei unterschiedliche Effekte
getriggert werden Acetylcholinesteraseélemmerverlangerndie Wirkdauer desneuronalen
Botenstoft Acetylcholin indemdie enzymatische Aktivitat des verstoffwechselnden Enzyms
herabgesetzivird undder Neurotransmitter fur eine langere Zeit im synaptischen Spak

bleibt (Colovicet al,, 2013 Anandet al.,, 2014.
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Aufgrund einer gesteigert@ synaptischa TransmissiorkOnnen sokognitiven Defiziten wie
Gedachtnisstérungem Folge der Neurodegenerati@ntgegengewirkt werden, unter ande-
rem, da Nervenzellen des cholinergen Systamisippocampale Regionen projizieréfeles
Grilo Ruivo and Mellor, 201 81aurer and Williams, 20)7Die Behandlung mit NMDBAnta-
gonistenbeeinflussthingegendas glutamaterge System uhét zum Ziel, die Aktivierung der
entsprechenden NMD#Rezeptoren (NMDAR) zu hemm@iivareset al., 2012. Dadurcher-
folgt die Regulation dedysregulierte, glutamaterge Neurotransmission, welche eirge-

wichtigeRolle bei der Alzheimeassoziierten Pathologieinnimmt (Hyndet al., 2009.

Neben den etablierten, wurdeire Reihe alternativer Medikamente ebenfalls hinsichtpoh

sitiver Effektebei der Belandlung von Alzheimdpatienten getestet. Wahrend diberapeu-

tische Anwendung vosinko Bilobainen positiven KosteMutzenEffekt aufweist und fur

die symptomatische Behandlung von demenziellen Syndromen zugelassen ist, wird die An-
wendung von Vitamin Bichtsteroidalen Antiphlogistikader eine Hormonersatztherapie
aufgrund gesteigerte Risiken von Nebenwirkungen nicht empfohlé@euschl and Maier,
2016.

Genauso wi&ognitive Defizite werden auch neuropsychologische Auffalligkeiten im Zuge der
AlzheimerKrankheit symptomatisch behandelt. Drepsioren, Halluzinationen, Hyperaktivi-

tat bzw. gesteigerte Motorik, Angstzustande und Psychosen oder auch-SctddEssstorun-

gen treten nicht selten als Begleitsymptorder Erkrankunguf und lassen sich durch ent-

sprechende pharmakologische Interventionderapieren(Nowrangiet al.,, 2015.

Prinzipiell sind bei ddBehandlungson AlzheimetPatientenaufgrund spezifischer Symptom-
konstellationen die therapeutischen Mal3nahmen von Fall zu Fall zu entscheiden. Das Ziel ei-
ner solchen Prézisionsmedizin &, auf dereinzelnenPatientenzugeschnittengherapeuti-

sche Strategien aufzustellen, whas individuelle Ansprechen auf Art und Dosis verschiedener
Medikamente oder klinischer Verfahremestmdglich zu bertcksichtigefGameiroet al,

2018. Grundlage dieses Ansatzes sind sfezifischergenetisch@ und epigenetischa Vo-
raussetzungelsowie Lebensumstandanesjeden Menschemwodurch das klinischErschei-
nungsbild im Einzelfall sehr unterschiedlich sein kamh dementsprechenduch eine indivi-

duelle Diagnostilangebracht is{Ginsburg and Phillips, 2018
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1.2! i und die AmyloiKaskadesHypothese

2AS O0SNBAUGa RINBStS3d: aLAStd RIa tSLWIGAR !
hendeL a 2 ¥ 2 MNJdls Halptbestandteil der Amyloid Plaques eine entscheidende Rolle bei
der Alzheimerassoziierten Pathologi®iesen negativenBezugzum Trotz konnten demmativ
ungefalteten Peptidauch eine Reihephysiologische Funktionen nachgewiesen werden.
Hierzu zahlen unter anderem regulatorische Aufgaben bei der synaptischen Transmsssion

wie eine antimikrobielleoder auch genregulatoriscHgedeutung(Parihar and Brewer, 2010

Brotherset al., 2018.

5 SNJ ! NE LINBeptias lidySradeendymatische Proteolyse von ARPieses ubiquitér
exprimierte Transmembranprotein ist in der Plasmamembran sowieMembranen intra-

zellularer Kompartimente lokalisietnd kann auf zwei verschiedemeten prozessiert wer-

den (Abb. 1.2)Sakono and Zako, 201Bhanget al., 201]). Bei dem unter physiologischen
Bedingungen erstarkt auftretendennicht-amyloidogenen Weg kommt es zunachst zur Spal-

tung von APRiurch die AlpheSekretase, wodurch extrazellular d@sNJ 3 YSy G at!t t t h 7
setzt wird. Aufgrund deBchnittstelleA y' Yy S NXK | £SaqueRzyitdIbereits hierdurchdie

Prodwktion des toxischen Agens der Alzheirt@ankheit verhindert. In einem zweiten Schritt
SNF2f 3G IyaOKt ASGSYR RAS { L) f i dér@mevtSdurch y RSN
die GammaSekretasén P83 und AICIHKojro and Fahrenholz, 2005 A S CNB A a S dzy 3
erfolgt hingegeriiber denamyloidogene Weg.l A SND SA g A NR | Domaeo SNK I f
durch die BeteSekretase geschnitten und das extrazellulare Fragndehtt sowie das
YSYONI YaUNYRAIS CNIAhSigREnd ist/es @neld de/GandRekrakli

tase, welchesichfir den zweiten Prozessierursgritt verantwortlich zeichnetind die Frei-

setzung von AICD urid diesem Fall iverursacht{Chowet al., 2010.
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Abbildung 1.2. APRProzessierungDas Amyloid Precursor ProtefAPP) findet sich ubiquitar in der Plasma-

membran sowie in den Membranen von Zellkompartimenterder. In Esterer NI 3 (i -Boi&he ih den Ex
trazelluBrraum, inLetzteren ins Cytoplasma der Zell&PPkam in einem nicht amyloidogenewder arnyloido-

genen Weg prozessiert werdeer nichtamyloidogene Weg umfasst die Aktivitat der Alphad GammaSe

I NBGIFI&S dzyR oNAYy3IdG RAS { LI f3GLINRPRdZ] S &a!tths tyo dzyR !
in welchem durch die Betaind GammaSekretase di¢ LJ- £ (0 LINR Rdz] 0 S &! t-Pepthierzeugt 5 &2 4 A
werden.(Zhanget al., 201J)

Die GamméSekretase, welche neben BSund P& auch aus den Proteinuntereinheiten
Nicastrinund APHL (englisch: anterior pharyrdefective 1) bestehizeichnet sich durckine
enzymatische\ktivitat mit variabler Schnittstellenerhalb der Aminosaureseenz von APP
aus(MorishimaKawashima, 20)4Auf diese Weise kdnnén i-lsoformen mit einer Lange von
37 bis 43 Aminosaurain | ,) K SNIZ 2 NH S 6 NI OK (i 2 bz iRBIHEVEAIMIS A !
von! i zu! lp mit einer progressiverNeurodegenerationbei der AlzheimeKrankheit
einhergeht(Kleinet al, 1999 Janet al., 2008 Zhanget al., 2011 Senguptaet al,, 2016.
Entsprechend hierzkann kei der familidren AlzheimeKrankheit wie bereits erlautertdurch
Mutationen von APP oderPrasenilin und bei der sporadischen Krankheitsforourch
verschiedene Einflissadarunter expositionelleRisikofaktoren aber auch Stérungen des
SaureBase oder lonenhaushaltsgine Akkumulation von! s> beobachtet werden(Su and
Chang, 2001 Vitvitsky et al, 2012 Wang et al, 2017. Dabei steht vor allem das
Ungleichgewichtwischen Synthese uReseitigungles Peptidém VordergrundBatemanet
al., 2006 Wildsmithet al,, 2013.
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Die beidenzusatzlicherAminoséaurenlsoleucindl und Alanin4?2, fihren dariber hinauszu
einer erhdhten Hydrophobizitat desPeptics und verleihen diesendurch intra und
intermolekulare Bindungenerstarkte Aggregationseigenschaften (Abb. IA)medet al,
2010.

Es ist dicKombination aus einggestorten! -Proteostasaund den spezifischerCharakteris-
tika@ 2 ¥ 42, Wélchedem Peptid eine tiber die rein pailogische Assoziation hinausgehende
Bedeutung bei der Alzheiméfrankheitverschafft VerschiedeneStudienlegennahe, dass

eine solchée l;>-Pathologievielmehrdasinitiale Ereignisder Erkankung darstellt und samtli-

che pathologischen Veranderungeals Folge dssen griggert werden Diese so genannte
AmyloidKaskaderHypothese wurdel992 zum ersten Mal postuliert urfthdet unter leich-

ten Adaptionerbis heute den grof3te@uspruch in dewissenschaf(Selkoe, 1991Hardy and
Higgins, 1992Armstrong, 2011Selkoe and Hardy, 20L®emnachwerdenvor allemaggre-
gierte ! ipo-Strukturenfir die neurodegeneraten Prozessen im Zuge der Alzheirkeank-

heit hauptverantwortlich gemacht, da diesen weitreichentsuro- und zytotoxischekffekte
nachgewiesen werden konnterwelcheim nachfolgenden Kapitel eingehender behandelt
werden(Kooet al., 1999 SadighEteghadet al., 2015. Dartiber hinausindzahlreicheweitere
Ydza I YY Sy KNY 3 Ss, undsLeisydnt@nénddr AlzheimerKrankheitprasent So
scheintdas Peptidien TadMetabolismus zieeinflusserund die verstarkte Bildung von NFTs
hervorzurufen(Perezet al,, 2004 Reitz, 2012 Dabei steht vor allem die durthis>Aggregate
induzierte anormale Phosphorylierung von Tau im Fokus. Der dadurch bedingte Verlust der
Mikrotubuli-Assoziation und somilie Destabilisierung vor allem des axonalenogkeletts

fuhrt zu einerStérung der synaptischen Transmission und schlussendlich dem Untergang von
Synapser{Busciglicet al., 1995 Stancuet al., 2014. Zudemzeigen anormal phosphorylierte
TauProteine einen &hnlicheRolymerisationsmiechanismus samt toxischer Aggregate wie das

I -Peptid(Wardet al,, 2012 GuerrereMunozet al., 2019. Neben direkten werden fi s

somit auchsekundar neurotoxische Effekpeopagiert. Auch die neuronalen Entziindungspro-
zesse als ein Leitsymptom der Alzheirdeankheit sollen laut AmyloidaskaderHypothese

AY R&mathdlogie ihren Ursprung haben. So induziert das Peptid die Sekretion proin-
flammatorischer Mediatoren durch Aktivierung von Mikrogliazelle begiinstigtdamit ein

zytotoxische, extrazellulareMilieu (von Bernhardet al., 201Q Prinzet al,, 2011J).
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Lys16 Val18 Phe20 Glu22
His14

His13

w— N\

Abbildung1.3. Sequenz und  NXz| G deNA.Ahdngsadrdsequenzon! isz2im Einbuchstabencode: AAla-
nin, D=Asparaginsaure, £Glutaminsaure, EPhenylalanin, G Glycin, H=Histidin, I=Isoleucin, K=Lysin,
L=Leucin, M=Methionin, N=Asparagin, & Glutamin, R=Arginin, S=Serin, \=Valin,Y=TyrosinB.! is>-Oli-
gomere (links) stellen sich in der Regel afache Pentaoder Hexamere dar, welche durch hydrophobe Wech-
selwirkurgen der €Termini von! is>-Monomeren entstehen. Dabei bilden die Monomere doppelte Haarnadel-
strukturen aus. Molekularer Kontakt innerhalb der Molekile besteht zwisdheenylalanifl9 und Leuci¥84
sowie zwischen Methioni35 und Alanim2.! ix>-Fibrillen(rechts) lagern sicparallel zueinander an. Die Mo-
nomere bilden einfache Haarnadelstrukturen aus, wobei zwischen Phenyldl@nind Leuci¥r84 sowie Gluta-
min-15 und Glyci¥87 intramolekulare Kontakte bestehen. ZuséatztieghhenGlutaminl15 und Glyci¥B7 intermo-

lekulare Verbindungerin. (Ahmedet al,, 2010

1.2m 4-Oligomere

Gemal AmyloiKaskaded & L2 1 KSa S

chen In Folge einegesteigertenProduktionkommt es zunachst zur Akkumulation und auf-
grund der stark hydrophobe Eigenschafterschlie3lichzur Aggregatiordes Peptid{Selkoe
and Hardy, 2016 Uber Jahrzehte wurde dabei eine kontroverseiskussion hinsichtlich der
prazisenneuro- und zyotoxischen! i>-Strukturen gefuhrt. Zunachst standen die Amyloid

Plaques und somit fibrillare is>-Formenin Verdacht, die degeneraten Prozesse zu triggern.

Einleitung

lle41 Val39 Gly37 Met35 Gly33 lle31

Ala42 Val40 Gly38a Valds LeU3411e32) oo

. s - Asp23
Glu11 His13#sGIn15Leu17Phe19Ala21

Val12 His14 Lys16 Val18 Phe20 Glu22

aAYR Sa I 3JI3NERHeINT S

Neurodegeneration als pathologische Hauptsymptomatik AizheimerKrankheit verursa-
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Von dieser Hypothese wurde jedoch zunehméms$tand genommeunter anderem, daine
Korrelation zwischemer Belastung mitlen unléslichen Ablagerungeand dem kognitiven
Verfall vielfach widerlegiverden konnte(Arriagadaet al., 1992 DaRoch&outoet al., 2011J).
Mittlerweile ist davon auszugehen, dass es kleinere 16sliche-Oligomere sowie proto-
fibrillare Strukturen sind, welche die Schadigung der Nervenzellen hervorf@éenliocMora

et al, 2014 Aleksiset al, 2017. Sowohl! is>-Oligomere als auch Protofibrillen kénnen ring-
férmig oder linear vorliegen und unterscheiden sich voneinander in der Anzahl enthaltener
Peptidmolektle Obwohl diesbezuglich eine stringente Unterscheidung nicht moglicheast,

den Aggregateab enem Molekulargewicht von ca. 4Dain der Regel alBrotofibrillen defi-

niert (Rahimiet al,, 2008 Brugginket al,, 2012. Ein entscheidendddnterschied zu fibrillarem

I gz stellt in beiden Fallen neben der GroRRe die antiparallele Anordnung der einzelnen
I is>-Molekule dar, welche nicht selten als Voraussetzung furldlieiktion neurotoxischer
Effekte beschrieben wirfCerfet al, 2009 Ahmedet al,, 201Q Guet al., 2014. So konnterin

vitro und in vivoExperimentezeigen, dass préfibrillare is>-Oligomere, nicht aber unldsliche

Fibrillendie NeurotoxizitatauslosenLambertet al,, 1998 Hartleyet al., 1999.

Dendurch! is-Oligomere undProtofibrillen hervorgerufenenschadlicherEffekten kénnen
sowohl intrazellulée als auch extrazelluléarMechanismenzugrunde liegern(Gasparet al.,

2010. Extrazellular fungieren zahlreiche Rezeptoren auf der Oberflache der Plasmamembran
alsdirektes oder indirekteZieldes aggregierten Peptidgu diesen zahlen NMDARleuro-
tropher-FaktorRezeptoreroder FasRezeptoren und konnen durch Gbermaligktivierung

zum neuronalen Zelltod fiihren. Dabei spielen intrazellulare Signalkaskaden und Stérungen
der CalciurrHomoostase ebenso wie aktivitdtsabhangige Apoptoseprogramme eine entschei-
dende Rollg(lvinset al,, 1999 Morishimaet al., 2001 Texidoet al., 2011 Kayed and Lasagha
Reeves, 2003 Das CalciumSignallingals weit verbreitete, intrazellularer Mechanismus zur
Auslosung der Apoptose kommt zudem bei einer weiteren zytotoxischen Funktion von
I s>-Aggregaten zum Tragdhlajnoczkyet al., 2003. Vor allem zirkulare Oligomere sind in

der Lage in die Plasmamembran zu interkalieren und Caldunehlassige Poren zu formen

(Bodeet al., 20179).

Seite |12



Einleitung

Im Gegensatz zu extrazellularen, sind die dlir¢h-Oligomere hervorgerufenemtrazellular
stattfindenden toxischenProzesse weniger gut untersucht. Studien legen jedodbr ande-
remeine! l>-induzierte Stérung des Proteasomkomplexes und damit sekundar erhdhte
und TauSpiegel nah€Tsenget al., 2008. Dariiber hinaus kdnneh is-Oligomere in Mito-
chondrien akkumulieren, wodurchtrazellulare Stressreakti@m ausgeldst undeaktive Sau-
erstoffspeziesvermehrt gebildet werden(Casperseret al, 2005 Reddy and Beal, 2008
Schilling and Eder, 20LRAuch im endoplasmatischen Retikul{EERkonnten Stressreaktio-
nen und dadurch bedingtCaspas@bhéngige Apoptoseprozesse durch die Akkumulation von

I ipaufgezeigt werderPlacidoet al.,, 2014.

1.3 Immunglobulin Gind dieAlzheimeiKrankheit

Unter anderem afgrund fehlender kausaler Therapiemaoglichkeitemdin den letzten Jah-
ren Antikorper bzw. Immunglobuline der Klassélg&)zunehmendn denFokusder Alzhei-
mer-Forschunggerickt Daserhoffte therapeutische Potentiaberuht dabeiauf einemum-
fangreichenund! ls>-gerichtetenWirkmechanismusnit der Moglichkeit einer gezielten Im-

munmodulation(Southwell and Patterson, 201Ghowharet al., 2013.

Immunglobuline G werden wie die meisten Antikorperklassen von Plasdes Gedachtnis
B-Zellen gebildet. Diesem Prozess geht in der Regel eine antigenedeikhbhangige Stimu-
lation vonnaivenB-Zellen voraus, welche daraufhau den beidenZeltypen differenzieren
konnen(Pieperet al., 2013. Diein Folge dessesezernierten Igélolekile besteherstets

aus zwei idetischleichten und schweren Kettenvelchesichwiederum in konstante und va-
riable Doménemgliedern(Abb. 1.4). Wahrend sowohl die leichte als auch die schwere Kette je
eine variable Doméne aufweisen, besteht die konstante Region der leichten Kette aus einer,
die der schweren Kette aus drei identischen Domanen. Letztere konnen dabei vier verschie-
dene Phantypen aufweisen, wodurch sich die Ig&ubtypen 1 bis 4 im humanen Antikérper-
pool ergeben(Schroeder and Cavacini, 201Reben derstrukturellen ist aucheine funktio-

nelle Unterteilung von IgG in zwei Fragmente moglietagment antigen binding (Fab) und
Fragment crystallizable (R@bb. 14). Beide Fragmente stehen tber die flexible HifRggion
miteinander in Kontakt und (bernehme unterschiedliche immunologischéufgaben

(Schroeder and Cavacini, 2010u and May, 2012
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Das FabFragmenterkennt und bindet komplementéare Strukturen des Antigens und kann be-
reits NeutralisationsProzesseaufgrundsterische Hinderungn induzieren Insbesondere die
Komplementaritatbestimmende Regioren (englischcomplementaritydetermining region,
CDR) innerhalb der variablen Doméanen beider Kettedan der spezifischeAntigenbindung
beteiligt. Diese hypervariablen Sequenzen zeigen somatische Mutationen, welche im Zuge der
Affinitatsreifungder korrespondierenden Belleentstehen und nach positiver Selektion die
Synthese maximalfiner IgGMolekile zum Zieghaben(Mishra and Mariuzza, 20)8Ur die
Antigererkennungzeichnen sich dabevornehmlich nichkovalente Bindungen, darunter
elektrostatische Interaktionen, van der Waals Kréfte, hydrophobe Wechselwirkungen sowie
Wasserstoffbriickenbindungen verantwortli¢€@mithet al,, 1993 Forthal, 2014Alexanderet

al., 2015.

Die Bildung von Immunkomplexen wariber hinag auch die Voraussetzung der-Fag-
ment-vermittelten EffektorfunktionenVor allem BEDI YY I wST SLJi 2 NXe¢fl- 6 CO! w
membraren von Immunzellen sowie das hauptséachlich extrazellular vorkommendmle
Komplementprotein C1q machen die vorherrschenden Interaktionspartner von IgG aus, kon-

nen in der Regel Uber das-Fragment jedoch etsnach Opsonierung des Antigens effektiv
gebunden werdenVerschiedeneC O+ w K|l 6 Sy o0SA&LIASt asSAAaS dzyi S
den vier Ig&Subtypen und kénnegY A G ! dza y I K X &st aéhynuizaenten Inter-

aktionen und dem Prozess ddé®ezeptordusterings immunol@ische Kaskaden triggern
(Ducheminet al, 1994 Bruhnset al., 2009 Hanson and &b, 2015 Kiyoshiet al, 2015

Robinettet al., 2018. Bei dieserhandelt es sich vornehmlich um Resse wie die Antikorper

abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (englisantibody-dependent celimediated cytotoxi-

city, ADCC) oder die Antikérpabhangige zellvermittelte Phagozytose (englisch: antibody
dependent cellular phagocytosis, ADGR)mmerjahn and Ravetch, 2006&uilliamset al.,

2014 Vidarssoret al., 2014. Auch C1q weist zu einzelnen Hy®lekilen eine niedrige und

aufgrund seiner sechs Bindedomanerst zu multivalenten Immunkomplexazine erhéhte

Affinitat auf(Kishore and Reid, 200
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IgG3 und IgG1 werden dabei stark, Ig@2unter bestimmten Umstandeand 1gG4 gar nicht
gebunden, sodass dementsprecherid Komplemerdabhangige Zytotoxizitat (englisch: com-
plementdependentcytotoxicity, CDC) sowie die Komplematthéngige Phagozytose (eng-
lisch: @mplementdependent phagocytosisCDP)n Folge der Aktivierung von C1lqg unter-
schiedlich stark initiientverden kdonnen(Noris and Remuzzi, 201\3idarssoret al,, 2014. Ne-
ben den herkdmmlichendzeptoren existieren unter andereaweialternative Interaktions-
partner fur IgGuber deren exakte Bedeutung jedoch bis hekibatroversdiskutiertwird. Der
Rezeptordendritic celispecific ICAMyrabbing noAntegrin (DGSIGNJindet sich hauptsach-
lich auf Makrophagen und verwandtedellen des Immunsystemwieder und soll Uber eine
Interleukinvermittelte Signalkaskadantiinflammatorische Prozesse auslos@mthony et
al., 2012. Der zweiteBindepartnertripartite motif-containing protein 2XTRIM21)fungiert
als cytosolischer Rezeptor und triggert die intrazellulare Antikéysemittelte Proteolyse
Uber den ProteasomkomplePiesem Mechanismus konnte vor allem bei Virusinfektionen

eine bedeutende Rolle attestiert werd€NcEwanet al,, 2011 Vaysburdet al.,, 2013.

- Fab

Abbildung 1.41gGStruktur. IgGMolekiile bestehen aus zwei identisch leichten und schweren Ketten, wobei die
leichten Ketten aus einer variablen (VL) widerkonstanten (CL), die schweren Ketten aus einer variablen (VH)
und drei konstanten (CH3) Doménen aufgebaut sin®ariber hinaus lassen sich 1gG funktionebhirei Fab

und ein FeFragmen(e) unterteilen, welche durch die flexible Hingeegion miteinander verbunden sirdmFc
Fragmentaller 1gG findersich an Asparagifi97 hochkonservierte NGlykosylierungssteliewieder. (Kronimus
etal, 2019
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Es ist diesem umfassenden Wirkmechanismuszuschreiben dass IgGhaufig als
therapeutischeOptionbei der AlzheimeKrankheitin Betracht gezogewurde. In der Theorie
solldiS ' 1 1dzydzt F GA2Y dzy R al$ dad pokeaiellikaudafe E@Gigrger ! |
AlzheimerassoziiertenPathologiedurch den Einsatt lso-spezifischer Antikdrper reguliert

und eingedammtwerden.Zum einen stitz sich dieser Ansatz auf eine spezifische Bindung des
Peptids, wodurch die Neutralisation monomerer und oligomerer Strukturembdigefihrt,

der Aggregationsprozess inhibiert und dadurguroprotektive Prozesse ausgeldst werden
Y%dzY | YRSNBY 3Anyk§fperNuindSdie) Aktivierung ikroglialer Zelleng den
Phagozyen des Zentralnervensysteni8NSY; die Internalisierung und somit die Beseitigung
der neurotoxischen Strukturen erreicht werdéhbb. 1.5YPrins and Scheltens, 201B3arrera

Ocampo and Lopera, 20116

Sowohl passive als auch aktive Immunisierungsstrategien sind fiir einen solchen therapeuti-
schen Ansatz prinzipielenkbar und wurden bereits zahlreich durchgefuhrt. Die aktive Immu-
nisierungverfolgt dabei dasigl, durch antigene Stimulation vd&Zellen die kérpereigene
Produktion von! is>-Antikbrpern zu induzierenObgleichmanche Studien eingeringflgige
Verbesserung der Kognition innerhalb déerumgruppeoffenbarten warenin diesen stets
erhebliche Nebenwirkungen wie Meningoencephalitiden oder cerebrale Hdragen zu be-

obachten und fuhrten schlie3lich zum Abbruwdr TestgBarreraOcampo and Lopera, 2016

Passie Immunisieungsstrategiersetzen hingegen auf direktajektionenvon zumeist huma-
nisierten, monoklonalen AntikérpefmAd 3 S F,Sryder létzten Jahren wurden zahlrei-
chesolcher Antikérpevom IgG Tygetestet wobeiStandheute keine der Studiendie klini-
schePhase ¥ielversprechen@bschlieRerkonnte. Bapineuzumab, ein#érminal bindender
Y! 6 3 S 3 &y dabei der erste klinisch untersuentikdrper. Aufgrunchusbleibender
kognitiver Verbesserungerowie des Auftretensvasogene Odemein ca. 10%aller Falle
wurde die klinische Studie beend@allowayet al., 2009 Rinneet al., 2010. Auf Bapineuzu-
mab folgten unter anderem die mAbs Solanezbnuad Gantenerumab. Auch hier war der
fehlende positive Einfluss adénkognitiven Verfallbei AlzheimeiPatienten ausschlaggebend
fur die Beendigung der Studi¢Doodyet al., 2014 Ostrowitzkiet al., 2017 Honiget al., 2018.
Die Ergebnisse zweiaktuell nochlaufenderPhase3 Studien mit Gantenerumagtehen da-
gegen noch aufClinicalTrials.goWCT01224106nd NCT02051608
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Ein weiterer therapeutischer Antikdrper, Aducanumghlt nochbis vor kurzenals derviel-
versprechendste Kandid&ir eine effektive Antikbrpertherapie bei der Alzheirierankheit
DemB-ZellPool gesundeBlutpenderentspringend handelt & sich in diesem Fall um einen
humanen, monoklonalen Antikdrpebie klinische Phasé Studieoffenbarte bei Patienten
mit prodromaler und milder Alzheime@ymptomatikzunéchst eingute Vertraglichkeisowie
die Reduktion von Amyloid PlaquéSevignyet al., 2016. Nichtsdestotrotz wurde kirzlich
die beidenklinischen Phase3 Studien ENGAGE urMERGRBufgrund nicht zu erreichender
Ziele vorzeitig beendetwobei die Studienergebnissenoch ausstehen(ClinicalTrials.gov:
NCT02477800nd NCT02484547

All diese Resultate belegen, dakes theoretische Ansateiner Antikbrperbasierten Therapie
bei der AlzheimeiKrankheitfur die praktische Umsetzung zahlreiche Hindernisse bereithalt
Neben derAntigenspezifitatind einer guten Vertraglichkeit sinermutlichnochweitere,un-

ter anderemauchqualitative Faktorenzu bertcksichtigen

Abbildung 15: Potentieller WirkmechanismusherapeutischerA s>-Antikorper. Die Akkumulation und Aggre-
gation von A2 alsneuropathologischéJrsache der Alzheimédtrankheit konnte durch den Wirkmechanismus
spezifisber 1IgG eingedammt werden. D@&seinhaltet die Bindung und Neutralisation vonsMonomeren
(A) und -Oligomeren B), wodurch der Aggregationsprozesswiedie Zytotoxizitatinhibiert werden C.Daruber
hinaus kann mithilfe voniAz-spezifischer IgG die Phagozytose der monomeren uggdmkren Strukturen in-
duziert und Gber Aktivierung von Immunzellen die Ausschittung voaysmd antiinflammatorischen Zytokinen
moduliert werden.(Eigene Darstellung)
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1.4 Natiirlich vorkommende Autoantikdrper

In Bezug auf die Antikorpdrasierten therapeutischen Alzheim&tudien und hier vor allem
Aducanumab, ist es ein interessanter Fakt, dass im immunologischen Repertoire des Men-
schen bereits Antikorpeder Klasse Ig@orhanden sind, welchgegen! i gerichtet sind In
diversen quantitativen Studiekonnten solche sowohl im Liquor als auch im Serum gesunder
und erkrankter Testpersonen nachgewiesen werden. Aufgrund dieserpathologischen
Statusunabhangigen Existenz sowie ihrer autoreaktiven Eigenschafteden sie dem Pool
natirlich vorkommender Autoantikorper (englisetaturally occurring autoantibodiesiAbs)
zugeordnet(Duet al., 200% Hymanet al., 2002, Britschgiet al., 2009 Maftei et al,, 2013 Qu

et al, 2019.

Als Teil des angeborenen Immunsystems werden nilbbSeg@nsatz zu herkdmmlichen, von
B2-Zelen syrhetisierten Antikbrpen von B1Zellen produziert. Diese Cipositive Zellpopu-
lation entsteht im Zuge der-Bell Entwicklung durch einen individuellen Entwicklungspfad und
weist demnach einige Besonderheitanf (Rothsteinet al,, 2013. Ein grundétzlicher Unter-
schied zu BZellen bestehdarin, dass Antikorper von EBellen durch einen Antigenind T
Zellunabhangigen Prozes®sm Kindesalter an zeitlebersezerniert verden. Dadurch durch-
laufen BXZellenauchnicht die Keimzentrumsreaktigrsodasssie keine Affinitatsreifung er-
fahren undnAbsfolglichdurch eine reduziertéviditatund Spezifitdét zum Epitopnd nicht
selten eine Pdyreaktivitat gekennzeichnet sind(Ochsenbein andZinkernagel, 2000
Montecino-Rodriguez and Dorshkind, 2Q@®othsteinet al,, 2015. Obwohl es sicliiblicher-
weiseum Immunglobuline vom Typ M (IgM) oder A (IgA) handelt, sind nAbs auch teilweise

demIgG Tyuzuordnen(Goldet al,, 2012 Lutz, 2012

Die physiologische Funktion von nAbs umfasstAlierechterhaltung der Homoostase und
Proteostasadurch die RegulatiorverschiedeneiZellfunktionen sowie diBesatigung patho-
logisch veranderteonder nicht funktionale Strukturen Oxidativ geschadigte Proteine oder
andere Biomolekile, apoptotische undkretische Zellen sowiBroteinaggregatstdrendas
physiologischésleichgewichund kdnnentuber die Autoantikbrpergezieltunterschiedlichen
Degradationssysteen, darunter die ADCP und AD@Rgefuhrt werdenLutz, 2007 Lutzet
al., 2009.
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Die Beseitigung von Tumorzellen sowie die Modulatirdlammatorischer Prozesse durch Bin-
dung und Neutralisation von Entziindungsmediatofélt ebensoin den Aufgabenbereich
von nAbs(Avrameast al,, 2007 SchwartzAlbiezet al, 2008 Vollmers and Brandlein, 2009
Shoenfeldet al, 2014 Aleksiset al., 2017. Eineweitere funktionelle Aufgabeder Autoanti-
korperwird bei der Regeneration des NervensysteamgienommenHier sollen nAbs m®li-
godendrozyterwechselwirkerund die Remyelinisierung von Axoneiggern, was speziell bei
der Multiplen Sklerose zu einem protektiven Effekt fihren kéitler and Rodriguez, 1995
Warringtonet al., 2012.

Dasschadliché?endant zwnaturlichen,protektivenstellenpathologische Autoantikérper dar.
Beivielen autoimmunen und nickautoimmunen Erkrankungekommt diesereine Schlissel-
rolle bei den pathologischen Vorgangen(Mewar and Wilson, 200 aplin and Barker, 2008
Rosettiet al., 2012. So istz.B.der Rheumafaktor, ein Ig&ntikdrper,einer der bekanntesten
Vertreter dieser Art undihrt zu einem erhohten entziindlichen Zustand bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis(Mewar and Wilson, 20Qéngegnoliet al., 2013. Zudemrepréasentie-
ren pathologische Autoantikdrper bei den entsprechenden Erkrankungen ein entscheidendes
Kriterium zur Diagnosgself, 2010 Essind \or allemMerkmalewie erhdhte Konzentrationen
sowie gesteigerte Affinitaten zum Antigerwodurch Autoantikrper pathologsche Effekte
entwickeln. Dabei gelten Stérungenrd8elektionssystem welche die Differenzierung und
Proliferation autoreaktiver Eellen mit hochaffinen -BellRezeptoreniblicherweiseregulie-
ren, alsderenwahrscheinlichsté&JrsachgShoenfeldet al., 2014 Ludwiget al., 2017.

Auch m ZNShabensowohl physiologische als auch im Zuge unterschiedlicher Erkrankungen
pathologische Autoantikdrper eingesentiche Bedeutung Unter anderemMyastheniaGra-

vis, Multiple Sklerose oder auatas StiffPerson Syndromindtypischerweise mit einer sero-
logischen Nachweisbarkegiathologische Autoantikorper verknipft, welche dartber hinaus

die zugrundeliegende Pathologie begtinstigen oder gar krankheitsursachliqlsslmdenaet

al., 199Q Jayam Troutlet al., 2012 Probstelet al., 2015. Demgegenubewerden firnAbs im

ZNS vor allem neuroprotektivieunktionen postulier{Goldet al.,, 2012).

Seite |19



Einleitung

Neben den bereits dargelegtedie RRmyelinisietung induzierendeutoantikdrpern konnte
auchdie Existenz von nAbs, welcte ProteineAlphaSynuclein, Tau und das PriBnotein
erkennen, belegiverden(Rosenmanret al,, 2006 Weiet al,, 2012 BesongAgboet al., 2013
Kronimuset al., 2016. Da dieséAutoantigenemit neurodegenerativen Proteinopathieasso-
ziiert sind darunter die ParkinseKrankheit, verschiedenen Formen der Demenz adier
CreutzfeldJakobKrankheit werden den jeweilign nAbsprotektive Eigenschaften in Bezug

auf diePathogeneseugeschrieberiGoldet al., 2012.

1.4.1PhysiologischBelevanz vonAbs! i fir die AlzheimesKrankheit

Wie bereitserlautert, finden sichauchnAbs gege! is2im immunologischen Repertoides
Menscherwieder und werden &hnlich zalen physiologischen AutoantikbrpegegenAlpha
Synuclein, Tau und das PriBnoteinmit einer positivenWirkungim ZNSin diesem Fall der
AlzheimerKrankheitin Verbindung gebrachDie Aufrechterhaltung der Protestase als eine
Hauptiunktion von nAbstellt hierbeiden entscheidendeZusammenhang heAufgrund der
spezifischen Bindung deAbs! is>2an ihr Antigen sowie des umfangreichen Wirkspektrums
von IgG im Allgemeinen konnggn humanes, immunvermitteltes Degradationssysteeneits
vorhanden sein, welches die Regulation des toxischen Agens der Alzh&iamiheit Gber-

nimmt und so der Pathogeneserbeugt(Dodelet al., 2002 Albuset al., 2018.

Diese Hypothes&onnte bereits durch eine Vielzahl von Studigriermauert werden welche
einenvielversprechendertinfluss von nAbk iauf die Alzheimeassoziierte Pathologido-
kumentieren So zeigte sickum einen, dasdie Phagozytose des oligomeren Peptids durch
primare, murine Mikrogliazellen mithilfe vamAbs! i effektivinduzert werden kann. Wei-
terhin war es moglichiiber den Einsatzon nAbsdie indirekte Neurodegeneration aufgrund
inflammatorischer Einflisseinzuddammen Die direkte Toxizitat der is>-Oligomereschien
hingegen unbeeinflusst zu sewwobei einékonzentrationsabhéngige Unwirksamkeér nAbs
nicht ausgeschlossen werden konnf@oldet al, 2013. Ahnliche Resultate waren gubei

der Untersuchung von nAHs is zu beobachten.
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In vivoExperimente mit dem weitverbreiteten AlzheimBrausmodellTg25760offenbarten
nach Behandlung mit den Autoantikérpegme Reduktion toxischér i-Oligomere sowie eine
verbessete synaptische Plastizitdt samt KognitiMengelet al., 2013. Auch dietoxischen
Eigenschaften voh i auf humaneNeuroblastomzelle&konnten durch die Koinkubation mit

nAbs! i reduziert und die Zellviabilitat gesteigert werdéModelet al, 2017).

Anhandder Ergebnisséieser Studiertasst sich somieine hohe physiologische Relevanz der
nAbs! iflr die AlzheimeiKrankheit in Form eines protektiven Mechanisnaideiten und
zwei entscheidende Schlusaehen Zum einen konntengthologisch veréderte Eigenschaf-
ten dernAbs! s> zu einer Storung des protektive8ystems flhreneine atiologische Bedeu-
tung fur die Erkrankung habemd dadurchals diagnostischer Markéiir die Identifikation
von Patientenherangezogen werdenNVahrend diesbeziglichquantitative Veranderungen
aufgrunddiversergegensatzlicher Studienresultate vermutlich nicht in Frage komifeaien
qualitative StudierzunAbs! 2 bei der AlzheimeKrankheitganzlichund kdnrten dem Be-

darf an verlasslichre frihen Biomarkermachkomnen (Kronimuset al., 2018.

Zum andererkanndie Uber nAbs! ierfolgreichvermittelte Modulation pathologischer Pro-
zessewichtigeErkenntnisse uber die notwendigen Anforderungerearen fir die Alzheimer
Therapiewirksamen Antikdrper liefernObwohlsolcheAnsitze spatestens durch das Schei-
tern von Adeanumab einenherben Rickschlagerlitten haben kann z.B.die Aufdeckung
quantitativer undqualitativer Merkmalevon nAbssowie deren Ubertragunguf therapeuti-
scheAntikorper, neue und vielversprechende Optionendffnen. Dies legerunter anderem
Studiennahe bei denen Patienten mit intravendsen Immunglobulinen (I&djanddt wur-
den. TrotzgroReer Versuchsreihemhne signifikante Resultat@®odelet al, 2013 Relkinet
al., 2019, konnten in einigenFallenveringerte! -Konzentration im Liquor sowie kognitive
Verbesserungen erreicht werdemvelche héchstwahrscheinlich auf den Anteil spezifischer
nAbs! i in den IVIgPraparaten zurtickzufiihren sifDodelet al., 2002 Dodelet al., 2004
Relkinet al., 2009.
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1.4.2 N-Glykosylierungon nAbd k2 Ansatzpunktherapeutischeund diagnostischeStrate-
gierP?

Die im vorigen KapitepropagierteBerlcksichtigungualitativer Merkmale der nAbk iz fir
die Entwicklungheuer therapeutische und diagnostischeAnsatzebei der AlzheimeKrank-
heit rlickt unter anderem dieGlykosylierung der Autoantikbrpan den FokusAls posttrans-
lationale Modifikation (PTM) stelitieseein wichtigesjualitatives MerkmaVon Proteinen und
anderen Biomolekulen dar, welches unter anderem Wérkmechanismus von IgG und somit

mutmaflichder nAbs! iin erheblichem MalRe beeinflussen kann.

Nicht nurallgemein,sondernauch bei IgGinterscheidet marzwischen zwei Arten der Glyko-
sylierung: ©Gund N-GlykosylierungMarshall, 1972Arnoldet al, 2007). Wahrenddie OGly-
kosylierunghauptsachlichin den Zisternen des Golgpparatesiurch die Ubertragung kleine-
rer Oligosaccharide auf Sauerstoffatome der Hydigrxppe von Serin und Threonin erfolgt,
werden NGlykane im ER kovalent an das Staffatom von Asparagin angefiigt und im Gelgi
Apparat prozessiert Der Syntheseprozesan sichweist dabei ebenfalls deutliche Unter-
schiede auf. @slykanehaben ihren Ursprung in detufeinanderfolgende und direkten Ver-
kettungeinzelner Zuckeeste, wohingegen NGlykane zun&chst als Vorlau@ligosaccharide
mit dem membransténdige Isoprenderivat DolichePhosphat und anschlie3end durch das
EnzymOligosaccharyltransferasmit Asparagin verknipft werdefWopereiset al., 2006

Brockhauseret al, 2009 Stanleyet al., 2009 Stanley, 201}l

IgG konnen sowohl -Qals auch MNylykosyliert seinwobei O-GlykaneausschlieR3lichn der
HingeRegim vonIgGSubtyp 3nachzuweisersind. Da es sich hierbei um enelativ junges
Forschungsfeld handelsind nur wenigelnformationenhinsichtlich derfunktionellen Rele-
varz dieser Oligosaccharide existesbdass bislang lediglich eiSehutiunktion vor der pro-
teolytischen [@gradationvermutet wird (Plompet al,, 2015. Demgegenubeexistieren zahl-
reicheStudien, welche sich mit der-GBlykosylierunggon IgGund deren funktioneller Bedeu-
tung auseinandersetzef®\bes and Teillaud, 201%an de Bovenkamet al,, 2019. Hierbeigilt

es,zwischen den beiden Fragmenten Fab unduranterscleiden.
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Die FabFragmente vogG kbnnerinzigan denvariablenDomanenN-Glykane trageywobei
solchein nur ca. 1820% aller Falléatsachlich vorhanden sinbtanleyet al., 2009 van de
Bovenkampet al., 2016. Dartiber hinaus fuhrt i@ variableund fur jeden Antikdrper spezifi-
scheAminosauresquenz diese Domanen zu mannigfaltigen Glykosylierungsstellen, welche
weder zwischen verschiedenen Antikdrpern vergleichbar sind, noch einen allgemeingultigen
Ruckschluss awferen physiologische Bedeutung zulassen.kennte die Anwesenheit von
N-Glykan@& am FabFragnent mit erh6hten, unverandertepaber auch verringerten Affinita-

ten zum Antigen in Verbindung gebraciN-Acetylglucosaminierungverden (van de

Bovenkamget al., 2018.

Demgegenibeenthaltendie FeFragmene aller IgG eineinzige unchochkonservierte Gly-
kosylierungsstelle arAsparagir297 (Asn297) Die hier angefligten Glykameeisen eine kom-
plexe, biantennare Struktur auf urgktzen sich aus einekonstantenKernzusammenwel-

cher stets aus sieben Zuckerresten besteht ungatzlich weitereZuckerrestetragen kann
(Abb. 16, A-C) Wahrenddie Kerrstruktur drei Mannosen (Man) und vier-Ncetylglucosa-
mine (GlcNAcumfasst handelt es sich bei den potentiell additionalen Zuckern um Fucose
(Fuc),GIcNAcGalaktose (Gal) und/odetie SialinsauréN-Acetylneuraminsaure (Neusp Da

das potentiell zusatzlich angefiigte GIcNAc die beiden Antennen des Glykans seperiert,
zeichnet man dieseauchalsa 6 A 8 SOGAY I a 6 Sy It A & GHCNAEADES K | f
and Teillaud, 2013;,(Kronimuset al., 2019. Im Vergleich zum Falweisen die F¢ragmene in

der Regel Glykane kleinerer Strukturemt einem deutlich geringerenteil von Gal und

Neu5Ac aufBondtet al., 2014.
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Abbildung 1.6. IgG Glykosylierung. Bie aus zwei identisch leichten (CL und VL) und schweren KetterB(CH1
und VH) bestehendelgGMolekiile lassen sich funktionell awei Fab undein FcFragmenfe) unterteilen. Am
FcFragmentaller 1gG finden sich an paragin297 hochkonservierte Nzlykosylierungsstelfewieder. B. Diese
N-Glykane bestehen aus einem Keonvier NAcetylglucosaminen (GIcNAc) und drei Mannosen (Man), welcher
mit den ZuckernFucose (Fuc), -HNcetylglucosamin @&IcNAc), Galaktose (Galhd N-Acetyneuraminsaure
(Neu5Ac) zusétzlickrweitert seinkann. Alle Zucker sind tber 2 R S-jlykdsidische Bindungen miteinander
verknlpft.C.Schematische Darstellung der Glykafeonimuset al., 2019

Die Zusammensetzunder IgGFc NGlykaneist mitentscheidenddartber, ob und inwiefern
die Bindungn an bestimmte Interaktionspartner beeinflusst und daduEdfektorfunktionen
unterschiedlich stark ausgeloserden(Abb. 17). Sokannzum einerdie Prasenz von Funait
einerbis zu 10-fachreduziertenlgG! ¥ F A y A (i aufiMakraizha@e® uniikrogliazellen
verknupft werdenDer FeRIllist dabeiaufgrund gestorter Glykalykaninteraktion mit IgG
am starksten betroffen.In Folge dessesind proinflammatorischéProzessge darunter die
ADCC und ADCRerabreguliert, sodass Faatiinflammatoriche Effektezugesprochen wer-
den(Shieldset al,, 2002 Niwaet al., 2005 Ferraraet al., 2011 Chunget al,, 2012.

Eire kontrarere Wirkung scheintdurch die zuséatzlichéddition von bGIcNAcausgelost zu
werden. DieN-Acetylglucosaminierung von IgG F&GINkanen fihrt unter anderem zu einer
erhéhten Bindung arr¢ RIIl wobei indirekte Ursachrenicht auszuschlie3en sindaBbio-
chronologisch friher erfolgendénfiigen von MAcetylglucosamin hemmt aufgrund sterischer
Hinderungen dieAktivitat der flr die Fucosylierung zustandigen Fucosyltransferssgass
der Effekt sowohidurch die Abwesenheit von Fuals auch durch die Anwesenheit von
b-GlcNAdedingt seirkdnnte (Davieset al, 2001 Ferraraet al., 2006 Zouet al., 2011J).
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Die Additionvon NeuS5Awermittelt wie Fuc eine rtiinflammatorischewirkungvon IgG Fur

diese ist neben einer verringertenT FA Y A G NG 1 deer@utlivhéif ieffekeSBffektC O w
von entscheidender Bedeutun§ialylierte Fc MGlykane sollen demnach die Affinitat von 1gG
zuDGSIGNerhéhen unceine Interleukin33- und Interlekin-4-vermittelte Signalkaskade aus-

lbsen, an deren Ende die hochregulieEgpression voit O w L L(Baneka@tSK #0086
Anthonyet al,, 2012. Diesdy KA 0 A 1 2 NA A OKSYy CO'w gAN] SY 66ASRSI
zessendurch Erhohung deSchwellenweres der Akivierung von Immunzellen entgegen

(Nimmerjahn and Ravetch, 2007

Die FolgerzusatzlicheGalwerdenbis heute kontrovers diskutiert. Zum einen ist die Galakto-
sylierungvon Fc NGlykanemmit einer gesteigertenlgGAffinitat an das initiale Komplement-
protein C1q unddadurchmit proinflammatorischerEffektenassoziiert zum anderen aber
auch mit einer veingerten Bindung an das Mannebendende Lektin als alternatives Kom-
plementprotein undfolglichmit antiinflammatorischen Prozess€Nimmerjahnet al., 2007
Bandaet al., 2008 Houdeet al., 201Q Peschkeet al,, 2017. Grundsélichwird jedoch eine
antiinflammatorischeWirkungnahegelegt da viele Autoimmunerkrankungen mit einem ver-

ringerten Galaktosylierungsstatenhergehen(Pilkingtonet al., 1995.
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Abbildung 17. Funktionelle Bedeutung derFc N-Glykosylierungvon IgG. Die mdgliche Addition von Fuc,
b-GIcNAc, Gal oder Neu5S#&erursacht veranderte Affinitdten von IgG zu seinen Effektorstrukturen und damit
verstarkte oder abgeschwéachte immunologische Prozesse. Dazu gehdren die Antiddiingagige zellvermit-
telte Phagozytose (englisch: antibedgpendent cellular phagocytosisD&P), diédntikorperabhangige zellver-
mittelte Zytotoxizitat (englisch: antibodgependent celimediated cytotoxicity, ADCC), die Komplemahhan-
gige Zytotoxizitat (englisch: compleme¢pendent cytotoxicity, CDC) sowie die Modulation antiinflammatori-
scher Reaktionen(Kronimuset al., 2019

Es istdurch de ausfihrlich erlauterten und von der Zusammensetzung ihr&lane ab-
hangigen funktionellen Eigenschaften der IgG zu begringdeshalbdie zu Beginn des Kapi-
tels vorgeschlagen®eriicksichtigungler Glykosylierungon nAbs! s> im Rahmen der Alz-
heimerKrankheitSinnergibt. Unter der Voraussetzung, dadsGlykane denAbs einen ahnli-
chen oder gar identischen Einflusgbenwie die derlgG,kann deren Veranderungufgrund
der damit einhergehenden, gestérten physiologischen und protektiven FunktioAwtean-
tikdrper, zu pathologische und krankheitsférdernde oder gar atiologischeProzessen fih-
ren. Die AufdeckungsolcherVariationenbirgt somit ein hohes diagnostisches Potential zum

Screening vo\lzheimerPatienten.
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Pathologisch veranderte Glykosylieagsmuster im Zuge vor allem autoimmuner Erkrankun-

gen rechtfertigen diesen Ansatz zusatzlitbmanaet al,, 1988 Deckeret al.,, 2019.

Daruber hinaukanndie Charakterisierung de¢-GlykosylierungsmustesonnAbs! iz ent-
scheidende Erkenntrse Giber deren Wirkspektrum undveiteren Eigenschafterdiefern. Da
bereitsdie physiologische Relevaner Autoantikdrperfur die AlzheimeiKrankheitin diver-

sen Studien vorgebrachturde, konnten diese Informationen essentielleVoraussetzungn

der Glykosylierungffektiver und vertragliche Antikdrper fur die AlzheimeTherapieoffen-
barenund alsBlaupause fur deren EntwickluMgrwendung findenDieser Ansatz erfahrt vor
allem deshalb gré3ere Bedeutung, dia Glykosylierung von Ig&és PTM artspezifisch iBER
und GolgiApparat stattfindet Daherist es nicht verwunderlich, dass das Glykosylierungsmus-
ter der typischerweise als Expressionssystimrekombinante therapeutischeAntikérper
genutzten Zellsysteme, darunter chinesischéamstepvarien (englisch: Chinese Hamster
Ovary, CHO) odémumane, embryonal@&liererezellen (Human Embryonic Kidney, HEK), erheb-
liche Unterschiede zu dem des Menschen aufw@arth and Grewal, 2008Bohmet al,
2015 Reusch and Tejada, 2015

1.5 Zielsetzung

Das ubergeordnete Ziel deorliegenden Promotionsheit stellt die Untersuchungeinerphy-
siologischerund diagnostischeRelevanz deN-Glykosylierung vonAbs! is>bei derAlzhei-
mer-Krankheit und derzugrundeliegenden PAbmechanismerdar. Hierfur ist zunachstbe-
absichtigt,das NGlykosylierungsmuster der nAbsis; zu analysieen und mit dem von her-
kommlichen Ig&uvergkichen Im Zuge dessen soll aul3erdgreklart werden, ob MGlykane
dernAbs! ip2einen entscheidendefunktionellen Einflussnnehabenund die der Alzheimer
Krankheit zugrundeliegendguathologischen Prozesseodulierenkdnnen.Die daraus her-
vorgehenden Erkenntniss@nntenneue, entscheidende Optiondiir die Entwicklung thera-
peutischer Strategien auf B von Antikdrperaufzeigenin einem zweiterTeilsollanschlie-
Renddie Uberprufung desliagnostischa Nutzers der Fc NGlykosylierung denAbs! i er-
folgen Zu diesem Zwecwerdendie Glykosylierungsmustester Autoantikdrpervon Alzhei-
mer-Patientenund Kontrollprobanden analysiernd miteinander verglicherum potentielle

Unterschiede als Grundlage kunftiger Biomarker identifizieren zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 21. Verwendete Chemikalien sanitiersteller/Lieferant.

Material und Methoden

1-Ethyt3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
2-Propanol
6-Aza2-thiothymine
Acetonitril

Ammoniumcitrat
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumperoxodisulfat
Argon

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R 250
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
DL:Dithiothreitol

Essigsaure

Ethanol

Ethanolamin(1 M, pH 8,5)
Ethylendiamintetraessigsaure
Glycin

HEPESL M)
Hexafluorisopropanol
lodacetamid

lodomethan

Kaliumchlorid
Kaliumbiphosphat
Kohlenstoffdioxid

GE Healthcare
Carl Roth

Alfa Aesar
CarlRoth
Sigma Aldrich
CarlRoth
CarlRoth
AirLiquid
CarlRoth
Serva Electrophoresis
AppliChem
CarlRoth
Sigma Aldrich
Acros Organics
CarlRoth

GE Healthcare
CarlRoth
CarlRoth
PANBiIotech
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
CarlRoth
CarlRoth
AirLiquid
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L-CysteinHydrochlorid
L-Glutamin(200mM)
Maltoheptaose
Methanol
Natriumazid
Natriumacetat
Natriumbikarbonat
Natriumbiphosphat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
N-Hydroxysuccinimid
Phosphorsaure
PolyD-Lysin
Propidiumiodid
Reinstwasser
Salzsaure37%
Schwefelsaure
TEMED

Thioflavin T
Trifluoressigsaure
TRIS

Tween20

Wasser (analyserejRRotipurar)

Wasser (ultrareinRotisolv)

Material und Methoden

ThermoFisher
PANBiotech
Sigma Aldrich
CarlRoth
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
CarlRoth
CarlRoth
CarlRoth
CarlRoth
Riedelde Haén
GE Healthcare
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
AufbereitungReinstwasseranlage
CarlRoth
CarlRoth
CarlRoth
Sigma Aldrich
ThermoFisher
CarlRoth
AppliChem
CarlRoth
CarlRoth
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2.1.2Polypeptideund Organismen

Material und Methoden

Tabelle2.2. Verwendete Peptide, Proteine, Antikdrper und Enzyme samt Hersteller/Lieferant.

BetaAmyloid 142

BetaAmyloid 142, N-Terminal Cystein konjugiert

BetaAmyloid 242, NTerminalFITCkonjugiert
C1q Protein

Concanavali#®, HRFonjugiert

DGSIGN

C GRezeptor, lIb, llla

Goat Anti human IgG (H&L)

Goat Anti human IgG (H&L) F(aByagment,
Biotin konjugiert

Goat Anti human IgG (H&IHRP konjugiert
Goat Anti mouse IgG (H&L), HRP konjugiert
ldeZProtease

Mouse Anti BeteAmyloid 6E10
PeptideN-Glycosidase F

Sheep Anti C1q, HRP konjugiert

Bachem

Peptide Specialty Laboratories
Bachem

Abcam

Sigma Aldrich

R&D Systems

R&D Systems

Calbiochem
Jackson ImmunoResearch

Calbiochem
Calbiochem
Promega

Covance
NewEngland Biolabs

Abcam
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2.1.3Labormaterialien

Material und Methoden

Tabelle 23. Verwendete Labormaterialiensamt Hersteller/Lieferant.

2,4-Dihydroxybenzoesaure

0 Z 0 -TEtm@mgthylbenzidin

4x LDS Ladepuffénicht reduzierend)
7,5 ml ZGel SMonovetten
C18 Spitzen, Pierce
CellTiterGlo 2.0

5dz 6 SO002Qa
(4,59/l Glucose3,7 g/l Natriumbikarbonat)

fetales Rinderserum

Glasflaschen (5€ 100¢ 250¢ 500¢ 1.000¢ 2.000ml)

Glasphiolen 1,4nl Micro-V
+ 9mm PPRSchraubgewindekappen

Immunglobulin G Lésung Octagarfos
LowBindingReaktionsgefalle (0451,5¢ 2 ml)
Melon Gel Purification Kit

Mikrotiterplatten, 96-BlackWell

Mikrotiterplatten, 96U-Well High Binding Polystyren

PeptidStandard
pH Streifen pH Fix

Phosphatgepufferte Salzlésung, steril
(ohne Calcium, ohne Magnesium)

Pipettenspitzen
Polystyrol Disposable Plastic Columns, Pierce
Probenréhrchen Durchflusszytometriend

Reagenzglas I8l Schraubverschluss mit Deckel
+ PTFE/SilikoBepten 18nm Gewinde

Reaktionsgefalie (061,5¢2¢ 15¢ 30ml)
Rinderserumalbumin
Rotiblock 10x

Rotiload 4x reduzierender Ladepuffer

a2RATASR 91!

Bruker Daltonics
Merck

Life Technologies
Sarstedt
ThermoFisher

Promega
PANBiIotech

PANBiotech
Schott

ThermoFisher

Octapharma
Sarstedt
ThermoFisher
Greiner

Thermo Fisher
Bruker Daltonics

Carl Roth
PANBiotech

ThermoFisher
ThermoFisher
Sarstedt

Kobe
Wicom

Sarstedt

Serva Electrophoresis

Carl Roth
Carl Roth



Rotiphorese 10x SEFAGE

Rotiphorese Ge30 (Acrylamid/Bisacrylamid)
SeeBlue Plus 2 Prestained Protegiter
Serologische Pipetten 25 ¢ 10¢ 25ml)
SterilFilter Rapid Flow Bottle Top Filter
StreptavidiRHRP

Trypsin 0,2%6/EDTA 0,561M

UltraLink lodacetyl Resin, 530

Vivaspin Zentrifugalfilter
Zellkulturflaschen (T25, T75)
Zellkulturplatten (24well, 96Well)
Zytokin ELISA Kits¢ll TNE, -1 )

Material und Methoden

Carl Roth

Carl Roth

Life Technologies
Sarstedt
Thermo Fisher
R&D Systems
PANBIotech
Thermo Fisher
Sarstedt
Sarstedt
Greiner

Thermo Fisher

2.1.4 Gerate

Tabelle 24. Verwendete Gerate samt Hersteller/Lieferant.

Eismaschin®F0244A
Durchflusszytometer Cytoflex S
Durchlichtmikroskogeclipse TS100
Feinwaage

Gefrierschranke-20 °C,-80°C)
Gefriertrockner Alpha-4
Gelkammer und Halterung
Heizblock PG
Horizontalschuttler Unimax 1010
Inkubator C 150

Kuhlschranke

Magnetrihrer MR HebStandard

MassenspektrometeUltraflex | und Il TOF/TOF

+ Anchor Chip MALDI target

Manitowoc
Beckman Coulter
Nikon
Sartorius
Sanyo

Martin Christ
BioRad
Grantbio
Heidolph
Binder
BoschLiebherr
Heidolph

Bruker Daltonics

Mikrotiterplatten-WaschautomaAmersham Biotrak | GE Healthcare

Seite |32



Minizentrifuge MyFuge
Neubauer Zahlkammer, verbessert

pH Meter Inlab Routine Pro

Pipetten (EinkanalReference und Research Plus

(2,5¢ 10¢ 20¢ 100¢ 200¢ 1.000 pl)
Pipettierhelfer Accujet Pro
Plattenleser Tecan Infinite M200
PowerSupply Power Pac Basic
Reagenzglasschuttler Reax
Reinstwasseranlageasypure Il
Spektrophotometer Nanodrop NDOOO

Surface PlasmoneRonanceProtein
Interaktionssystem Biacore T200
+Series S Sensor Chip CM5

Sterilwerkbank HERA safe KS 12
Thermoschittler MKR3
Tischzentrifuge Biofuge Stratos
Tischzentrifuge Centrifuge 5402
Uberkopfschuttler PTHRO
Ultraschallbad Sonorex
Vakuumpumpe ME 4C NT
Vakuumzentrifuge Jouan RC1010
Warmeschrank Function Line B6

WasserbadVB-10

Material und Methoden

Benchmark Scientific
Brand
Mettler Toledo

Eppendorf

Brand

Tecan Deutschland

BioRad

Heidolph

Werner Reinstwassersysteme

Peglab

GE Healthcare

ThermoFisher

HLC Biotech
Heraeus

Eppendorf

Grantbio

Brandelin Electronic
Vacuubrand
ThermoFisher
Heraeus

Labortechnik Medingen
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2.1.5 Software

Tabelle 25. Verwendete Software samEntwickler.

Material und Methoden

Biacore T200 Control Software 2.0.2
Biacore T20&valuation Software 2.0
CytExpert 2.1

Excel 2013

FlexAnalysis 3.4

FlexControl 3.4

Flowing Software 2.5.1

lllustrator CS3

JMP

MagellanTM 64

ND-1000 3.5.2

Origin Pro 9.6

Photoshop CS3

SPSS Statistics 22.0.0.0

Word 2013

GE Healthcare

GE Healthcare
Beckman Coulter
Microsoft

Bruker Daltonics
Bruker Daltonics
Turku Centre for Biotechnology
Adobe

SASnstitut

Tecan

Thermo Scientific
OriginLab Corporation
Adobe

International Business Machine
Corporation

Microsoft

2.2 Patienten

Fur eine explorativ@atientenstudie wurden 20 Alzheim@atienten und 20 altersangepasste
Kontrollprobanden in der Klinik fir Neurologie am Universitatsklinikum Marltigkvotum:
Aktenzeichen 173/15) sowie in der Klinik fir Neurologie am Universitatsklinikum gssen
operdionspartner Prof. Dr. med. Dirk Hermarmd im GeriatrieZentrum Haus Bergder
Universitat Duisburgssen Ethikvotum: Aktenzeichen 1-7450BO) rekrutiert. Hierfur er-
folgte zunachst eine Vorauswahl potentieller Studienteilnehmer hinsichtlich spezifisathe
und AusschlusskriterieMéb.2.6; Kapitel 72).
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Material und Methoden

Nach Aufklarung der Patienten durch einen approbierten Arzt sowie schriftlicher Einverstand-
niserklarung zur Teilnahme an der Studie durch den Patienten oder gesetzlich bestellten Be-
treuer, erfolgte eine Venenpunktiorsamtvenéser Bluthnahmevon ca. 15nlin 7,5ml ZGel
SMonovetten(Sarstedt) Noch am selben Tag wurden die Blutproben b@d8g und 4 °C flur

10 min zentrifugiert(Biofuge StratosHeraeus)sodass der Serumuberstand in L-Bwmding
ReaktionsgefaR€sarstedt)liberfiihrt und pseudonymisiert beB0 °C(Sanyopelagert werden

konnte.

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und von

den zustandigen Ethikkommissionen genehni@bodyearet al., 2007%).

Tabelle2.6. Ein und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der StudBeriicksichtigt wurden Alter, Punktzahl
bei der kognitiven Testung miteMini-Mental-StatusTest(MMST), Diagnosekriterien sowie immunologische
Faktoren. * (McKhannret al,, 1989

AlzheimerPatienten Kontrollprobanden

Alterx55

Einschluss  pnkie MiniMental-StatusTest<25 Punkte MiniMental-StatusTestk25

kriterien _ o _ _
diagnostizierteAlzheimerKrankheit

nach NINCDBRDA

Andere Ursachen der Demenz  Diagnostizierte Alzheiméfrankheit
Ausschluss Passive Impfung in den letzten 4 Monaten
kriterien Behandlung mit Immunglobulinen in den letztenaten

Erkrankung des blutbildenden Systems (z.B. Leukamie)
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2.3 Proteinbiochemisch®ethoden

2.31 Aufreinigung von nABs s,
2.3.1.1 Aufbau der Affinitatssaulen

Eine am LueAusgang verschlossene Polystysdlule(Thermo Fisheryvurde zun&chst mit
Natriumchlorid (1M, NaC] Carl Roth beflllt und anschlieRend méiner PolyethylerFilter-
scheibe besetzt. Nach Abtropfen von NaCl wurde der Saules@% UltraLinklodacetyl Mat-

rix (Thermo Fisherzugegeben, wodurch sich nach einiger Zeit einl Lelbett absetzte. An-
schlieRend erfolgte das Waschen und Aquilibrierea Gelbetts mit Kopplungspuffer (&M
TRISCarl Roth} 5mM Ethylendiaminetraessigsaur¢EDTApH 8,5, Carl Rot)). Im selbigen
wurde 1mg NTerminal mit Cysteid S | 2 LILISA (BePtiEle Spécialty Laboratorjesu
500 ug/ml gelost und der Matrix zugetpen. Nach 18nin Uberkopfschiittel{PTR60, Grant
bio)und 30min aufrechter Inkubation békaumtemperaturiRT) wurde erneut mit Kopplungs-
puffer gewaschen, ehe freie Bindestellen mithilfe eines Sattigungspuffersb0-Cystein
Hydrochlorid ThermoFishe) nach weiteren 1%nin Uberkopfschitteln und 3tin aufrechter
Inkubation bei RT blockiert wurden. Das Abtropfen des Sattigungspuffers sowie mehrfaches
Waschen mit NaCl (¥) und phosphatgepufferter Salzlésung (englisch: phosphate buffered
saline,PBS Zusammensetzundgi40mM NacCl +2,7mM Kaliumchlorid(Carl Roth}+ 10 mM
DinatriumhydrogenphosphdiCarl Rothy 18 mM Kaliumbiphosphaf{Carl Roth)stellten die

letzten Schritte vor der erstmaligen Benutzung der Affinitatssaule dar.

2.3.1.2 Affinitatshromatographie

Die Aufreinigung von nAHs iz erfolgte ausgehend von Senproben humaner Einzelspen-
der bzw. intravendsen Immunglobulinen GMlg Octapharma als ursprtinglich therapeuti-
sches PraparatUnter Zuhilfenahme des Melon Gel Purification Kiisermo Fisherund sei-
ner Anwendung gemaRerstellerangaben wurde die Ig&aktion aus den Serumproben ge-
wonnen. Anschlieend erfolgte die nAbss, Aufreinigung, welche fir IVIg auf identische
Weise durchgefuhnivurde (Abb. 21).
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Material und Methoden

Die hergestellten Affinitassdulenwurden zunachst mit 3thl PBS gewaschen und anschlie-
Rend mit 10ml Melon Gel aufgereinigtem 1gG oder IVIg befiillt. Nach Uberkopfschiitbein
Nacht (1.N) bei 4°C(Bosch/Liebherrgrfolgte die Entfernung ungebundener Immunglobuline
durch Waschen mit 3t PBS und 2l Natriumphosphatpuffer (1&hM, Zusammensetzung
5,8mM Natriumbiphospha{Carl Roth} 9,2mM DinatriumhydrogenphosphatpH6,8). Die

9 f dzii A>Bebundlener und sorhspezifischer Immunglobuline resultierte nach Zugabe von
10ml Glycinpuffer (100nM, pH2,8, Carl Roth Diese nAb$ i Fraktion wurde in LovBin-
ding-ReaktionsgefalReaufgefangen. Das Waschen der Sdule minl®latriumphosphatpuf-
fer (10mM, pH6,8), 10ml PBS, 1nl NaCl (M) und nochmals 2énl PBS ermdglichte die
erneute Verwendung der S&ule, wobei maximal 30 Durchlaufe pro Séaule ohne messbaren
Qualitatsverlust toleriert wurden. Die Lagerung von mehr all 48ne Benutzung wurde bei

4 °C nach einem Wahschritt mit PB$0,05% NatriumazidSigma Aldrichyollzogen.

A B

%
AB
4

4
'{L 4
r

Abbildung2.1. Aufreinigungvon IgGund nAbs! is. A.lgG aus Serumproben von Einzelspendern wurde affini-
tatschromatographisch in einer Saule mithilfe des Melon Gel Purification Kits aufgereinigt. Bieakgién be-
fand sich im Durchfluss, wahrend die restlichen Bestandteile des Serums in der Matrix argehaben.B.
Ausgehend von dieser Ig&aktion oder 1VIg wurden anschlieBend in einer zweiten Affinitatssaulereaktive
Immunglobuline isoliert. Hierfiir wurde Cysteionjugiertes! is2an eine Tragermatrix gekoppekpdass sich
spezifische nAbk iz in der Saule und unspezifische Immunglobuline im DurchBetanden.(Eigene Darstel-

lung)
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Material und Methoden

2.3.1.3 Umpuffern/Entsalzen und Ankonzentrieren von #Aks

Die eluierten nAbs$ i;>wurden mittels TRIS (8, pH9,0) zunachst peutralisiert (pH Fix,
Carl Roth) AnschlieRend konnten die aus IVIg isolierten nRAls mehrerer Saulenlaufe ge-
poolt und in Vivaspin Zentrifugalfiltern (Cotf: 50.000MWCQ Sarsted) bei 8000g und 4°C

in PBYPANBIotech)umgepuffert und ankonzentriert werden.u& Einzelspendern gewon-
nene nAbd i»» wurden hingegen separat in Vivaspin Zentrifugalfiltern {&ftit
50.000MWCO) bei ®00g und 4°C mitReinstwasser (D) entsalzt und anschliel3end ge-
friergetrocknet(Alpha 14, Martin Christ)Die Lagerung derAbsAl s erfolgte stets be-20°C
(Sanyo)

2.32 Deglykosylierung von nAbs,

Die Entfernung der Xslykane wurde mithilfe des EnzymsptidN-Glycosidase FPRGase,

New England Biolapsrreicht. Hierfir wurden 4@nitsPNGase F pro igG in PB&8ngesetzt

und fur 24h in einem Warmeschranfunction Line B6, Heraeusgi 37°C inkubiertAnschlie-

Bend erfolgte die Trennung der Antikérper vom Enzym und den abgespaltenen Glykanen mit-
hilfe der Vivaspin Zentrifugalfilter (Gaff: 2100.000MWCQ Sarstet) bei 8000g und 4°C. Die

deglykosylierten Immunglobulingurden bei-20 °C gelagert.

2.3 3 Quantitative Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Immunglobulinen, Proteinen und Peptiden erfolgte
mithilfe des Spektralphotometers NanodrdgD-1000 (Peqglab)bei einer Wellenlange von
280nm. Hierfir wurde je 1l Probe in Dreifachbestimmung und unter Beriicksichtigung des

jeweiligen Losungsmittels als Blank vermessen.
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2.34 Herstellungd 2 Y »-Mdnomeren undOligomeren

Rekombinantes$ is>(Bachem)wurde gefrergetrocknet geliefert und beR0°C gelagert. Vor
Verwendung des Peptids erfolgte zunachst das Losen des Lyophilisats in Hesagftopanol
(Sigma Aldrich) zurhg/ml in einem LowBindingReaktionsgefaNach einer Inkubation von

30 min bei RT wurde die Peptidlésung entsprechend der spateren Verbrauchsmengen aliquo-
tiert und die Ansétze fur 1&in in einem Ultraschallba(Sonorex, Brandelin El@onhics)so-
nifiziert. Die nachfolgende Evaporation von Hexaflsmpropanolin einerVakuumzentrifuge
(Jouan RC1010, Thermo Fishsgllite den letzten Vorbereitungsschritt dar, sodass der nun

entstandene! is>-Peptidfilmbei-80 °C gelagert werden konnte.

Fir die Verwendung von monomeremisz wurde der Peptidfilm in 86Dimethylsulfoxid
(DMSQ AppliChenp aufgenommengrindlichgevortext und anschlieend mit 965PBS ver-
setzt. Die Lagerung von fertig angesetztem, monometemy erfolgte fir maximal 120
bei-80°C. Dabeivurde anhand einer angemesseng@fiquotierung das mehrfache Auind

Abtauenvermieden

Die Herstellung von aggregiertem, oligomerén, erfolgte zunéchst auf identische Weise.
Nach der Aufnahme in ®DMSO + 9%PBS wurde der Ansatz jedoch in einem Warme-
schrank bei 37C und 5(RPM(Unimax 1010, Heidolptijir 24 h inkubiert.Die so hergestellten

I i4>-Oligomere wurden ebenfalls angemessenen aligground fir maximal 120 bei-80°C

gelagert.

NebenWildtyp! i»>wurde auch rekombinantes;luoresceinisothiocyandEIT¢konjugiertes

I is2(Bachemyerwendet und auf identische ¥ike behandelt.
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2.35 Enzymdinkedimmunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Analyse deBindung von Immunglobulinen an Interaktionspartri@nden wohl in-

direkte als auctsandwickhELISA/erfahrenAnwendung (Abb. 2).

H,50, HyS0, H,50, H,50,

A N B 7Y C Y D B\

@ [ @] )] [ ] O Q@ [ O Q [ ] @]

®c ®g ©Oo ©g 6 Og @ g Og oo g O
N4 7 N4 N/,

FPES

Abbildung 2.2. AngewandteELISA/erfahren.Die Bindung verschiedenégmmunglobuline (blau) an Interakti-
onspartner (gelb) wurde mithilfe von biotinylierten (schwarzes Quadrat), Meerrettichperoxidgdin, engl.
horseradish peroxidase (HRP)) oder unkonjugierten Detektmter CaptureAntikorpern (orange)HRPkonju-
giertemStreptavidin (schwarzer Kreis) oder Interaktionspartner sowie der Zugabe Yoo -TEtmmathylben-
zidin, welches durch Redoxreaktionen in eine blaue und nach Zugabe von Schwefels&@g ifHeinegelbe
Lésung umschlagt, untersucti. Indirektes ELISXerfahren zur Untersuchung der Bindung von Immunglobuli-
nen anl s, B.Indirektes ELISXerfahren zur Untersuchung der Bindung von Immunglobulinen an verschiedene
Rezeptoren. Hierbei wurde auf einéifab)-Fragment Detektionsantikorper zurtuckgegriffen, um unspezifische
Bindungen des Heragments an die Rezeptoren zu vermeidérsandwickhELISA zur Untersuchung der Bindung
von Immunglobulinen an das initiale Komplementprotein ®kw. zur Untersuchungder Konzentration be-
stimmter Zytokine im Zelluberstan®. ELISA zur Untersuchung der Bindung von Immunglobulinen an das Lektin
ConcanavalifA. (Eigene Darstellung)

H®Po OpBINCSA! |

Die Wells von 9&Vell Mikrotiterplatten(Thermo Fisher) wurden mitigg/ml! i;>-Monome-

ren oder-Oligomeren in je 5@ PBS beschichtet. Nach einer Inkubation vori2&i 4°C er-
folgte ein Blockschritt zur Absattigung unspezifischer Bindestellen. Hierfir wurden pro Well
180pl Blocklosung (1x Rblock (Carl Rothy 0,1% Tweer20 (AppliChem) fur weitere 24h

bei 4°Czugegeben.
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Am Folgetagconntenverschiedene Antikdrperproben (IVIg, nAbs. (de)glykosyliert) in ei-
ner Konzentrationsreiheausgehend vio 4 ug/ml, mit 50 ul pro Welleingesetzt werden. Nach
1 h Inkubation bei RT und 100 RPM erfolgte die Zugabe des Detektionsantikgoat\(ti
human IgG (H&L), Meerrettichperoxidase (HRP) konjygiePt000 in BlockldsungCalbio-
chem) mit einem Volumen von 5@ pro Wellfir erneut1 h bei RT und 100 RPMnschlie-
Rend wurde der Assay mit 30 pro Wello Z o -TEtmXgihylbenzidifTMB Merck entwi-
ckelt und nach 2@nin Inkubation bei RT und 16BPM mit 3% SchwefelsauréCarl Rothje-
stoppt. Der resultierende Farbumschlagin MalR¥fir die gebundene Menge Analytvurde
mithilfe eines Plattenleser@nfinite M200, Teca)bei 480nm als optische Dichte (OD) gemes-

sen.

Nach jedem Inkubationsschrjttis einschlie3lich der Zugabe von TMBrden die Wellgirei
Mal mithilfe eines Mikrotierplatten-Waschautomat§Amersham Biotrak ,IIGE Healthcare)
gewaschen (PBS + 0@ Tweer20). Fir jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung

der unterschiedlichen Versuchsansatze stets in Doppelbestimmung.

2.3.5.2 Rezeptor ELISA

Die Wells von 98Vell Mikrotiterplatten wurden mi2 pg/mlCOL v CO!' wLLO6 2RSNJ C
3 ug/ml DCSIGN(alle R&D System#) je 50ul PBS beschichtet. Nach einer Inkubation von

24 h bei 4°C erfolgte ein Blockschritt zur Absattigung unspezifiscmeteBtellen. Hierfur wur-
denproWell18&k f . £ 201t | adzy 3 06 @Owesr?0; MEIGM 205 Riadér2 O b
serumalbumin(Serva Electrophoresis) 0,1% Tweer20) fur 1h bei 37°Czugegeben An-

schlieRend konnten verschiedene Antikdrperproben (IVAdQsA a2 (de)glykosyliert) in einer
Konzentrationsreihe, ausgehend vory& k Yt o0 @ @€ @'wlyL 6 dzy R CO* w
40 ug/ml (DCSIGN), mit 5@ pro Well eingesetzt werden. Nadhh Inkubation bei RT und

100RPM erfolgte die Zugabe des Detektiam#edrpers Goat Anti human IgG (H&L) F(ab)
FragmenitBiotin, 1:20.000n entsprechendeBlockldsungJackson ImmunoReseajahit ei-

nem Volumen von 50l pro Well fir erneutl h bei RT und 108@PM Anschlie3end wurde der

Assay mife 50 ul pro Well StreptaidinHRRR&D Systemspwie TMB fir jeweils 2@in bei

RT und 10(RPM entwickelt und schliel3lich miesSchwefelsaure gestoppt.
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Der resultierende Farbumschlagin Mal3 fur die gebundene Menge Analyturde mithilfe

eines Plattenlesers bdB0nm als Oemessen.

Nach jedem Inkubationsschrithis einschliel3lich der Zugabe von TMBrden die Wellgirei
Mal mithilfe eines MikrotiterplattenWaschautomats gewaschen (PBS + @@0%weer20).
Fur jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchdegunterschiedlichen Versuchsansatze

stets in Doppelbestimmung.

2.3.5.3 Clq ELISA

Die Wells von 98Vell Mikrotiterplatten wurden mitverschiedena Antikorperproben (1Vig,
nAbs! I (de)glykosyliert) in einer Konzentrationsreihe, ausgehend 4pg/ml in je 50 ul
PBSbeschichtet. Nach einer Inkubation von Rdei 4°C erfolgte ein Blockschritt zur Abséat-
tigung unspezifischer Bindestellen. Hierfir wurden pro Well di8@locklosung (1Ro-
tiblock+0,1%Tween20) fur 1h bei 37°CzugegebenAnschlieRenddnnten je4 ug/ml Clg
Protein (Abcam)pro Well eingesetzt werderNachl1 h Inkubation bei RT und 10RPM er-
folgte die Zugabe des DetektionsantikorpeshéepAnti C1q, HRP konjugiert, D®inBlock-
|I6sung Abcam mit einem Volumen von 50 pro Well fur erneutl h bei RT und 10&PM.
Anschliel3end wurde der Assay mitj@ioro Well TMB entwickelt und nach &tin Inkubation
bei RT und 10B8PM mit 20Schwefelsdure gestoppber resultierende Farbumschlaggin
Maflfur die gebundene Menge Analytvurde mithilfe eines Plattenlesers b&80nm als OD

gemessen.

Nach jedem Inkubationsschrithis einschliel3lich der Zugabe von TMBrden die Wellgirei
Mal mithilfe eines MikrotiterplatteaWaschautomats gewaschen (PB&05%Tween20).
Fur jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansatze

stets in Doppelbestimmung.
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2.3.54 ConcanavakhA ELISA

Die Wells von 98Vell Mikrotiterplatten wurden mit4 ug/ml CaptureAntikorper GoatAnti
human IgG (H&L)Calbiochemin 50ul PBS beschichtet. Nach einer Inkubation vorh 23ki

4 °C erfolgte ein Blockschritt zur Abséttigung unspezifischer Bindestellen. Hierfir wurden pro
Well 180ul Blocklosung (1Rotiblock+ 0,1 % Tween20) fur 1h bei 37°CzugegebenAm Fol-
getagkonntenverschiedene Antikorperproben (IVIg, nAbs, (de)glykosyliert) mit 4ug/mi

in 50pl Blockpuffer pro Weleingesetzt werden. Nach h Inkubation bei RT und 1(RPM
erfolgte die Zugabgon HRP konjugiertem CecanavalirA (ConA Sigma Aldrichn einer Kon-
zentrationsreihe, ausgehend vdg pg/mlmit einem Volumen voyje 50 ul pro Wellfir erneut

1 h bei RT und 108&PM.Anschlielend wurde der Assay mit |H#0pro WellTMB entwickelt
und nach 20nin Inkubation bei RT und 16®PM mit 26 Schwefelsdure gestoppt. Der resul-
tierende Farbumschlagein Mal} fur die gebundene Menge Analyturde mithilfe eines Plat-

tenlesers bei 480m alsODgemessen.

Nach jedem Inkubationsschrithis einschliel3lich der Zugabe von TMBrden die Wéisdrei
Mal mithilfe eines MikrotiterplatteaWaschautomats gewaschen (PB&05%Tween20).
Fur jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansatze

stets in Doppelbestimmung.

2.3.5.5 ytokin ELISA

Die Ztokine I}6, b Ch  dmIR A®&NRSY AY %St N6 SNETheryiR YA (K
Fisher)quantifiziert. Hierfur wurden zunachst di#ellseiner 96-Well Mikrotiterplatten mit

50 pl der entsprechenden und 1:250 in PBS verdinnten Cagtati&orper beschichtetNach

einer Inkubation von 24 bei 4°C erfolgte ein Blockschritt zur Absattigung unspezifischer Bin-
destellen. Hierfir wurden pro Well 180 Blocklésung (1x Diluent) furhlbei 37°Czugege-

ben. AnschlieRenkonntenpro Well 50ul 1:6in 1xDiluentverdimte Zellliberstandesinge-

setzt werden. NacB4 h Inkubation be# °C, gefolgt von b Inkubation bei 37C,erfolgte die

Zugabe ded:250 in 1x Diluent verdinnten, biotinylierten Detektionsantikdrpers einem

Volumen von 5@l pro Wellfir 1 h bei RT undO0RPM.
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Anschlie3end wurde der Assay @50 ul pro WellAvidinHRPsowie TMB flr jeweils 2@in
bei RT und 10&PM entwickelt und schlieRlich mibSchwefelsdure gestoppt. Der resultie-
rende Farbumschlagein Malf3 fur die gebundene Menge Analywurde mithilfe eines Plat-

tenlesers be#80nm als O@emessen.

Nach jedem Inkubationsschrithis einschliel3lich der Zugabe von TMBrden die Wellgirei
Mal mithilfe eines MikrotiterplattenWaschautomats gewaschen (PBS + @@0%weer20).
Fur jedesinzelexperiment erfolgte die Untersuchung der unterschiedlichen Versuchsansatze

stets in Doppelbestimmung.

2.3.6 Surface Plasmon Resonaf8feR¥$pektroskopie

Die Bindung verschiedener Antikdrperproben (IVlg, AlAbsn H 0 RS O 3 € & 3Mpa & £ A S NJ
nomereund -Oligomere wurde mithilfe deBPRSpektroskopie hinsichtliather Spezifitat, Avi-
ditat und Kinetikanalysiert(Abb. 2.3) Diese Untersuchungegrfolgtenselbststandigam For-

schungszentron Jilich (IG8: StrukturbiochemigProf. Dr.rer. nat.Dieter Wilbold).

Hierfir wurden die KanaleinsCM5 Sensor Chig&E Healthcarepit CarboxymethyDextran
Oberflache zunachst mit 1Ethyt3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid + -Nydroxysuc-
cinimid (1:1, GE Healthca)dur 300s und einer Flussrate von 3@/min aktiviert. Anschlie-
Rend erfolgte die Immobilisierungn! i»>-Monomeren und-Oligomeren Giber kovalente Bin-
dungen primarer Amineindem die Peptide m 10mM Natriumacetatpuffer (pH, GE
Healthcare) zu 5Qug/ml gelést undmit einer Flussrate voBO pl/min fir insgesamt 180 &ber
je einen Kanafjegebenwurden. Nach Absattigung der Kanéle rhiM Ethanolamin (pH,5,
GE Healthcapekonnte die Bindung der Antikbrperprobébereiner Konzenttionsreihe, be-
ginnend bei 15Qug/mlin PBS + 0,00% Tweer20,analysert werden.Zwischen den einzelnen
Schritten erfolgte die Regeneration des Chips n860p PhosphorsauréSigma Aldrichiir
30s sowie PBS + 0,006 Tweer20 fir 60s und einer Flussrate von jeweil® pul/min. Die
Sensogramme wurden gegen eingmgecoateten Kanal referenzidiiacore T200 Evaluation
Software 2.0, GE Healthcame)d mithilfe dessteady-state affinity Modells gefittet.Hiertiber
konnten Assoziationskonstemk,, DissoziationskonstanteBowie der i&-Wert alsreziproker
Quotient deser kinetischen Konstantdip [M] =Ki/Ka) undMal? fir die Bindungsaffinitat be-

stimmt werden.
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Flusskanal
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Abbildung 2.3. PrinzipSPR Spektroskopiédnhandder SPRSpektroskopie kdnnen Proteininteraktionen und da-
bei Parameter wie Affinitat, Spezifitat und Bindekinetik detailliert untersucht und in Echtzeit dargestellt werden.
Hierbei macht man siatie Anregung von Oberflachenplasmonen zunuizeche alsSchwingungen freier Elekt-
ronen verstanden werdenMithilfe einer Leuchtdiode werden parallel polarisierte Lichtstrahlen auf emén
Gold bescldhteten SensoChip fokussiert und an der Grenzflagtires darunter angebrachtePrismatotalre-
flektiert. Das dabei entstehende evaneszente Feld fuhrt zur Anregung der Plasmonen in der GoldAgihight.
gig vom Einfallswinkel der Lichtstrahlen werden die Plasmonen unterschiedlictusthukter dem so genann-
ten Resonan2Vinkel(I) am stérksten angeregtvaszu einemgleichzeitign Intensitatsminimum der Reflexion
der Lichtstrahlen fuhrtSowohl durch diddsorptionvon Biomolekulen an die Oberflache d&snsotChips(ll),

als auch durch die Interaktion weiterer Biomolekdilé)(veréandert sich deResonanzimkel. Das Ausmafnd
die Geschwindigkeit der Winkelanderumgrdenvon einem Detektor kier die Zeit gemessen und stelldie
Grundlage der SPRnalysen danvodurch quantitative und kinetischi@formationen der Proteininteraktiobe-
reitgestellt werden (EigeneDarstellung)

2.3.7 As>Aggregation

5AS hfA3I2YSNRAASNIzy wde dittels ThibaNGS T ThiSig@a/AldD 2 Y
rich), einem interkalierenderFluoreszenzfarbstoff, der als Marker amyloidogener Protein-
strukturen genutzt werden kann, untersucht. ThT besitzt die Eigenschaft, Uber hydrophobe
2 SOK &St ¢ A NJFayldes yon Pofypeptiden zu binden, wodurch sich das Absorp
tions- und Emissionsgktrum des Farbstoffs von 342 bzw. 430 auf 442 bzw. 488m ver-
schiebt Abb. 24).
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Eine Erhohungler Fluoreszenzintensitat bei 482 ist somit einndikator fur die Zunahme
G2yClHf Gotft NOGGOSNY S 62RddzZNOK aAOK RA S-Aggréoaticr? RS
eignet, da solche Sekundarstrukturen im Zuge des P¢filgmerisationsprozesses zuneh-

mend auftreten.

CNNJ RAS v dzl ¥y (hdAGgedatios Wildy dhs FeptiNdn LeBindingReaktionsge-
falkenmit einer Konzentration voA25ug/ml PBS angeszt. Diesem Ansatz wurden zusatzlich

375ug/ml (de)glykosylierte Immunglobuline (IVIg, nAbs ~ Y'! @Coware)ader das

aquivalente Volumen PBS zugegeben. Anschliel3end erfolgte die initiale Fluoreszenzmessung

(0 h) mithilfe eines Plattenlesers bei 48, indem zunéchst je 8@ Glycinpuffer (56nM, pH

9,2) in den Wells einer 9BlackWell Mikrotiterplatte (Greiner)vorgelegt und anschlie3end
10 ul Probe und 1Qul ThT Lésundb pg/mlin Glycinpuffer) hinzugegeben wurden. Nachh24
Inkubation bei 37Cerfolgte eine zweite Fluoreszenzmessumgr jedes Einzelexperiment

und beide Zeitpunkte wurden die unterschiedlichen Bedingungen stets in Doppelbestimmung

untersucht.
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Abbildung 24. Prinzipdes Aggregationg\ssaysDer FluoreszenzfarbstofhT wurde zur Quantifizierung von

Faltblatternund somit indirekt deiAggregationvon! iz verwendet.A. Strukturformel von ThTB + C.Schema-
tische Darstellung der ThT Interkalation in das Aminoséauregerist von Aggre&atend( Fibrillen ©). Dabei
erfolgt die Bindung von ThT antiparallel zu und an dialtblatter, aber @rallel zur Fibrillationsachsérebset

al., 2009
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.17ellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurde unter sterilen Bedingung8terilwerkbank HERA safe KS
12, Thermo Fishémit zweiimmortalisierten, adharent wachsendemurinen Zelllinien gear-
beitet. Die neuronale Zelllinie A2 wurde mithilfe des Simiaxirus 40 immortalisiert und
von Prof. Dr.Gerald Thiel (Medizinische Biochemie und Molekularbioldgmyersitat des
Saarlandek die mikrogliale Zelilie BV2 retrovial immortalisiert und von Dddens Neumann

(Leibniz Institut fir Neurobiologie, Magdeburg) bereitgestellt.

Beide Zelllinierwurden in T25 oder T75 ZellkulturflaschéB8arstedtjund Zellkulturmedium
Gdz 6 SOO02Qa a2 RADBMBVRPANBIofRAEN it 2n8VRLGHREYMIN (PANBio-
tech), 200mM HEPE@PANBIotech)und 10% fetalem Rinderserum (FGSANBiotech) bei

37 °C und 36 Kohlenstoffdioxid (GQAIrLiquid in einem InkubatofC 150, BindeRultiviert.

Die Passagierung soe die Vorbereitung Zellkulttbasierter Versuche erfolgtedurch Absau-

gen des Zellkulturmediums, Waschen der Zellen mit sterilem PBS und anschlielender Zugabe
von Trypsin/EDTAPANBIotech)fiir 5min bei 37°C. Nach der Trypsinierung konnte der Zell-
rasen durch vorsichtiges AbspuleesdBodens der Zellkulturflaschen mit Zellkulturmedium
abgeldst, die Zellen in ein steriles 15 odemdl(ReaktionsgefaRSarstedt)iberfiihrt und an-
schlieRend bei 300 fur 5min zentrifugiert werden. Nach Abnahme des Uberseswdiurde

das Zellpellet in fschem Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellen in einer Neubauer

Zahlkamme(Brand)fur die weitere Kultivierung odeEZellkulturversuchgezahilt.

Abhéangig von deKultivierungsdauewurden die Zellerin entsprechen@r Anzahlund bis zu
einer maximalen Passagenzahl von 30 ausg¢$ab. 27). Die Uberwachung hinsichtlich
Dichteund Morphologie erfolgtedabeidurchlichtmikroskopisch bei- und 10facherVergro-
Berung(Eclipse TS100, Nikpn
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Tabelle 27. Passagierungon HT-22 und BVZellen.Anzahl Zellen und Volumina Medium fiir die Passagierung
von HT22 und BV2 Zellen in Abhangigkein der GroRe der Zellkulturflasche und Dader Kultivierung bis zur
nachsten Passage.

Tage Kultivierung T25 Flasche T75 Flasche

2 250.000 Zellen in 7 nMledium 750.000 Zellen in 15 ml Mediui
3 70.000 Zellen in 7 ml Medium 200.000 Zellen in 15 ml Mediui
4 30.000 Zellen in 8 ml Medium 100.000 Zellen in 20 ml Mediui

2.4.2! iwrPhagozytose

5AS ! YGSNAEdzOKdzy 3 RSNJ YA pMNadergn uhd®yigomefeh &-2 1 & (i 2
folgte mithilfe des FITC konjugierten Peptids (FIT4) sowie der murinen Zelllinie BV2 an
einemDurchflusszytomete(Cytoflex SBeckman CoulteAbb. 25). Diese Analysen wurden
selbststandigam Institut flr Zellbiologie ddgniversitatsklinikuraEsser(PD Dr. rer. nat. Marc

Seifert)durchgefihrt.

In 24Well Zellkulturplatten wurden pro Well 60.000 Zellen in 0&ellkulturmedium ausge-
séat und bei 37C und 3 CQinkubiert. Nach 24 erfolge das Absaugen des Mediums und
die Behandlung der Zellen mit73ug/ml FIT@ is>-Monomeren oder-Oligomeren, welche
zuvor fur 1h bei 37°C und 5(RPM mitl1,25ug/ml (de)glykosylierten Immunglobulinen (1Vig,
nAbs! i = Y! 06 ¢ 9 maguivalenterS\MIméhPBS in Fa@@iem Zellkulturmedium
prainkubiert wurden. Nach einer dreistiindigen Inkubation 135i1°C und % CQwurde die
Behandlung durch Absaugen des Mediums und dreimaligem Waschen der Zellen mit sterilem
PBS gestoppt. Die Zugabe von fi06teriem PBS mit anschlieRender Inkubation fimis auf

Eis l6ste die Zellen ab, sodass diese nach mehrfadnéznsivemAbspilen der Wells in ein
Probenrohrchen fir die Durchflusszytomet(tgarstedtYiberfiihrt werden konnten. Die abge-
|6sten Zellen wurdenach Zugabe von 500 PBS + 0,0% FCS bei 3@Pfir 5min zentrifugiert
und nach vorsichtigem AusgieRen des Uberstandes inulLBEBS + 0,046 FCS aufgenommen.
An einem Durchflusszytometer mit 4881 Laser fand die Analyse der Zellen statt, nachdem
dieeen kurz vor der Messung jell des Zelltd-Markers Propidiumiodidli(mg/ml in PBS
Sigma Aldrichzugegeben wurde.
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Mithilfe der Software CytExperBéckman Coult¢rwurden po Versuchsansatz 40.000 Zellen
hinsichtlich ihrer RI(585nm) und FITdntensi&t (525nm), sowieder Signalintensitdn im
Forward und SideScatteranalysiert Fur jedes Einzelexperiment erfolgte die Untersuchung

der unterschiedlichen Versuchsansatze stets in Doppelbestimmung.

Signal procasscr

Fluorescence

Side scatter -
detactor 4 /. - I ! S
i G ‘ "

®. - Pa
N e
- N \G

Light scatter

488/10 fiker )

!
PV Forward
Do scatter detector

<

Abbildung 2.5. Prinzip der DurchflusszytometrieBei der Durchflusszytometrie werden fluoreszenzmarkierte
Zellen durch eine enge Kapillare einzeln an einem Laser vorbeigefiihrt. Dabei kénnen die Zellen Uber die Beugung
des Laserstrahls, seine Brechung im rechten Winkel sowie tber die Emission von LicliteduFthoreszenz-
farbstoff charakterisig werden. Der ForwaréBcatterdetektiert entlang des Strahlengaeg die Beugung des
Laserstrahls nach Auftreffen auf die Zelle und gibt Aufschluss Uber deren Gréi3e, indem sich die FSC Intensitét
proportional zumDurchmesser der Zellverhélt. Der Sid&catterdetektiert die Brechung des Laserstrahls im
rechten Winkel und gibt Aufschluss tber die Granularitat der Ze#shemal3geblich von der Anzahl an Zellor-
ganellen und Vesikeln abhéngig ist. Darliber hinaus kidver verschiedene Bandpassfilter Licht bestimmter Wel-
lenléangen gefiltert und Gber optische Reflexionssysteme an Detektoren weitergeleitet werden, sodass emittier-
tes Licht spezifisch fluoreszenzmarkierter Zellen quantifiziert werden K&harmo Fisher Scientijic
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2.4.3A s-Toxizitat

5AS ¢2ERA lspMongriere@ang-Oligomeren wurde sowohl anhand der neuronalen
Zelllinie H122 als auch anhand der mikroglialen Zelllinie BV2 tber die Zellviabilitat untersucht.
In mit PolyD-Lysin (Sigma Aldrich) beschichte@®&Well Zellkulturplatten wurden pro Well
6.000 Zellen in 100l Zellkulturmedium ausgesat und bei 32 und 3% CQinkubiert. Nach

24h erfolgte das Absaugen des Mediums und die Behandlung der ZelleBOmd/ml

I' isz>-Monomeren oderOligomeren, welche zuvor firh bei 37°C und 5RPM mi200 ug/ml
(de)glykosylierten Immunglobulinen (IVIig, nAbs =  Y! 6 ¢ 9 maguivalehtBnS/ll-R S Y
men PBS in F@&®iem Zellkulturmedium prainkubiert wurden. Nach 24nkubation beB7 °C

und 5% CQwurde die Viabilitat der gllenunter Zuhilfenahmedes CellTiteGlo 2.0 Assays
(Promegapemald Herstellerangabdrestimmt(Abb. 26). Hierfir wurdenzunachst alle Kom-
ponentenauf RT gebracht unden WellsanschlieR3end 00 pl desCellTiterGloReagenz zuge-
geben.Im Falle der BVZellen wurden zuvor diZelliberstande geerntet, be20 °C wegge-
froren und die Wells mit 10Ql frischem,FCSreiem Zellkulturmedium befllltNacheiner

2 min Inkubation bei RT und 1®PM, gefolgt voriner 10 min Inkubation bei RErfolgte die

Luminegenzmessung der einzelnen Waelighilfe eines Plattenlesers
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Abbildung 2.6. Prinzip CellTiteiGlo. Beim kommerziellen CellTit€lo wird die Zellviabilitat indirekt Gbetie
Quantifizierung vorAdenosintriphosphat, welches von vitalen Zellen produziert wird, bestimmt. Dabei enthalt
das CellTiteGlo Reagenz neben dem Enzym Luciferase auch das Substrat Luciferin, welches mithdénesn
sintriphosphatoxidativ zu Oxyluciferin decarboxyliert winthd dabeiLicht emittiert. (Eigene Darstellung)
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2.5 Glykoanalytik

2.5.1 FecF(ab)-Praparation undD&Polyacrylamidselelektrophorese (SBFAGE)

Mithilfe der Protease Ide@Promegawurden verschiedene Antikorper in-rond F(alby-Frag-
mente gespalten. Hierzu wurden 5@y IVIg, 5Qug aus IVIg isolierte nAlhsisp, 50ug IgG aus
Einzelspendern oder die gesamte Menge der aus Einzelspendern isolierted nAlnsit
100Units IdeZ in 2%l PBS bei 37 °C verdaut. Nach einer Inkubation 0.N. erfoigtZugabe
von 10pl nicht reduzierendem 4x LBB&depuffer(Life Technologiespwie das Aufkochen bei
95 °C fur 5min (PCH2, Grantbio). Anschlielend konnten fend F(aby}Fragmente der Pro-
ben in selbst gegossenen ¥WPolyacrylamieGelen (Tab. 8) Ube SDSPAGHBIoRad)ei
120V voneinander getrennt und mittels Coomas&erva Electrophoregisichtbar gemacht
werden. Fur diese unspezifische Farbung basischer Aminosauree wasdGel zunéchst fur
10min in rBO und anschlieend in fir 1 h in Coomessirbeldésung (0,20 Coomassie in
50 % MethanolCarl Roth) bei je 10(RPM und RT geschwenkiurch Entfernung der Farbe
und Zugabe der Entfarbelosung @ Methanol + 446 rHO + 6% Essigsaur@Acros Orga-
nics) konnten die Proteinbanden nach cah ®ei 100RPM und R3ichtbar gemacht werden.
Es folgte die Rehydratation des Polyacrylaf@els mit rbO G.N. sowie das Ausschneiden und
Zerkleinern der Faund F(ab}Fragmente. Die Gelstiicke wurden anschlielBend uObe-

fullte LowBindingReaktionsgefalRgberfuhrt.
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Tabelle 28. Zusammensetzung von Sammehd TrenngelProzentuale Anteileinzelner Chemikalien und L6-
sungen fir die Herstellung von% Sammelund 10% Trenngelen. Zunachst wurde das Trenngel gegossen und
dessenKante mit 2Propanolbegradigt. Nach 3fhin Inkubation konnte das Sammelgel nach Entfernung von
2-Propanol direkt Gber dem nun polymerisient&renngel gegossen werden. Nach weiterem30 Inkubation
wurde das nun fertige SB&el fir mindestens 24 h und héchstens 7 d baCih 1x Rotiphorese SEFFAGE Lauf-
puffer gelagert.

Sammelgel 6 Trenngel 10%

Reinstwasser 68,5% 39,6%
Rotiphorese Gel 3QCarl Roth) 16,7% 33,3%
TRIS (1,51, pH 8,8) 12,7% 25%
Natriumdodecylsulfat EDS10% Carl Roth 1% 1%
Ammoniumperoxodisulfat (184 Carl Roth 1% 1%
TEMEDOCarl Roth) 0,1% 0,1%

Laufpuffer (Rotiphorese SBBAGE, Carl Roth)

2.5.2Entfarbung, Reduktion, Alkylierung

Fur die Entfarbung Coomassjefarbter Proteine fanden sowohl Acetonitril (ACGDarIRoth)

als auch Ammoniumhydrogencarbonat (AKB@arl RothVerwendung, da organische Lésungs-
mittel hydrophobe und Salzlésungen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Pro-
teinen und Coomassie herabsetzen. In einem ersten Schritt wurden die Gelgtueks bei

RT zunéchst in 3 ACN + 5% 50mM AHC fur 15nin bei 700RPM(MKR13, HLC Biotech)

und anschlieend in ACN furin inkubiert. Bei nicht vollstandiger Entfarbung erfolgte eine
Rehydratation der Gelstiicke mit %M AHC fir Snin bei RTsowie die Wiederholung des
Entfarbevorgangs. In einer Vakuumzentrifuge wurden die Gelstiicke nach vollstandiger Entféar-
bung fur ca. 30nin getrocknet, ehe die Reduktion der Disulfidbriicken deuRd F(aby-Frag-
mente zu Thiolen und deren anschlieRende irrevdeshdkylierung erfolgten. Hierzu wurden

die Gelstlcke bei 58C und 700 RPM inmiM DL:Dithiothreitol (Sigma Aldrichjind anschlie-

Rend im Dunkeln bei RT und 7B@M in 55nM lodacetamid Sigma Aldrichinkubiert.
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