Etablierung einer Methode zur Identifikation von
Carboxymethyllysin-Modifikation des Amyloid-beta-Peptids in Liquor

als Biomarker zur Friiherkennung der Alzheimer-Erkrankung

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt
der Medizinischen Fakultat

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von Maedeh Mirzadeh-Kruse
Betreuer*in: Prof. Dr. rer. nat. Andreas Simm, Halle
Gutachter*innen: Prof. Dr. med. Ursula Muller-Werdan, Berlin

Prof. Dr. Dr. Maria Cristina Polidori, KoIn

Datum der Verteidigung: 23.05.2023



FUr meine Mutter Ingrid



Referat

Weltweit waren 2015 schatzungsweise 47 Millionen Menschen von Demenz betroffen.
Aufgrund der demografischen Entwicklung wird eine starke Zunahme dieser Zahlen
erwartet. Eine Top-Down-Berechnung der Demenzkosten durch das Statistische
Bundesamt stellte fest, dass die jahrliche Gesamtbelastung 2015 15 Mrd. € betrug.
Alzheimer-Demenz (AD) ist mit ca. 70% die haufigste Demenzform. Von enormer
Bedeutung ist somit eine zielgerichtete Friherkennung, da nur hierdurch bei friihen

Formen der AD eine Behandlung effektiv zu einem verzdgerten Krankheitsverlauf fihrt.

AD wird pathologisch u.a. durch die Anwesenheit seniler Plaques im Hirn charakterisiert,
deren Hauptbestandteile aggregierte Amyloid Beta (AB)-Peptide sind. Die
Aggregationen kénnen durch Advanced Glycation Endproducts (AGEs) mitverursacht
werden. Basierend auf der Krankheitspathologie sind zahlreiche Blut- und Liquortests
fur die Erkennung der AD in den letzten Jahren vorgeschlagen worden. Die Anwendung
von Biomarkern erméglicht sogar eine Vorhersage, welche Patienten mit einer milden

Form einer kognitiven Dysfunktion AD entwickeln werden.

Wissenschaftliche Daten Uber mdgliche AGE-Modifikationen des AR in vivo fehlen
bisher. Wir etablierten eine Methode, wie AGE-modifiziertes AB mittels FACS detektiert
werden kann. Anhand von Westernblot Uberpriften wir die Selektivitat und Sensitivitat
von Antikdrpern gegen Amyloid B in Abhangigkeit von einer AGE-Modifikation. Eine
Bestatigung von in vitro AGE-modifiziertem AR erfolgte dann mithilfe alternativer
immunologischer Methoden wie Slot-Blot und ELISA. Zum Schluss erprobten wir
unseren Assay an Liquorproben. Es wurde deutlich, dass bei der AD-Gruppe fast doppelt
so viel Carboxymethyllysin (CML)-modifiziertes AP vorhanden ist wie bei der
Kontrollgruppe. Damit konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass in Liquor CML-
modifiziertes AR vorhanden ist. CML-modifiziertes AR kdnnte somit als ein geeigneter
Biomarker zur Friihdiagnostik der AD dienen und sollte in grofReren Studien Uberprift

werden.
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Modifikation des Amyloid-beta-Peptids in Liquor als Biomarker zur Friherkennung der Alzheimer-
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1 Einleitung

1.1 Demenz: Alilgemeine Grundlagen

1.1.1 Definition und Formen

Demenz ist ,ein Syndrom als Folge einer meist chronischen oder fortschreitenden
Krankheit des Gehirns mit Stérung vieler héherer kortikaler Funktionen, einschlief3lich
Gedachtnis, Denken, Orientierung, Auffassung, Rechnen, Lernfahigkeit, Sprache und
Urteilsvermogen. Das Bewusstsein ist nicht getriibt. Die kognitiven Beeintrachtigungen
werden gewdhnlich von Veranderungen der emotionalen Kontrolle, des Sozialverhaltens
oder der Motivation begleitet, gelegentlich treten diese auch eher auf‘ (Hofmann 2012).
Die meisten Demenzerkrankungen werden durch eine neurodegenerative Erkrankung
verursacht, so dass zahlreiche Formen der Demenz unterschieden werden konnen. Die
Alzheimer-Demenz ist mit ca. 60-70% der Krankheitsfalle die haufigste Form. Andere
haufige neurodegenerativbedingte Formen sind die Frontotemporale Demenz (10%), die
Parkinson-Demenz ~ und die Lewy-Koérperchen-Demenz.  Weniger  haufige
neurodegenerative Erkrankungen wie die Progressive Supranukledre Paralyse, die
kortikobasale Degeneration, Multisystematrophie und die Huntington-Krankheit, kbnnen
ebenfalls mit Demenz assoziiert sein. Nicht-neurodegenerative Demenzen koénnen
reversibel sein oder in ihrem Fortschreiten gestoppt werden, wenn deren Ursache
identifiziert und angemessen behandelt wird. Hierbei ist die vaskulare Demenz die
haufigste Form (Khan et al. 2016).

1.2 Epidemiologie der Demenz

2015 waren weltweit schatzungsweise 47 Millionen Menschen von Demenz betroffen,
wobei sich diese Zahl in Perioden von 20 Jahren verdoppelt. Demnach waren 2030 75
Millionen und 2050 131,5 Millionen Personen betroffen. Mit steigender Tendenz sind
Demenzerkrankungen in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen zu
registrieren (aktuell 58% registrierter Demenzfalle) (Prince et al. 2015). Weltweit gibt es
jedes Jahr dber 9,9 Millionen neue Falle von Demenz, was bedeutet, dass alle 3,2
Sekunden ein neuer Fall auftritt (Prince et al. 2015). Die Alzheimer-Demenz (AD) tritt mit
zunehmendem Alter auf. Die Pravalenzrate von Demenz steigt zwischen 65 und 90
Jahren annahernd exponentiell mit einer Verdoppelung nach jeweils flnf Altersjahren an
(Bickel 2000). In den Vereinigten Staaten lebten 2010 schatzungsweise 4,7 Millionen
Menschen Uber 65 Jahre mit klinisch manifestierter AD. Darunter waren 2,3 Millionen
(51%) im Alter von 75 bis 84 Jahren und 1,8 Millionen (42%) Menschen ab 85 Jahren

1



(Hebert et al. 2013). AD ist auch bei < 65-Jahrigen mit 34% die haufigste Demenzform,
gefolgt von der vaskuldren Demenz (18%), der frontotemporalen Demenz (12%) und
alkoholbedingter Demenz (10%). Die genetische Form von AD mit autosomal
dominanten Mutationen im AB-Vorlauferprotein, Presenilin 1 und 2, machen weniger als
5% aus (van der Flier und Scheltens 2005).

1.2.1 Epidemiologie der Demenz in Deutschland

Die Zahl der Erkrankten in Deutschland betrug Ende 2018 ca. 1,6 Millionen Menschen
(Bickel 2020). Jedes Jahr werden ca. 300.000 neue Demenzfdlle diagnostiziert
(Michalowsky et al. 2019). Etwas mehr als 1% der 65- bis 69-Jahrigen und rund 40% der
Uber 90-Jahrigen leiden an einer Demenz. Die durchschnittliche Gesamtpravalenz der
Demenz bei den Uber 65-Jahrigen liegt bei ca. 8,6% (Bickel 2020). Die Zahl der tber 65-
Jahrigen Deutschlands hat sich im 20. Jahrhundert vervierfacht, wahrend sich im
gleichen Zeitraum die Uber 80-Jahrige Bevolkerung verelffacht hat (Bickel 2000). Diese

Zahlen werden aufgrund der demografischen Entwicklung noch stark zunehmen.

1.2.2 Gesellschaftliche Bedeutung

In den USA ist Demenz eine haufige Todesursache bei alteren Erwachsenen. In einer
groRen Studie bei ca. 23.000 Uber-65-Jahrigen verursachten 15 Krankheiten 70% aller
Todesfalle. Dabei war Demenz die zweithaufigste Todesursache nach Herzinsuffizienz
und machte 14% der Todesfalle aus (Tinetti et al. 2012). Die Sterblichkeit aufgrund von
AD in den USA stieg zwischen 2000 und 2010 um 39% (Tejada-Vera 2013). Die
Pflegekosten liegen zwischen 157 und 215 Milliarden Dollar und werden sich bis 2040

voraussichtlich mehr als verdoppeln (Hurd et al. 2013).

Das deutsche Gesundheitswesen hat insgesamt ca. 15 Milliarden € im Jahr 2015 fir die
Behandlung von Demenzen ausgegeben (Statistisches Bundesamt 2019). Eine
deutsche Studie bei ca. 36.000 Alzheimer-Demenz Patienten ermittelte die direkten
Kosten fur 3 Patientengruppen. Bei Patienten, die mit Psychopharmaka und/oder
Beruhigungsmitteln/Hypnotika behandelt werden, fallen im Durchschnitt direkte Kosten
in Hohe von 7.948 bis 13.099 €/Jahr pro Patienten an. Nach 5 Jahren befinden sich 25%
der Patienten in der stationaren Versorgung, 1% in der stationaren Teilversorgung, 5%
in der ambulanten Behandlung, wahrend ca. zwei Drittel sterben und 4% keine Pflege
bendtigen. Auch Patienten, die ohne Medikamente behandelt werden, verursachen
Kosten, und zwar zwischen 6.760 € und 9.926 €. Patienten, die Memantine erhalten,

kosten am wenigsten, zwischen 6.100 € und 8.376 € (Kiencke et al. 2011).
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Abbildung 1: Verursachte Kosten pro (berlebendem AD-Patienten pro Quartal in Deutschland. 3
Gruppen: Memantine-Gruppe, Psychopharmaka-Gruppe (PHS), Gruppe ohne medikamentése
Therapie (no AT) (Quelle: Kiencke et al. 2011)

Die jahrlichen direkten und indirekten Gesamtkosten der AD belaufen sich auf etwa
13.080 € (Reese et al. 2011), obwohl eine andere Studie sie auf ca. 44.000 € beziffert
(Hallauer et al. 2000). Aus der Perspektive der Kostentrager betrugen die
durchschnittlichen jahrlichen Pro-Kopf-Kosten der Patienten mit Demenz 20.658 € und
aus der gesamtgesellschaftlichen Sicht 44.659 € (Michalowsky et al. 2019).
Erwartungsgemal ist die schwere Demenz (MMSE-Wert 0-10) mit héheren Kosten
verbunden (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Gesamt- und Einzelkostendarstellung pro Patient nach Schweregrad der kognitiven
Beeintréchtigung (Score auf der MMSE = Mini Mental State Examination, optimaler Wert: 30
Punkte. (Quelle: Reese et al. 2011)

1.2.3 Pathophysiologie

AD wird histopathologisch durch die Anwesenheit seniler Plaques und neurofibrillarer
Ablagerungen im Gehirn (d.h. in Cortex, Hippocampus, Amygdala und anderen fur die
Gedachtnisfunktion wichtigen Bereichen), sowie in den zerebralen Blutgefallen
charakterisiert. Die extrazellularen Proteinablagerungen der Plaques bestehen aus
Amyloid-Beta-Peptid (AB) und die intrazellular gelegenen Neurofibrillenbiindel aus
hyperphosphoryliertem Tau-Protein, welches akkumuliert und zu gepaarten helikalen
Filamenten aggregiert. Dies fuhrt zum Neuronenverlust, sodass es im Verlauf zu einer
Hirnatrophie kommt. Das Amyloid-beta-Peptid besteht aus 39-42 Aminosauren, wobei
AB40 und Ap42 die in vivo am haufigsten vorkommenden Formen sind. Das langere
Peptid stellt die pathogenere Form dar, da es durch die C-terminalen Aminosauren
Alanin und Isoleucin hydrophober ist und schneller aggregiert. Aus diesem Grund ist
AB42 der Hauptbestandteil der senilen Plaques (Fukumoto et al. 1996). Auch bei
anderen Krankheiten wie z.B. der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung sind Akkumulation von

Proteinen in Form einer Amyloidose zu finden (Namba et al. 1991).



1.2.3.1 Advanced Glycation Endproducts (AGEs)

AGEs sind Produkte der irreversiblen Glykierung von Proteinen. Gebildet werden sie
durch die Reaktion der Keton- oder Aldehydgruppen eines Zuckers mit freien
Aminogruppen von Aminosauren. AGEs gehen aus Aminosauren, Proteinen und
Lipoproteinen hervor (Fournet et al. 2018). AGEs koénnen Uber mehrere
Pathomechanismen die Organfunktion einschranken. Sie kénnen oxidativen Stress
ausldsen, der neurodegenerative Prozesse beschleunigt, und somit zur Entwicklung der
Alzheimer-Krankheit auch indirekt beitragen. AGEs sind gegenlber proteolytischen
Prozessen resistent und induzieren die Vernetzung (Cross-Linking) von Polypeptiden.
Da durch AGE-Modifikationen der Abbau von Proteinen sowohl Uiber das Proteasom wie
auch uber Metalloproteinasen gestort wird, ist eine Anreicherung der Modifikationen mit
zunehmendem Alter zu beobachten. Langlebige Proteine sind davon besonders
betroffen. Matrixproteine wie Kollagen oder Elastin sind ein bekanntes Ziel der
Modifikationen. Diese fuhren in den meisten Fallen auch zum Cross-Linking wie z.B.
beim Kollagen und Uber diesen Mechanismus zur Gewebsversteifung bzw.
Plaquebildung (Fournet et al. 2018).

Es konnten hohe Konzentrationen an AGEs in den senilen Plaques und neurofibrillaren
Kndueln bei Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden (Guillozet et al. 2003). Im
vaskularen System flhrt eine Anreicherung an AGEs in den Matrixproteinen zur
Versteifung der GefaBwande mit entsprechender Abnahme der Funktionalitat. Auf
molekularer Ebene wird die Wirkung von AGEs zum Teil auch durch die Bindung an
deren Rezeptoren in den Endothelzellen (z.B. den Rezeptor fir AGEs = RAGE)
ausgeldst, was eine Kaskade von Signalen auslést und zur endothelialen Dysfunktion
beitragt (Chen et al. 2016; Fournet et al. 2018).

1.2.3.2 Die Maillard-Reaktion

Die Reaktionen von Zuckern mit Aminogruppen (als Bestandteile von Aminosauren,
Aminen oder Proteinen) ergeben eine Vielzahl von Reaktionsprodukten unter
Zwischenschaltung einer komplexen Reihe von Reaktionen, die zusammen als Maillard-
Reaktion bekannt sind. Unter physiologischen Bedingungen ergeben die anfanglichen
Reaktionen der Carbonylgruppen der reduzierenden Zucker mit den freien
Aminogruppen der Proteine (insbesondere derjenigen Proteine, die Lysin-, Tryptophan-,
Histidin- und Argininreste enthalten) Schiff-Basen, die Amadori-Umlagerungen
unterliegen (Minch et al. 1999). Diese Reaktionsstufe wird lblicherweise als Glykierung
bezeichnet. Weitere oxidative Zersetzungen der glykierten Proteine (Glykoxidationen)

ergeben reaktive a-Dicarbonylverbindungen mit niedrigem Molekulargewicht, die weiter



mit Proteinen reagieren kénnen, um vernetzte Proteine zu ergeben. Diese entstandenen

Protein-Modifikationen sind als Advanced Glycation End Products (AGEs) bekannt.
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Abbildung 3: Die Maillard-Reaktion (Quelle: Reddy et al. 2002)

Viele AGEs sind fluoreszierende und intensiv gefarbte Verbindungen (typische
Anregung bei 360 nm und Emission bei 440 nm) (Yanagisawa et al. 1998). Die Maillard-
Reaktionen werden auch als "Braunungsreaktionen" bezeichnet, da sie zu einer Vielzahl
von "Braunungsprodukten“ fiihren, die den Geschmack und das Aroma gekochter
Lebensmittel verbessern. Es ist bekannt, dass einige Maillard-Produkte in vitro starke
antioxidative  Eigenschaften aufweisen. In  Gegenwart von redoxaktiven
Ubergangsmetallionen wirken die Maillard-Produkte jedoch als Prooxidationsmittel
(Fournet et al. 2018).

1.2.3.3 Hypothesen zur Entstehung einer AD

1. Die Amyloid-Hypothese geht davon aus, dass bei unsachgemalfer proteolytischer
Verarbeitung des Vorlauferproteins Amyloid Precursor Protein (APP) das AB-Peptid als
Hauptbestandteil der senilen Plaques entsteht. Vor allem AB42 ist die neurotoxische
Form, die fur die Bildung von senilen Plaques verantwortlich gemacht wird.



2. Die neurofibrillare Tangles (NFT)-Hypothese macht die intrazellulare Aggregation der
hyperphosphorylierten Tau-Proteine und die dadurch verursachte Beeintrachtigung der
Mikrotubuli-Funktion sowie den Zusammenbruch des Zytoskeletts der Nervenzelle fir
die Entstehung von NFT bei AD verantwortlich. Sie bestehen meist aus gepaarten

helikalen Filamenten aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein.

3. Die Hypothese des glymphatischen Systems beinhaltet, dass die Clearance der
Molekiile aus dem Gehirnparenchym zwischen der Zerebrospinalflissigkeit, der
interstitiellen Flussigkeit, der intrazellularen Flissigkeit und dem Blut von einem
funktionierenden Druck und Fluss des Liquors abhangig sind. Mogliche gestorte
Expression von Aquaporin 4 bei astrozytaren Wasserkanalen kann fiir die Aggregation
von AB im Gehirn verantwortlich sein. Die effektivste Funktion des glymphatischen

Systems findet wahrend des Schlafes statt.

4. Die Dopaminerge Hypothese besagt, dass verminderte Dopaminrezeptor 1- und
Dopaminrezeptor 2-Konzentrationen bei AD-Patienten zu einer dopaminergen
Dysregulation fuhrt. Der Verlust von dopaminergen Neuronen im ventralen tegmentalen
Areal reduziert die Gedachtnisfunktion (Rabbito et al. 2020).

1.2.4 Diagnostik

1.2.4.1 Diagnosestellung

Es gibt 2 Formen von AD: Die seltenere Form, auch prasenile oder Early-Onset AD
(EOAD) genannt, mit einer stark genetischen Komponente, die haufig zwischen dem 40.
und 65. Lebensjahr auftritt. Die haufigere sporadische senile AD, die nach dem 65.
Lebensjahr auftritt, wird Late-Onset AD (LOAD) genannt. In beiden Fallen wird die
Diagnose zu einem spateren Zeitpunkt als der Beginn der Alzheimerpathologie gestellt
(Rabbito et al. 2020). Da die Demenz erst spater auftritt, sollte zwischen
Alzheimererkrankung und Alzheimer-Demenz unterschieden werden (Abbildung 4).
Entscheidend fiir die Erstdiagnose ist die Entstehungsgeschichte der dementiellen
Symptomatik mit Bezug zu bereits bestehenden somatischen und psychischen
Krankheiten. Generell sollte AD bei jedem &lteren Erwachsenen ab dem 65. Lebensjahr
mit schleichendem Beginn, fortschreitendem Gedachtnisverlust und mindestens einer

anderen kognitiven Domane, die zu Funktionsstorungen fihrt, vermutet werden.
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Abbildung 4: Zeitpunkt der Diagnose. Es wird zwischen Alzheimererkrankung (nach Beginn der
Alzheimerpathologie und vor dem Auftreten der Demenz) und Alzheimer-Demenz unterschieden
(Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Thomas Duning 2016)

Die endgultige Diagnose einer AD erfordert eine histopathologische Untersuchung, die
selten durchgefihrt wird. In der Praxis werden fir die Diagnose von AD klinische und
kognitive Kriterien verwendet. Hier sind die Kriterien des National Institute of Aging-
Alzheimer Association (NIA-AA) sowie die Kriterien der International Working Group
(IWG) zu erwahnen. Die NIA-AA Kriterien beinhalten: (a) Beschwerden Uber
nachlassende kognitive Leistung, (b) einen objektiven Nachweis einer Beeintrachtigung
in einem oder mehreren kognitiven Bereichen unklarer Genese, (c) den Erhalt der
Unabhangigkeit im taglichen Leben und (d) den Ausschluss relevanter korperlicher
Ursachen (Albert et al. 2011). Falls die Kriterien erflllt sind, kbnnen biologische Marker
zur Bestatigung der Diagnose angewendet werden. Bei den IWG-Kriterien werden
Biomarker und Bildgebungsmarker fir die Diagnose der Alzheimer-Erkrankung
bertcksichtigt. Hauptunterschied ist, dass der Begriff der Demenz wegfallt, da man hier
Uber Alzheimer-Krankheit spricht. Dies ist wichtig, weil es auch prodromale Stadien und
milde Formen der Erkrankung wie die leichte kognitive Stérung (MCI: mild cognitive
impairment) umfasst. Der Begriff MCI ist strittig, da eine leichte Symptomatik der
Alzheimer-Krankheit eine andere Krankheitsentitat als die Demenz im fortgeschrittenen
Stadium darstellt. Auerdem beinhaltet er keine atiologische Zuordnung, obwohl die
jahrliche Konversionsrate zur Alzheimer-Demenz zwischen 20% und 38% geschatzt wird
(Damian et al. 2013).



1.2.4.2 Biomarker

Biomarker stellen kennzeichnende biologische Merkmale dar, sie sind objektiv messbar
und liefern Hinweise auf einen normalen biologischen oder krankhaften Prozess im
Korper. Es kann sich um Zellen, Gene, Genprodukte, Enzyme oder Hormone handeln.
Es gibt mehrere Biomarker, die auf den molekularen und degenerativen Prozess von AD
hinweisen kénnen und damit der Frihdiagnose dienen. In der Regel werden sie in
Kérperflissigkeiten nachgewiesen und quantifiziert. In AD werden die Biomarker je nach
Koérperflissigkeit zu Liquor-, Blut- und Saliva-Biomarker klassifiziert. Es wird auch
zwischen Markern fir Amyloid-Deposition und Markern fir Neurodegeneration
unterschieden. Die wichtigsten molekularen Biomarker der AB-Peptidablagerung sind
niedriges AB42 oder das niedrige Verhaltnis von Ap42 zu AB40 im Liquor. Zu den
Biomarkern der Tau-Ablagerung (eine Schlisselkomponente von neurofibrillaren
Verwicklungen) gehéren das Gesamttau-Protein (T-tau) und das phosphorylierte Tau-
Protein (P-tau).

Zusatzlich zu diesen molekularen Biomarkern gibt es mehrere topografische oder
degenerative Biomarker, die zur Bewertung der nachgeschalteten Gehirnveranderungen
verwendet werden und mit der regionalen Verteilung der neuronalen Dysfunktion sowie
dem eventuellen Absterben der Neuronen im Zusammenhang mit AD korrelieren
(Dubois et al. 2010). Dazu gehdren eine mediale Atrophie des Temporallappens im MRT
und ein verringerter Glukosestoffwechsel in den temporoparietalen Regionen im FDG-
PET. Die PET-Diagnostik ist zwar zuverlassig, fur eine Behandlung detektiert sie jedoch
Krankheiten zu spat und ist zudem kostenintensiv. Im Allgemeinen sind die
topografischen Biomarker weniger spezifisch als die molekularen Biomarker, korrelieren
jedoch besser mit dem Auftreten klinischer Symptome. Die molekularen Biomarker sind
besser zur Frihdiagnose. Es wurde gezeigt, dass der Ap42-Spiegel im Liquor 25 Jahre
vor dem Auftreten der Symptomatik zu sinken beginnt, und mindestens 9 Jahre vor dem
Auftreten der Demenz ein Plateau erreicht. Der Tau-Protein-Spiegel steigt etwa 15 Jahre
vor dem erwarteten Auftreten von Symptomen (Bateman et al. 2012; Stomrud et al.
2015). Die wichtigsten Liquor- sowie Blut-Biomarker, deren Mechanismus, Effekt sowie

Sensitivitat und Spezifitdt werden in Tabelle 1 und 2 dargestellit.



Tabelle 1: Liquor-Biomarker fiir AD und ihre Sensitivitédt/Spezifitdt (Quelle: Bélasa et al., 2020)

Mechanism of AD CSF Change in AD . —_
Pathology Biomarker Pathology Nty Dpeciely
AB4 1 0.69-0.81 0.44-0.89
ABy = 0.72 0.39
AP plaque A - 0.63 0.56
deposition Ps i =
ABRsn/ABa T [sic] 0.81-0.93 0.60-1
APy/APas T [sic] 0.92 0.89
T-tau n 0.74-077 070075
tau pathology
. P-tau ) 0.66-0.73 0.63-0.82
neuronal injury NFL 1 0.81 0.79
neurogranin T 0.73 0.84
BACE1 1 0.87 0.63
synaptic synaptotagmin nr nr
dysfunction and/or s s s 1 » -
loss SNAP-25 T n.r. n.r
GAP-43 1 n.r. n.r
synaptophysin T nr. nr
sTREM2 1 n.r. nr
neuroinflammation
YKL-40 1 0.77-0.85 0.81-0.84

n.r—not reported; |—decrease; T—increase; TT—high increase.

Tabelle 2: Blut-Biomarker fiir AD und ihre Sensitivitdt/Spezifitdt (Quelle: Bélasa et al., 2020)

Medl::tnhlf):‘:)go; AP Bi(l)sll:;ier Ch;;:ﬁzl':g':]) o ey

APy l 0.82 0.77
M T
ABg/ABy l 0.75 0.77
T-tau 1 0.62 0.54
P-tau 1 n.r. n.r.
tau pathology GSK-3p T - i
DYRKIA 1 n.r T
neuronal injury NFL 1 0.86 0.76
IL-1, TL-4, IL-6, - e nr

and IL-10
inflammation cytokine 1-309 1 nr n.r
interferon-y 1 nr n.r.
TNF-« 1 nr n.r.
apoptosis clusterin 1 0.76 0.63

n.r.—not reported; |—decrease; T—increase.
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Da es fir die biomarkerbasierte Friherkennung der AD im MCI-Stadium in Deutschland
bisher keine Leitlinienempfehlungen gibt, fassten Rostamzadeh und Jessen die
Empfehlungen einer multidisziplinaren europaischen Arbeitsgruppe zusammen. Nach
der klinischen Untersuchung und neuropsychologischen Testung sollte bei Verdacht auf
MCI  weiterflhrende  Diagnostik  wie  Blutuntersuchung, Bildgebung und
Biomarkerdiagnostik erfolgen (s. Tabelle 3). Eine geringe Wahrscheinlichkeit fir eine AD
besteht bei unauffalligen Amyloid- und Tau-Biomarkern. Eine mittlere Wahrscheinlichkeit
far AD, wenn entweder die Amyloid-Biomarker oder nur die Tau-Biomarker auffallig sind.
Eine hohe Wahrscheinlichkeit fir AD, wenn sowohl Amyloid- als auch Tau-Biomarker

pathologisch sind (Rostamzadeh und Jessen 2020).

Tabelle 3: Einteilung der Biomarker fiir die AD (Quelle: Rostamzadeh und Jessen 2020)

A Marker fiir die [B-Amyloid; 42 bzw. die B-Amyloidszsg-Ratio im Liquor
Amyloid-Pathologie Amyloid-Deposition im Amyloid-PET

T Marker fiir die pTau-Protein im Liquor

Tau-Pathologie Tau-Deposition im PET (derzeit nur fiir Forschungszwecke)
N Marker fiir die tTau-Protein in Liquor

Neurodegeneration Mediale Temporallappen-/Hippokampusatrophie bzw. Reduktion der

kortikalen Dicke (AD-Signatur) im MRT

Hypometabolismus im medialen Parietallappen (Prdkuneus), in den
temporoparietalen bzw. den frontalen Hirnarealen im "®[F] FDG-PET

pTau phosphoryliertes Tau, tTau gesamtes Tau, MRT Magnetresonanztomographie, PET Positro-
nenermissionstomaoaraphie, FDG Fluordesoxvalucose

1.2.4.2.1 Probleme der verfiigbaren Biomarker

Laut dem Konsensus der Working Group on Molecular and Biochemical Markers of
Alzheimer’s sollten Biomarker von AD mindestens 80% Sensitivitat und Spezifitat beim
Nachweis neuropathologisch bestatigter AD Falle haben (Consensus report of the
Working Group on: "Molecular and Biochemical Markers of Alzheimer's Disease". The
Ronald and Nancy Reagan Research Institute of the Alzheimer's Association and the
National Institute on Aging Working Group 1998). Der wichtigste Nachteil der
verfigbaren Liquor-Biomarker ist die niedrige Sensitivitat sowie Spezifitat, was zum
Risiko der Uberdiagnose oder der verspateten Diagnose fiihrt. Uberdies sind die
Methoden kostenintensiv und relativ invasiv. Da spezifische Tests der Krankheitsstudien
fehlen, werden im Allgemeinen die Patienten spat diagnostiziert, was eine grof3e

Belastung fiir die Gesundheitssysteme darstellt (Balasa et al. 2020).

Die Anwendung vom Blut-Biomarker in der klinischen Praxis ist aufgrund einer Reihe
von biologischen und technischen Grinden, neben der niedrigen Sensitivitdt und

Spezifitat, noch nicht zuverlassig. Das Zentralnervensystem ist eine isolierte Umgebung,
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sodass die Konzentration der potenziellen Biomarker im Blut relativ niedrig sein kénnte,
da sie die Blut-Hirn-Schranke als intakte Molekule tiberschreiten missten (Hampel et al.
2018). Zusatzlich kann das Volumenverhaltnis zwischen dem Blut und dem Liquor zu
einer signifikanten Verdinnung der Biomarker flihren (Zetterberg und Blennow 2018).
Das ist wichtig, da die Blut-Hirn-Schranke bei praklinischen Stadien nicht betroffen ist.
Da Blut eine hochkomplexe Flissigkeit ist, die verschiedene Molekile und Zellen
umfasst, kdbnnen unspezifische Biomarker, wie z.B. Akutphasenproteine, durch andere
Quellen als das Zentralnervensystem exprimiert werden (Zetterberg und Blennow 2018).
DarlUber hinaus kénnte die Vielzahl der im Blut vorhandenen Proteine und heterophilen
Antikorper die Analyse verfalschen. Zusatzlich kénnen Blut-Biomarker proteolytischem
Abbau in der Leber oder im Plasma unterliegen, der ihre Konzentration weiterhin
wesentlich senken wirde (Zetterberg und Blennow 2018; Hampel et al. 2018). Die
Entwicklung neuartiger Methoden zur Friherkennung und genauen Diagnose der

Alzheimerkrankheit ist daher unerlasslich.

1.3 Arbeitshypothese
1.3.1 Hintergrund

Grundannahme der Forschung ist es, dass Friherkennung von Alzheimer der Schlissel
zur Verhitung, Verlangsamung und Beendigung der Krankheit sein wird. Basierend auf
der Krankheitspathologie sind zahlreiche Blut- und Liquortests flr die Erkennung der AD
vorgeschlagen worden. In den letzten Jahren hat sich die biomarkerbasierte Diagnostik
rasant weiterentwickelt. AB- und Tau-Protein spielen dabei eine zentrale Rolle.
Allerdings finden sie noch keinen Einzug in die klinische Routinediagnostik (Hackel
2021). Deshalb ist es weiterhin erforderlich, kosteneffektivere und geeignetere Tests fiir
die frihe Diagnose und die Verlaufskontrolle von AD zu entwickeln. Eine Verbindung
zwischen AGEs und AB wurde durch die Entdeckung von RAGE (receptor for advanced
glycation end products) als Rezeptor fir AR bekraftigt (Du Yan et al. 2009). RAGE wurde
erstmals 1994 als Rezeptor fir AGE beschrieben (Wautier et al. 1994). Die Interaktion
zwischen AGE und ihrem Zellrezeptor RAGE erzeugt reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
durch Aktivierung von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid Phosphat (NADPH)-Oxidase, die
wiederum den Nuklearfaktor-kappa B (NF-kB) aktiviert. NF-kB aktiviert zahlreiche
Zytokin-Gene, wie den Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukin (IL)-1, IL-6, und IL-
8. Proinflammatorische Zytokine regulieren ihrerseits die NADPH-Oxidase hoch und
erhdhen die ROS (Prasad 2019). AB bindet nicht nur an RAGE, sondern kann ihn auch
gleichermallen wie die AGEs aktivieren, was im Endothel zur Freisetzung von
Entziindungsmediatoren fihrt. In humanen arteriosklerotischen L&sionen wurden

erstaunlicherweise erhebliche Mengen an AR festgestellt. Obwohl man in diesen
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Lasionen sowohl grélkere Mengen an AGEs wie auch an A3 gefunden hat und A in vitro
gut AGE-modifizierbar ist, wurde bisher noch kein Nachweis fiir in vivo modifiziertes A3
in den Lasionen geflihrt. Es zeigte sich zudem ein signifikanter Anstieg der Spiegel von
RAGE im Hippocampus und inferioren frontalen Kortex bei postmortalen AD-Patienten
(Prasad 2019).

RAGE ist auf Neuronen und Mikrogliazellen nachweisbar. Das lasst einerseits eine
maogliche Beteiligung von AGEs bei der Entstehung oder im Verlauf der AD und
andererseits AGE-modifiziertes AB als pathophysiologische Verbindungskomponente im
Gefallsystem vermuten. Lipidoxidationsprodukte, aber auch Glykierungsmetabolite
modifizieren AB. Entsprechende AGE-Modifikationen dieser Metabolite werden in den
Alzheimer Plaques nachgewiesen (Fawver et al. 2012). Folgende Fakten lassen eine
enge funktionelle Interaktion zwischen AB und AGEs vermuten: (a) Beide binden an den
AGE-Rezeptor RAGE, (b) AB kann in vitro gut modifiziert werden, (c) AGE-
Modifikationen erhéhen den Aggregationsgrad von AR und (d) das AB-Peptid verfugt in
der Sequenz Uber mehrere Aminosauren als mdgliche ,Targets® der AGE-
Modifikationen, wie zum Beispiel Arginin 5, Lysin 16 und Lysin 28. AGEs kénnen mittels
biochemischer Methoden quantifiziert werden. Allerdings benétigt man fir diese
Methoden Probenmaterial, das invasiv beschafft werden muss (Gewebe- oder
Blutprobe). Sie sind aufgrund hoher Kosten, groRem Arbeitsaufwand und ihrer
Komplexitat fur den Einsatz im Rahmen klinischer Vorsorgeuntersuchungen nicht
geeignet. Erst durch die Entwicklung von fluoreszenzbasierten Hautscans ist die nicht
invasive Messung der AGEs im Gewebe Uber die Haut méglich, z.B. durch den AGE-
Reader Diagn-Optics (Meerwaldt et al. 2004). Diese Messmethode wurde in
unterschiedlichen Studien validiert. Eine deutliche Korrelation zwischen dem Alter der
Probanden und der in der Haut enthaltenen AGE-Menge wurde deutlich (Simm et al.
2008). Weiterhin konnte eine positive Korrelation zwischen der Haut-AGE-Fluoreszenz
und dem pathologischen Status der Patienten mit Diabetes mellitus festgestellt werden
(Genevieve et al. 2013). Die allgemeine Akkumulation der AGEs in allen Geweben ist
ein Biomarker des Alterns, der Uber die Hautfluoreszenz analysiert werden kann. Die

Leichtigkeit des Messverfahrens ermoéglicht auch den klinischen Einsatz.

Patienten mit Diabetes haben ein hdheres Risiko, an AD zu erkranken. Diabetes zeigt
einige pathologische Merkmale wie AD, z. B. beeintrachtigte Insulin-Signallibertragung,
erhdhten oxidativen Stress, erhdhte AB-Produktion, Tauopathie und zerebrovaskulare
Komplikationen. AGEs und RAGE kdnnen der Zusammenhang zwischen Diabetes und
AD sein. Storung der AGE-RAGE-Interaktion kann die Entwicklung von AD effektiv

verhindern. AGEs sind prooxidative Faktoren, die oxidativen Stress und neuronale
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Dysfunktion induzieren, der genaue Mechanismus bleibt unklar.
Glykogensynthasekinase-3 beta (GSK-3[3) ist eine potenzielle Verbindung zwischen
Diabetes und AD, seine tGbermaRige Aktivierung kann eine Hyperphosphorylierug von
Tau verursachen (Kong et al. 2020).

Carboxymethyllysin (CML) wurde vermehrt im Hippocampus, frontalen und temporalen
Kortex von Menschen mit AD und Diabetes mellitus Typ |l gefunden. Eine Anderung der
Nahrungsaufnahme von AGEs kann ggf. die Anhaufung von AD-Pathologien sowohl bei

AD als auch bei Diabetes mellitus Typ Il beeinflussen (Uribarri et al. 2020).
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2 Zielstellung

Die vorliegende Arbeit dient der Etablierung einer Methode zur méglichen
Friherkennung und Verlaufskontrolle von Alzheimer-Demenz. Wir stellen folgende
Hypothese auf: AGE-modifiziertes AR kommt in vivo vor, tragt signifikant zur Aggregation

des Peptides und deren pathologischen Effekten auf Neuronen und Endothelzellen bei.

Wissenschaftliche Daten Uber mdgliche AGE-Modifikationen des AR in vivo fehlen
bisher. Ein Problem des Nachweises von modifiziertem AR in vivo kénnte sein, dass viele
der verwendeten kommerziellen Antikérper das N-terminale Ende des Peptides
erkennen. In der dort vorhandenen Aminosauresequenz sind die beiden Lysine und das
Arginin die primaren Targets einer potenziellen Glykierung. So kénnte eine Modifikation
das Epitop fur die monoklonalen Antikérper maskieren. Wir mdéchten eine Methode
etablieren, wie in vivo CML-modifiziertes AR mittels FACS detektiert werden kann. Da
wir eine héhere AB-Konzentration im Liquor als im Blut erwarten, werden wir unseren

Assay zunéchst in Liquorproben etablieren.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

In den Tabellen 4 bis 9 werden die verwendeten Chemikalien, GroRenstandards und

Kits, Puffer und Lésungen, Gerate, Verbrauchsmaterialien, und

Datenverarbeitungsprogramme aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Aceton

Siegma-Aldrich®, (Steinheim)

Acrylamid 2K standard grade extrapure

AppliChem GmbH, (Darmstadt)

Acrylamid Lésung 40% (w/v)

Serva Electrophoresis GmbH,
(Heidelberg)

Amidoschwarz

Bio-Rad Laboratories, (Hercules, USA)

Ammoniumpersulfat (APS)

Serva Electrophoresis GmbH,
(Heidelberg)

6-amino-n-caproic-acid

Merck KgaA, (Darmstadt, Germany)

BD™ CBA Functional Bead A4

BD Biosciences, (Heidelberg)

Beta-Amyloid (1-42), Ultra pure, HFIP

AnaSpec, (Fremont, USA)

Bisacrylamid 2K standard grade extrapure

AppliChem GmbH, (Darmstadt)

Bromphenolblau

Bio-Rad Laboratories, (Hercules, USA)

BSA (Rinderserumalbumin Fraction V, pH 7.0)

AppliChem GmbH, (Darmstadt)

Cumarsaure

Siegma-Aldrich®, (Steinheim)

D (-) Ribose

Siegma-Aldrich®, (Steinheim)

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

SERVA Electrophoresis GmbH,
(Heidelberg)

1,4-Dithiothreitol (1M DTT)

Siegma-Aldrich®, (Steinheim)

Essigsaure Carl Roth GmbH+ Co (KG, Karlsruhe)
Ethanol Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
Formaldehyd (36,5%) Calbiochem®, (Darmstadt)

Glycerin Merck KGaA, (Darmstadt)

Glyoxal Solution

Fluka Analytical, Siegma-Aldrich®,
(Steinheim)

Luminol

Siegma-Aldrich®, (Steinheim

2-Mercaptoethanol

Siegma-Aldrich®, (Steinheim

Methanol

Siegma-Aldrich®, (Steinheim

Methylglyoxal Solution 40%

)
)
)
)

Siegma-Aldrich®, (Steinheim

Milchpulver

Carl Roth GmbH, (Karlsruhe)

N,N,N,N"-Tetramethylethylendiamin (Temed)

Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
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Fortsetzung Tabelle 4: Ubersicht (iber die verwendeten Chemikalien

Natriumazid Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
Natriumcarbonat (wasserfrei) Merck KgaA, (Darmstadt, Germany)
Natriumchlorid AppliChem GmbH, (Darmstadt)
Natriumdesoxycholat Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
Natriumdodecylsulfat /sodium dodecyl sulfate | Serva Electrophoresis GmbH,
(SDS) (Heidelberg)
Natriumhydrogencarbonat Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
Natriumthiosulfat (wasserfrei) AppliChem GmbH, (Darmstadt)
N-Ethylmaleimide (NEM) Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
Nonidet® P40 Substitute (NP-40), Ultrapure Thermo  Fisher (Kandel) = GmbH,
(Karlsruhe)
Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 Invitrogen GIBCO, (Auckland, NZ)
2-Propanol Siegma-Aldrich®, (Steinheim)
Silbernitrat AppliChem GmbH, (Darmstadt)
1-Step ™ Ultra TMB-ELISA Thermo Scientific (Rockford, USA)
Sulfosuccinimidyl 4-[N- Thermo Scientific (Rockford, USA)

maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate
(Sulfo-SMCC)

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent | Thermo Scientific (Rockford, USA)

Substrate

Trichloressigsaure 100% (TCA) Fluka BioChemika (Buchs, CHE)
Tricin Carl Roth GmbH, (Karlsruhe)

Tris ultrapure AppliChem GmbH, (Darmstadt)
Tween® 20 Siegma-Aldrich®, (Steinheim)

Urea Calbiochem®, (Darmstadt)
Wasserstoffperoxid, 30% Universitatsapotheke, (Halle/Saale)

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten GréRenstandards und Kits

Lightning-Link™ B-Phycoerythrin Innova Biosciences (Cambridge, UK)
Conjugation Kit

Marker: ProSieve® QuadColor™ Protein Lonza, (Rockland,ME)

Marker 4.6-300kDa

MultiMark® invitrogen™, (Carlsbad, USA)

Page Ruler™ Prestained Ladder Thermo Fisher Scientific, (Waltham, USA)
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Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und Lésungen. Alle Lésungen wurden, sofern

nicht anders angegeben, mit Reinstwasser aus einer MilliQ® Reinstwasseranlage hergestellt.

Acrylamid-Bisacrylamid-3 (AB-3)
49,5% T,3%C

Acrylamid-Bisacrylamid-6 (AB-6)
49,5% T,6% C

25% (v/v) 2-Propanol

10% (v/v) Essigsaure

9,6 g Acrylamid 9,3 g Acrylamid

0,3 g Bisacrylamid 0,6 g Bisacrylamid

In 20 ml H20 In 20 ml H20
Amidoschwarz Arbeitspuffer FACS
0,1% (w/v) Amidoschwarz 1x PBS

0,1% (v/v) Tween® 20

0,1 M Tris/HCI, pH 8,5

BD ™ Cytometric Bead Array (CBA) BSA-Losung

Functional Bead Conjugation Buffer Set 1% (w/v) BSA

BD Biosciences (San Diego, USA) Ad TBS-T

Coating Buffer fir ELISA, pH 9,6 Gelpuffer (3x), pH 8,45
15 mM Na2COs 3M Tris

35 mM NaHCO3 1M HCI

0,1% Natriumazid 0,3% SDS
Luminol-Substrat 5x RIPA (Radio-Immunoprecipitation-
2,5 mM Luminol Assay), pH 8.0

400 yM Cumarsaure 0.25 M Tris

0,1 M Tris/HCI, pH 8,5 0.75 M NaCl

1% DMSO (v/v) 5% NP40

1:1 gemischt mit: 2.5% Natriumdesoxycholat
5,4 mM H202 0.5% SDS

Sammelgelpuffer, pH 6,8
1 M Tris/HCI

5x SDS-Ladepuffer, pH 6,8
1 M Tris/HCI

25% (v/v) 2-Mercaptoethanol
50% (v/v) Glycerol

10% (w/v) SDS

1 mg Bromphenolblau
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Fortsetzung Tabelle 6: Ubersicht (iber die verwendeten Puffer und Lésungen. Alle Lésungen
wurden, sofern nicht anders angegeben, mit Reinstwasser aus einer MilliQ®

Reinstwasseranlage hergestellt.

Silberfarbung-Stock-Losungen:
50% TCA-Stock

Silberfarbung-Lésungen:

Fixierungslosung (Losung 1)

1,1 mlI TCA 25 ml Aceton
0,4 ml ddH20 1,25 ml TCA-Stock
10% Na2S203-Stock Vorbehandlung (Lésung 2)
0,055 g Naz2S20s3 25 ml Aceton
0,5 ml ddH20 25 ml ddH20
20% AgNOs-Stock Vorbehandlung (Losung 3)
0,57 g AgNOs 83,33 pl NazS203-Stock
0,66 ml ddH20 50 ml ddH20
Impréagnierung (Lésung 4)
0,66 ml AgNOs-Stock
50 ml ddH20
0,5 ml HCHO
Entwicklung (Losung 5)
1 g Naz:COs
20,8 yl HCHO
20,8 ul Na2S203-Stock
50 ml ddH20
Stopp-Losung (Lésung 6)
0,5 ml Eisessig
50 ml ddH20
1x TBS, pH 7,6 1x TBS-T, pH 7,6
10 mM Tris/HCI 10 mM Tris/HCI
150 mM NaCl 150 mM NaCl

0,1% (v/v) Tween® 20

Transferpuffer 1, pH 10,4

0,3 M Tris (150 ml 1M Tris pH 10,4)
10% Methanol (50 ml)

ddH20 (300 ml)

Transferpuffer 2, pH 10,4

25 mM Tris (12,5 ml 1M Tris pH 10,4)
10% Methanol (50 ml)

ddH20 (437,5 ml)

Transferpuffer 3, pH 9,4

25 mM Tris (12,5 ml 1M Tris pH 9,4)
10% Methanol (50 ml)

40 mM 6-amino-n-caproic-acid (2,3 g)
ddH20 (437,5 ml)

Trenngelpuffer, pH 8,8
1,5 M Tris/HCI
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Fortsetzung Tabelle 6: Ubersicht (iber die verwendeten Puffer und Lésungen. Alle Lésungen
wurden, sofern nicht anders angegeben, mit Reinstwasser aus einer MilliQ®

Reinstwasseranlage hergestellt.

1x Tris-Glycin-Laufpuffer, pH 8,3
25 mM Tris

192mM Glycin

0,1% SDS

1x Tris-Tricin-Laufpuffer, pH 8,3
100mM Tris

100mM Tricin

0,1% SDS

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Geréte

Biofuge fresco

Heraeus Instruments GmbH, (Gera)

Blotkammer (SemiDry)

Bio-Rad, (Minchen)

Feinwaage Sartorius BP210S
Feinwaage Sartorius TE1502S

Feinwaage Sartorius portable

Sartorius AG, (Géttingen)

Flow Cytometer C6 accuri®

BD Biosciences, (Heidelberg)

FLUOstar Optima

BMG Labortechnologies, (Offenburg)

Forschungspipetten 0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl, 500-5000 pl

Eppendorf AG (Hamburg)

Gelkammer (SDS-PAGE)

Bio-Rad, (Miinchen)

Image Reader LAS-3000

Fujifilm, Raytest GmbH, (Straubenhardt)

Microprocessor pH-Meter

WTW, (Weilheim)

Mini Fold® Spot-Blotteinheit

Schleicher & Schuell, (Dassel)

Mini Protean 3 System Glas Plates

Bio-Rad, (Munchen)

Reinstwasseranlage Milli-Q® Biocel

Millipore GmbH, (Schwalbach)

Roller mixer SRT9D

Stuart®, (Staffordshire, UK)

Ruhrer

IKA RH® basic 2, (Staufen)

Sonorex Digital 10 P (Ultraschallgerat)

Bandelin electronic, (Berlin)

Spannungsquelle

Bio-Rad, (Munchen)

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, (Hamburg)

Titramax 1000

Heidolph Instruments, (Schwabach)

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, (Bohemia,USA)

Warmeschrank Function Line

Heraeus Instruments GmbH, (Gera)

Zentrifugen

SORVALL® Heraeus (Gottingen)
Biofuge Stratos
BGR 500/BGR 261
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Bio-Rad-Spin Column Bio-Rad Laboratories, (Hercules, USA)
ELISA-Platte, Microlon, 96 K Greiner bio-one, (Neuburg)

F-Form, Bindungskap.: mittel

Extra Thick Blot Paper Bio-Rad Laboratories, (Hercules, USA)
Gel Blotting Papier Whatman® Protran® (Dassel)
Immobilien®-P-Transfer membrane (0,45 um) | Millipore GmbH, (Schwalbach)
Mikrotiterplatte 96/U-PP, black wells Eppendorf AG, (Hamburg)
Pipettierspitzen

1-1000 pl Alpha Laboratories, (Leipzig)

0,5-10 pl Biozym Scientific GmbH, (Hess. Oldendorf)
10 ul Eppendorf ep T.I.P.S, (Hamburg)

1000 pl und 5000 pl
Polystyrene Round-Bottom Tube (5 ml, | Falcon®, (Heidelberg)

FACS-Tube)
Tubes 0,5-2 ml Eppendorf AG, (Hamburg)
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml Techno Plastic Products AG, (Trasadingen,

Schweiz)

Tabelle 9: Ubersicht tiber die verwendeten Datenverarbeitungsprogramme

AIDA Image Analyzer v.3.51 Raytest, (Straubenhardt)
Microsoft Office 2010 Microsoft Deutschland GmbH,

(Unterschleil3heim)

3.1.1 Assay zum Nachweis fluoreszenz-markierter Anti-AGEs-Antikorper

In der vorliegenden Arbeitsreihe soll ein neuer selbst entwickelter Alzheimer-Test, der
maoglicherweise auch milde Formen der kognitiven Dysfunktion erkennt, etabliert

werden.

Um dieses Vorhaben zu erreichen, wird ein Anti-AB-Antikdrper an kommerziell zur
Verfligung stehende Beads konjugiert. CML-spezifische Antikérper werden
fluoreszenzmarkiert und sind tUber den Nachweis der CML- Modifikation von den an
Beads gebundenem AR mittels Durchflusszytometrie zu quantifizieren (s. Abbildung 5).
Zur Eintestung der Methode wird kaufliches AR verwendet, das von uns durch eine
Behandlung mit Dicarbonylen bzw. verschiedenen Zuckern AGE modifiziert wird. Mittels
Westernblot und ELISA wird die Selektivitat und Sensitivitat von Antikdrpern gegen
Amyloid-beta in Abhangigkeit von der AGE-Modifikation Uberpruft.
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1. Schritt

Bead AGE- Amyloid-B Peptid

konjugiert mit modifiziertes gebunden an Anti- AR

Anti-AB Amyloid-B 38/40/42-Ak konjugiertes
Peptid Bead

=+ —_—
C
2. Schritt , :
Amyloid-B Peptid PE-konjugierte Durchflusszytomerie:
gebunden an Anti- AR Anti-CML Ak Detektion von CML-
38/40/42-Ak konjugiertes modifiziertem AB
Bead

2
c

< + ¥ I = < N
A A

Abbildung 5: Detektion von CML-modifiziertem AB mittels der CBA-Methode.

3.1.2 Patientenkollektiv und Liquorproben

Die vorliegende Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt (2013-78,
Schreiben der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Halle (Saale) vom 8.1.2014).
Fir die Studie wurden 30 Liquorproben als Gelegenheitsstichprobe von der Kilinik flr
Neurologie der BG Kliniken Bergmannstrost bzw. von der Klinik und Poliklinik flr
Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik an der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg zur Verfigung gestellt. Nach der Durchfihrung erforderlicher
Diagnostikuntersuchungen der Liquorproben der Patienten im Labor sind die
eingefrorenen Reste dieser Proben im Labor der Herz- und Thoraxchirurgie der Martin-
Luther-Universitat zwecks dieser Studie weiter untersucht worden. Es wurden 2
Patientengruppen definiert: Eine Patientengruppe mit klinisch bestatigter Diagnose
Alzheimer-Demenz nach den Kriterien von ICD-10, DSM-IV und NINCDS-ADRDA und

eine Kontrollgruppe ohne ausgepragte kognitive Einschrankungen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Modifizierung von AB und Liquor in vitro

1 mg AB1-42 (zur Vereinfachung wird folgend AB1-42 als AB bezeichnet) wurde in 1 ml
PBS gel6st. Damit AB als Monomer vorliegt, wurde die so geldste AR-Lésung 1 min lang
mittels Ultraschall behandelt. Anschlieliend wurden jeweils 150 pl Aliquots von AR mit
10 mM Glyoxal und 10 mM Methylglyoxal bei 37°C auf dem Thermoblock inkubiert. Zu
den Zeitpunkten 0 min, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h, 40 h, 72 h und 96 h wurden jeweils
1 ul von modifiziertem und unmodifiziertem AR zu 9 ul PBS gegeben und bei -80°C
eingefroren. Fur die Modifizierung von Liquor wurden 200 ul Liquor mit 10 uM Glyoxal
flr 24 h bei 37°C auf dem Thermoblock inkubiert, anschlieffiend zu 50 ul aliquotiert und

bei -80°C eingefroren.

3.2.2 AGE-Fluoreszenzmessung

Vor dem Einfrieren der Proben fir weitere Untersuchungen bei -80°C wurden die AGE-
Modifikationen am AB zu den oben genannten Zeitpunkten mittels Fluoreszenzanalytik
gemessen. Die Analysen der Proben in einem Endvolumen von 150 ul erfolgten in
schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatten am FluoStar Optima. Zur Bestimmung der totalen
AGE-Fluoreszenz erfolgte eine Messung bei einer Anregungswellenlange von 360 nm
und einer Emissionswellenlange von 440 nm (Schmitt et al. 2005; Sell und Monnier
1989).

3.2.3 Tris-Tricin- und Tris-Glycin-Gele

Wir verwendeten fur die Trennung von AB und seiner Modifikationen Tris-Tricingele
(Schagger und Jagow 1987), die sich fur die Auftrennung der Proteine mit einem
Molekulargewicht <30 kDa besser als ein Tris-Glycin-Gel eignen. Um hochmolekulare
Aggregate des AB-Peptides mittels PAGE zu trennen, benutzten wir Tris-Glycin-Gele (s.

Tabelle 11). Die Tris-Tricin-Gele wurden nach dem Schema in Tabelle 10 pipettiert.
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Tabelle 10: Tris-Tricin-Polyacrylamidgel-Zusammensetzung

Trenngel: 5 ml

Spacergel: 2 ml

Sammelgel: 2 ml

Urea

AB
Acrylamid/Bisacrylamid
AB
Acrylamid/Bisacrylamid
Gelpuffer 3x

ddH,0

APS 10% (w/v)

Temed

30% Acrylamid

1 M Tris/HCI, pH 6,8

SDS 10% (wiv)

1,08 g

1,7 ml (49,5% T, 6%
C)

1,7 ml
0,75 ml
16,7 pl

1,7 ul

400 pl (49,5% T, | -

3%C)

667 pl
933 yl
10 pl

1ul

1,4 ml

0,02 ml

0,002 ml

0,33 ml

0,25 mi

0,02 ml

Tabelle 11: Tris-Glycin-Polyacrylamidgel-Zusammensetzung

Trenngel 10%

Sammelgel 5%

ddH20

Acrylamid/Bisacrylamid
37,5:1%

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
1 M Tris/HCI, pH 6,8
SDS 10% (wiv)

APS 10% (w/v)

TEMED

4 ml

3,3 ml

2,5ml

0,1ml

0,1 mi

0,004 mi

2,1ml

0,5ml

0,38 ml

0,03 ml

0,03 ml

0,003 ml
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Tris-Tricin-Gele bzw. Tris-Glycin-Gele liefen mit dem entsprechenden Puffer (s. Tabelle

6: Puffer und Losungen).

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli

Die unmodifizierten und modifizierten ApR-Proben wurden in einer diskontinuierlichen
SDS-PAGE (Laemmli 1970) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Auf die Proben
(je 1,25 ug der unmodifizierten und modifizierten AB) sind 2 ul 5x SDS-Ladepuffer /
Verhaltnis 1:5 (v/v) und 3 ul H2O zu einem Endvolumen von 10 ul gegeben worden. Der
Denaturierungsvorgang erfolgte auf einem Thermomixer bei 95°C und 350 rpm flir 5 min.
Die Proben wurden flr kurze Zeit auf Eis zwischengelagert und vor dem Auftragen im
Schuttelgerat durchmischt. Die AB-Proben wurden einmal nach einer 10-minttigen
Ultraschallbehandlung (5 cycle, 10% Power) und einmal ohne Ultraschallbehandlung auf
ein 10%-iges Gel (Tabelle 11) aufgetragen. Auf dem Gel wurden zusatzlich 2 yl Page
Ruler Marker aufgetragen. Die Proben sind beim Tris-Tricin-Gel mit einer Spannung von
25 V und einer Stromstarke von 60 mA nach 45 min aufgetrennt worden. Beim Tris-
Glycin-Gel sind sie bei einer Spannung von 60 V und einer Stromstarke von 75 mA in
das Sammelgel eingelaufen und bei einer konstanten Spannung von 130 V aufgetrennt

worden.

3.2.5 Western Blot und Slot-Blot

Auf die elektrophoretische Trennung der Proben folgte der Transfer dieser auf eine
PVDF-Membran (Towbin et al. 1979). Das Semidry-Blot-System wurde ,wie ein
Sandwich® anodenseitig folgendermallen zusammengebaut (Abbildung 6): Ein dickes
Filterpapier getrankt in Transferpuffer |, ein dickes Filterpapier getrankt in Transferpuffer
[I, PVDF-Membran aktiviert in Methanol, gespult mit H,O und getrankt in Transferpuffer
I, Gel, ein dickes Filterpapier getrankt in Transferpuffer Ill. Beim Elektrotransfer wurde

ein elektrischer Strom von 1,2 mA/cm? fir 60-90 min verwendet.
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Kathode (-}

1x Filterpapierin Transferpufferlll

Gel
Membran

1x Filterpapierin Transferpuffer||
1x Filterpapierin Transferpuffer|

Anode (+)

Abbildung 6: Aufbau des Semidry-Blot-Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH Deutschland 2010)

FUr den Transfer der Proben mittels Slot-Blot auf die Membran benutzten wir eine Slot-
Blot-Apparatur. Diese ist aus zwei Modulen mit einer dazwischenliegenden
Transfermembran aufgebaut. Im oberen Modul befinden sich langliche (Slot-Blot)
Probentaschen, die eine einfache Ubertragung der Proben ohne ihr Vermischen
ermoglichen. Das untere Modul liegt auf einer Auffangschale und ist mit einer
Vakuumpumpe verbunden. Durch Erzeugen eines Unterdrucks werden die Proben
durch die Membran gesaugt und fixiert (Abbildung 7).

Slotfir
Probenauftragung

Oberes Modul
mit
Probentaschen

IMembran -
Fiterpapiar

Unteres Modul
mit
Auffangschale

Anschluss fir die
Vakuumpumpe

Abbildung 7: Aufbau des Slot-Blots (Eigenaufnahme, 2016)

Die PVDF-Transfermembran (Porengréf3e 0,45 um) wurde vor dem Versuchsstart in

Methanol aktiviert, danach in destilliertem Wasser gewaschen und anschlieRend in PBS

26



getrankt. Ein in PBS eingeweichtes Filterpapier wurde unter die Membran gebracht. Die
Probentaschen wurden zunachst mit 200 yl PBS gesplilt, danach wurden die Proben
(AB ohne Inkubation: 1 ug mit 150 ul PBS, unmodifiziertes und modifiziertes AR nach 24
h-Inkubation: je 1,25 ug mit 150 ul PBS) in die Taschen aufgetragen.

3.2.6 Immunodetektion

Nach einem Westernblot bzw. Slot-Blot wurden die Proteine auf der Membran mit Hilfe
von Antikérpern immunologisch detektiert. Eine Farbung der Membran mit
Amidoschwarz diente der Prifung der Beladung der Membran. Danach wurde die
gefarbte Membran mit TBS-T 0,1% Tween vollstandig entfarbt. Die unspezifischen
Bindungsstellen wurden mit 1%iger BSA-L6sung fiur 60 min bei Raumtemperatur bzw.
mit 5%igem Milchpulver (geldst in TBS-T) fur 2h blockiert. AnschlieRend wurde die
Membran mit primaren Antikérpern (Tabelle 12) fir 60 min bei Raumtemperatur bzw.
Uber Nacht im Kuhlraum inkubiert. Der Waschvorgang wurde 5 x fur 5 min mit TBS-T
vollzogen. Hierauf folgte die Inkubation mit Peroxidase-gebundenen sekundaren
Antikérpern (Tabelle 13) fir 1 h bei Raumtemperatur. Danach ist der Waschvorgang
wieder 5 x fir 5 min mit TBS-T und 1 x fir 5 min mit TBS durchgefihrt worden. Die
Immunodetektion erfolgte per Chemilumineszenz mit einem selbsthergestellten Luminol-
Substrat am Image Reader LAS 3000. Mit Hilfe der Software AIDA V.3.51 wurden die

Chemilumineszenz-Signale ausgewertet.

Tabelle 12: Primére Antikérper fiir die Immunodetektion

Priméare Antikorper Spezies Epitop Verdiinnung | Firma
C-terminale-Ak Maus AB (C- | 1:500 Nanotools
Klon: 8G7 terminus) (Teningen)
N-terminale-Ak Klon: | Maus AB (3-8) 1:500 Hiss Diagnostics
6E10 GmbH (Freiburg)
Anti-Abeta 38/40/42 | Kaninchen | AB (4-16) 1:1000 SYSY (Géttingen)
CML 2868 Kaninchen | CML 1:1000 Herz- und
Thoraxchirurgie,
Universitatsklinik
Halle (Saale)
Argpyrimidin/6B-Ak | Maus Argpyrimidin | 1:1000 BioLogo
(Kronshagen)
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Tabelle 13: Sekundére Antikérper fiir die Immunodetektion

Sekundare Spezies | Verdiinnung | Firma

Antikorper

Anti-Maus, Ziege 1:10000 Jackson ImmunoResearch, USA
HRP*-konjugiert

Anti-Kaninchen, Ziege 1:10000 Jackson ImmunoResearch, USA
HRP*-konjugiert

FITC Goat Anti-| Ziege 1:100 BD Biosciences, (Heidelberg)
Rabbit IgG

*HRP: horseradish peroxidase
3.2.7 Silberfarbung der Polyacrylamidgele

Fur die Silberfarbung wurde nach der modifizierten Blums Silberfarbung (Nesterenko et
al. 1994) vorgegangen. Alle Schritte wurden nach der Tabelle 14 in sauberen

Plastikbehaltern auf einem Shaker bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Tabelle 14: Ablauf der Silberfarbung

Schritt | Ablauf Losungen Zeit

1 Fixierung Losung 1 5 min
2 Spdlen ddH20 3x5s
3 Waschen ddH20 5 min
4 Spulen ddH>O 3x5s
5 Vorbehandlung Losung 2 5 min
6 Vorbehandlung Lésung 3 1 min
7 Spllen ddH.O 3x5s
8 Impragnierung Lésung 4 8 min
9 Spllen ddH.O 2x5s
10 Entwicklung Lésung 5 10 — 20 s oder langer
11 Stopp Lésung 6 30s
12 Spulen ddH.O 10s

3.2.8 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Um zu erfahren, mit welchem Antikérper die Beads konjugiert werden sollten, wurde
zusatzlich zum Slot- und Western-Blot ein ELISA-Verfahren (Engvall und Perlmann

1971) hinzugezogen. In Tabelle 15 sind die Ak mit jeweiligen Verdinnungen aufgelistet.
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Es wurden 1,25 ug AB nach 24 h- und 96 h-Inkubationszeit bei 37°C auf eine ELISA-
Mikrotiterplatte mit 96 Wells gegeben. Auf alle Proben wurden 50 ul coating buffer
hinzugefiigt. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4°C und 750 rpm auf dem Schiittler
gelagert. Am nachsten Tag folgte das Waschen der Platte jeweils viermal kurz mit 200
pl PBS. AnschlieRend wurden die Proben mit 200 ul 5%-igem Milchpulver gel6st in PBS
(Blockingpuffer) fur 2 h blockiert. Der C-terminale- bzw. der N-terminale-Ak wurden (s.
Tabelle 15) fur 2 h auf die Wells gegeben. Die Proben wurden wieder viermal mit je 200
pl PBS gewaschen. Der Sekundar-Ak mit einer Verdiinnung von 1:10000 (s. Tabelle 13)
in Blockingpuffer wurde fir 1 h auf die Proben gegeben. Im Anschluss erfolgte wieder
ein viermaliger Waschgang mit je 200 pl PBS. Die Proben wurden mit je 50 pl 1-Step™
Ultra TMB-ELISA bis zu 30 min detektiert, danach wurde die Reaktion mit 50 pyl 1M
H2.SO4 gestoppt. Die Absorption wurde am FLUOstar Optima bei 450 nm gemessen.

Tabelle 15: Primére Antikérper fiir ELISA

Priméare Spezies Epitop Verdiinnung | Firma

Antikorper

C-terminale-Ak | Maus AB (C- 1:500 Antibodies  online

Klon:CA9 10C11 terminus) GmbH (Aachen)

N-terminale-Ak | Maus AB (3-8) 1:500 Hiss  Diagnostics

6E10 GmbH (Freiburg)

N-terminale-Ak | Maus AB (18-22) 1:500 Hiss  Diagnostics

4G8 GmbH (Freiburg)

AB NT78 Kaninchen 1:75 SYSY (Géttingen)

AB NT244 Kaninchen 1:75 SYSY (Géttingen)

ApB 88B12 Kaninchen 1:75 SYSY (Géttingen)

Anti-Abeta Kaninchen | AB (4-16) 1:75 SYSY (Géttingen)

38/40/42

CML 2868 Kaninchen | CML 1:75 Herz- und
Thoraxchirurgie,
Universitatsklinikum
Halle (Saale)

Argpyrimidin/6B | Maus Argpyrimidin | 1:100 BioLogo

_Ak (Kronshagen)

3.2.9 Kopplung der Beads mit Anti-AB-Antikorper

Die folgenden Schritte dienten der Vorbereitung fiir die Durchflusszytometrie-Tests. Zur

Vorbereitung der Beads wurden die gekauften Funktionsbeads fir 30 s gevortext. 75 pl
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der Beads wurden in ein Mikrozentrifugen-Tube gegeben und durch eine Alufolie vor
Licht geschiitzt. Die Beads wurden fir eine Minute mit Ultraschall behandelt.
Anschliellend wurde 1,9 yl 1M DTT zu den Beads hinzugefligt, flr 5 s gevortext und fir
1 him Thermomixer bei 500 rpm und Raumtemperatur geschittelt. 1 ml Kopplungspuffer
wurde zu den Beads hinzugegeben und fiir 5 s gevortext. Die Beads wurden insgesamt
3 x fur 3 Min bei 900xg zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das verbliebene Pellet

wurde mit 20 ul Kopplungspuffer resuspendiert.

90 ul Anti-AB-Antikérper (1mg/ml) wurden nach Herstellerangaben in PBS vorbereitet.
Im nachsten Schritt wurde 2 mg Sulfo-SMCC Stocklésung frisch in 1 ml HPLC-HO
geloést. 2 yl von dem Sulfo-SMCC wurden zum AB-Ak hinzugefiigt und fir 5 Min
gevortext. Die hergestellte Loésung wurde fir 1 h bei Raumtemperatur lichtgeschitzt im
Thermomixer bei 500 rpm geschittelt. Nach einstlindiger Inkubation wurden die
Komponenten, die nicht reagiert hatten, wie folgt entfernt: Eine Bio-Rad Spin Saule
wurde zweimal mit Kopplungspuffer gespiilt. Danach wurde die Saule in ein Réhrchen
gestellt und flr 2 Min bei 1000xg zentrifugiert. Anschlie’end wurde die Saule in ein
neues Rohrchen gestellt und die Mischung von Anti-AB-Ak und Sulfo-SMCC auf die
Saule gegeben. Damit der Anti-AB-Ak in den Kopplungspuffer transferiert wird, wurde fir
2 min bei 1000xg zentrifugiert und zum Schluss die Saule verworfen. Danach wurde der
Anti-AB-Antikdrper zu den funktionalen Beads hinzugegeben, fiir 5 s gevortext und fir 1
h lichtgeschutzt bei Raumtemperatur im Thermomixer bei 500 rpm geschuttelt.
Anschlieend wurde 2 mg NEM in 1 ml DMSO gel6st, 2 yl NEM zu den Beads und Anti-
AB-Ak hinzugefigt, fir 5 s gevortext und fur 15 Min auf dem Schuttler inkubiert. 1 ml
Aufbewahrungspuffer wurde zu der Lésung gegeben, fur 3 Min bei 900xg zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Der letzte Schritt wurde 3 x wiederholt. Das Bead Pellet
wurde in 0,5 ml Aufbewahrungspuffer resuspendiert. Die Konzentration der Beads
betragt 6x10° Beads/ml. Die Beads konnen lichtgeschiitzt im Kiihlschrank bei 4°C
aufbewahrt werden und kénnen fir 1 Jahr benutzt werden. Um zu Uberprifen, ob der AR
-Ak an die Beads gekoppelt war, wurde wie in Abbildung 8 dargestellt vorgegangen. Eine
mittlere Fluoreszenzintensitatsdifferenz zwischen den Proben ohne und mit FITC-

konjugierten Akn von Uber 500 zeigt, dass die Beads gut gekoppelt sind.
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opl mit Anti-Ag-Antikorper konjugierte Beads

|+.

245 pl PBS
(Stock Losung)

¢_{—L>

50 pl Stocklésung 50 pl Stockldsung
+ 50 pl PBS +50 yl PBS

+ 1 pl Anti-Kaninchen-FITC-Konjugierte AK
30 min Inkubation beim Raumtemperatur

Waschen mit PBS

l

Analyse mittels Durchflusszvtometrie
Abbildung 8: Ablauf zur Uberpriifung der Kopplung der Beads an die AB-Ak

3.2.10 Markierung der CML-Antikorper mit Lightning-Link™ B-Phycoerythrin
Conjugation Kit

30 ul gereinigter CML-Antikérper 2868 (1ug/1ul) wurden zwecks einer Konjugation zu 3
pl LL-Modifier Reagenz zugegeben und resuspendiert. Die Inkubation erfolgte fir 4 h
lichtgeschitzt bei Zimmertemperatur. 3 pl LL-Quentscher Reagenz wurden

hinzugegeben und nach 30 min Inkubation war das Reagenz einsatzbereit.

3.2.11 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Analysen

Die unmodifizierten und modifizierten AB-Proben verschiedener Volumina (1 pl, 3 pl, 5
I, 9 ul) wurden nach 24 h bzw. 96 h Inkubation bei 37°C mit 40 ul Arbeitspuffer zu den
Beads (5 ul, 3 pl, 1 pl) zu einem Endvolumen von 50 pl zusammengeflgt. Die Inkubation
der Proben wurde 1 h lang bei 600 rpm und Raumtemperatur auf dem Schiittler
durchgefuhrt. Hiernach ist 300 ul Arbeitspuffer auf die Proben gegeben worden, 3 min
wurden diese bei 5000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 5 yl CML-PE-Ak
(1 pg/ml), geldst in 50 pl Arbeitspuffer, wurden in unterschiedlicher Verdiinnung (1:1000,
1:5000, 1:7500, 1:10000) auf die Proben gegeben. Im Anschluss sind die Proben 1 h bei
600 rpm und Raumtemperatur auf dem Schdttler inkubiert worden. Hinzugefigt wurden
200 ul Arbeitspuffer, die Proben wurden 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Auf die Proben wurden 250 pl PBS gegeben und per FACS-

Analyse am Accuri Flow cytometer (BD Biosciences) untersucht.
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Im Falle von Liquor-Analysen wurden verschiedene Mengen von Liquor, Beads und Ak-
Verdiinnungen benutzt und inkubiert. Das beste daraus resultierte Protokoll wurde fir

die Messung des Patientenmaterials benutzt (s. Ergebnisse).

3.2.12 Statistik

Nach der Prifung Gber eine Normalverteilung der Werte fir CML-modifiziertes AB in der
AD- und Kontrollgruppe wurde ein T-Test durchgeflihrt. Die statistische und grafische
Auswertung der Ergebnisse erfolgte nach der Bearbeitung der Rohdaten mit Microsoft
Office Excel 2010 und mit der statistischen Software Medcalc, Version 19.8, um
signifikante Differenzen zu ermitteln. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5%

(p < 0,05) wurde als Signifikanzgrenze zugrunde gelegt.
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4 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war eine Methode fiir die Detektion von AGE-Modifikationen, v.a.
CML, am Amyloid B-Peptid zu etablieren. Die etablierte Methode sollte dann im Liquor
von AD-Patienten und Kontroll-Patienten als ein mdgliches diagnostisches Verfahren
getestet werden. Um die Methode zu etablieren, wurde zuerst synthetisches Amyloid-3-
Peptid mit AGE-Induktoren (Glyoxal fir CML, Methylglyoxal flr Argpyrimidin) modifiziert.
Die Modifikationen am AB-Peptid durch GO bzw. MGO wurden durch Messung der
AGEs-intrinsischen Fluoreszenz verfolgt. Es ist wichtig zu erwahnen, dass CML selbst
ein nicht fluoreszierendes AGE ist und damit mittels Fluoreszenzmessung nicht zu
detektieren ist. Fluoreszierende AGEs kdnnen durch zwei Fluoreszenzen charakterisiert
werden: Die erste Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlage von 360 nm und einer
Emissionswellenlange von 440 nm, sowie die zweite Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenlange von 330 nm und einer Emissionswellenlange von 405 nm,
dienten der Detektion der AGE-Modifikationen Pentosidin und Argpyrimidin. In Abbildung
9 sind die Modifikationen CML und Argpyrimidin dargestellt.

COOH OH

|
CH, CHs\l/\/CHs
N N

NH A\

| s
(C|H2)4 |

_ Arg

—Lysine—
N(a)-(Carboxymethyl)lysin (CML) Argpyrimidin

Abbildung 9: N(a)-(Carboxymethyl)lysin (CML) und Argpyrimidin

41 AGE-Fluoreszenzmessung nach verschiedenen Zeitpunkten

Bevor die unmodifizierten und modifizierten A -Proben fir weitere Untersuchungen bei
-80° C eingefroren wurden, erfolgte die Messung der Fluoreszenzen der AGE-
Modifikationen am AR zu verschiedenen Zeitpunkten. Zunachst wurde nach 24 h-
Inkubation der Proben bei 37°C die AGE-spezifische Fluoreszenz bei 360/440 nm
(Anregungs-/Emissionswellenlange) und zusatzlich die Fluoreszenz bei 330/405 nm
spezifisch flr Argpyrimidin und Pentosidin gemessen (Abbildung 10, n=3). Die Abbildung
10 zeigt, dass unmodifiziertes AB allein nach 24 h-Inkubation eine geringe Auto-

Fluoreszenz zeigt. Da CML, wie oben erwahnt, nicht fluoresziert, sind die Fluoreszenzen
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im Vergleich zu unmodifiziertem AB nahezu gleich. AB-Methylglyoxal (MGO) zeigt eine

2,3-fach erhdhte Fluoreszenz gegentiber dem unmodifizierten ApB.

Ab-AGE-Modifikation nach 24h-Inkubation bei 37°C
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Abbildung 10: Fluoreszenzmessung der AB-AGE-Modifikationen nach 24h-Inkubation

Die Temperatur und die Konzentration der AGE-Induktoren sind u.a. Faktoren, die die
Schnelligkeit der AGE-Bildungsreaktion beeinflussen. Um eine schnellere Bildung der
AGEs zu ermdglichen, haben wir das AB-Peptid bei 50°C mit 10 mM GO und MGO fur
96 h inkubiert. Die totale AGE-Fluoreszenz im Laufe der 96 h wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten bei 360/440 nm gemessen. Wie zu erwarten, blieb die Fluoreszenz von A
unmodifiziert und die von AB-GO unverandert. Abbildung 11 zeigt, dass die Fluoreszenz
bei AR -MGO ab 8 h Inkubation kontinuierlich steigt.
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Abbildung 11: Fluoreszenz-Zeitkurve der AB -AGE-Modifikationen bei 50°C-Inkubation

4.2 Unmodifizierte und modifizierte AB-Detektion im Westernblot und

Silberfarbung

Da CML ein nicht fluoreszierendes AGE ist, kann eine Messung der Fluoreszenz nach
der Inkubation von AB-Peptid mit Glyoxal keine Auskunft Uber die Existenz von CML
geben. Deswegen wurde CML am AB-Peptid mittels Westernblot detektiert. Da AB ein
Molekulargewicht von ca. 4 kDa hat, verwendeten wir fir die Trennung des Peptides
17%ige Tris-Tricin-Gele. Abbildung 12 (n=3) zeigt das Ergebnis des Westernblots mit 1
Mg AB ohne Inkubation und je 1,25 pg unmodifiziertes und modifiziertes AB nach 24h
Inkubation mit AGE-Induktoren. Als Primar-Ak wurde ein N-terminaler Ak (Klon 6E10)
benutzt. Nach 24 h Inkubation des Peptides bei 37°C zeigt AB unabhangig von AGE-
Induktoren einen so starken Aggregationsgrad, dass keine Banden auf der Membran
detektierbar sind, da die groRen Oligomere nicht ins Gel hineinlaufen. Fir das AB-Peptid
ist die Bildung von AB-Oligomeren und gréReren Aggregaten bekannt (Lee et al. 2016).
Wir konnten nur beim AB ohne Inkubation Banden - die Monomeren, Dimeren und

Trimeren entsprechen - detektieren.
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4,6 kDa

Eine Aggregation des AB -Peptides ohne AGE-Induktoren und nur durch eine Inkubation
bei 37°C flir 96 h konnte mittels Westernblots vermutet werden. Abbildung 13 (n=3) zeigt,
dass eine Detektion des Peptides mit einem Anti- AB-Ak (6E10) Banden im Sammelgel
ergibt (1. Bild von links). Im Trenngel war keine Proteinbande zu detektieren,
entsprechend vermuten wir eine Aggregation des ABs. Wenn AB mit GO und MGO
behandelt wurde, waren die Aggregate so grof3, dass diese nicht mehr in das Gel
hineinliefen (Bild Mitte: Detektion mit einem Anti-CML-Antikorper; Bild rechts: Detektion

AB ohne
Inkubation

AB-unmod
nach 24h
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—>
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Abbildung 12: 17%iges Tris-Tricin-Gel und Westernblot fiir AB ohne Inkubation und nach 24h-
Inkubation mittels N-terminaler-Ak (6E10)

mit einem Anti-Argpyrimidin-Antikorper).
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Abbildung 13: 17%iges Tris-Tricin-Gel und Westernblot fiir unmodifiziertes und modifiziertes AB
nach 96 h-Inkubation mittels N-terminaler-Ak (6E10), CML-Ak und Argpyrimidin-Ak
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Um den vermuteten Verlauf der Ap-Aggregation bei 37°C ohne und mit AGE-Induktoren
zu verfolgen, inkubierten wir das Peptid fir unterschiedliche Zeiten. Da grof3e Molekile
zu erwarten waren, entschieden wir uns fur die Trennung des Peptides auf ein 10%iges
Tris-Glycin-Gel. Nach der Inkubation trugen wir die Ap -Proben (je 1,25 ug) auf das Gel
auf. Die Detektion erfolgte mittels einer Silberfarbung. Abbildung 14 zeigt, dass
unmodifiziertes AB bis zu 40 h Inkubation bei 37°C detektierbar ist. Bei 72 h ist es so
stark aggregiert, dass keine Banden mehr zu sehen sind. Glyoxal und Methylglyoxal
aggregieren das AB-Peptid sehr stark, so dass nach 24 h modifiziertes AB nicht mehr
detektierbar ist.

0 4 24 40 72 h Inkubation
bei 37 °C

AB-unmod

AB-GO

AB-MGO

Abbildung 14: Detektion des unmodifizierten und modifizierten AB -Peptides bei 4 kDa mittels
PAGE (10%iges Tris-Glycin-Gel) und Silberfdrbung

Da wir im Westernblot kein modifiziertes A detektieren konnten, wurden die Proben mit
Ultraschall behandelt, um evil. Aggregate aufzulésen. Die AB-Proben (je 1,25 ug)
wurden im ersten Versuch nach einer 10-mindtigen Ultraschallbehandlung und im
zweiten ohne Behandlung auf ein 10%iges Tris-Glycin-SDS-Gel aufgetragen. Abbildung
15 (n=3) zeigt, dass nur bei AR ohne Inkubation kleinere Banden zu sehen sind. Bei allen
anderen Formen von AB nach 24 h-Inkubation bei 37°C sind nur schwache Banden im
Sammelgel zu sehen. Das AB-Peptid ohne Inkubation bei 37°C zeigt bereits eine starke
Aggregation. Eine 10-minutige Ultraschallbehandlung war nicht in der Lage, die
Aggregate zu entfalten. Nur eine leichte Reduktion der hochmolekularen verwaschenen
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Banden (<60kDa) konnte beobachtet werden. Wir detektierten keine Banden bei GO

oder MGO modifiziertem AB, was auf eine starke Aggregation des Peptides hinweist.

AB ohne AB-unmod AB-MGO
Inkubation n. 24h-I1 n. 24h-|
U+ U- U+ U- U+ U-
250 kDa ——= -
148kDa —=
~ .
&l kDa =
30 kDa =

- -

22kDa — = "
4kDa_ = *

Abbildung 15: Unmodifiziertes und modifiziertes AB mit Ultraschall- (U+) und ohne
Ultraschalbehandlung (U-) im 10%iges Tris-Glycin-Gel und Westernblot mittels N-terminaler-Ak
(6E10)

4.3 Wahl der bindungsstarksten ABR-Antikorper

4.3.1 Monoklonale Antikorper

Viele der verwendeten kommerziellen AB-Antikérper erkennen das N-terminale Ende
des Peptids. In der dort vorhandenen Aminosauresequenz sind die beiden Lysine und
das Arginin, welche modifiziert werden kénnten. Die Modifikationen kénnten das Epitop
fir die monoklonalen Antikérper maskieren. Da es uns nicht gelang, aggregiertes AB-
Peptid in Tris-Glycin-Gel zu trennen, entschieden wir uns, die Proben mittels Slot-Blot
zu analysieren. Mit diesem Verfahren werden die Proben direkt auf eine Membran
aufgetragen und dann mittels Inkubation mit Ak detektiert. Damit wird erreicht, dass alle
Peptide unabhangig von der Grofte auf der Membran fixiert werden. Hieraus ergibt sich

der Nachteil, dass die Groflie der Peptide nicht zu bestimmen ist.

Hierflr wurde das AB-Peptid unmodifiziert oder AGE-modifiziert zwei Mal auf eine PVDF-
Membran aufgetragen. Ein Teil der Membran wurde Gber Nacht mit dem C- terminalen
Ak (8G7), der andere Teil mit dem N-terminalem Ak (6E10) inkubiert. Nach Inkubation

mit einem weiteren sekundaren Ak und Waschen der Membran wurden die Signale nach
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Zugabe des Substrates detektiert. Abbildung 16 (n=3) zeigt, dass der N-terminale-Ak
(6E10) eine starkere Bindung an das AB-Peptid aufweist. Je modifizierter AB ist, desto

schwacher ist das Detektionssignal bei beiden Antikérpern.

AB-unmod AB-MGO
AB ohne nach 24h- nach 24h-
Inkubation Inkubation Inkubation
N-terminaler Ak~ CE— pes—

C-terminaler Ak

Abbildung 16: Detektion von AB -Peptid mit N- (6E10) und C-terminale-Ak (8G7)
mittels Slot-Blot

Weiterhin wurde in einem ELISA-Verfahren zusatzlich zum Slot-Blot untersucht, ob der
C-terminale-Ak (8G7) oder der N-terminale-Ak (6E10) besser an modifiziertes AB bindet.
Dafiir wurde das Kontroll-Peptid (AB ohne Modifikationen) und modifiziertes AB auf eine
ELISA-Platte gecoatet. Nach Inkubation mit primarem und sekundarem Ak und Zugabe
des Substrates wurde die Platte in einem ELISA-Reader gemessen. Der N-terminale-Ak
bindet sowohl nach 24 h-Inkubation (s. Abbildung 17) als auch nach 96 h-Inkubation (s.
Abbildung 18) starker an unmodifiziertes und modifiziertes AB. Damit sind die
Ergebnisse des Slot-Blots bestatigt worden. Gerade nach der langeren Inkubationszeit
Uberzeugte der N-terminale-Ak, der 1,3x bis 4,4x fach starker als der C-terminale-Ak an
AB bindet. Ferner wurde, wie beim Slot-Blot, eine Reduktion der Bindung des Antikorpers

an modifiziertes AB- Peptid beobachtet.
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Abbildung 17: Detektion von unmodifiziertem und modifiziertem AB (nach 24 h-Inkubation) mit N-
terminalem-AB-Ak (6E10) und C-terminalem-AB-Ak (8G7) mittels ELISA
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Abbildung 18: Detektion von unmodifiziertem und modifiziertem AB (nach 96 h-Inkubation) mit N-
terminalem-AB-Ak (6E10) und C-terminalem-AB-Ak (8G7) mittels ELISA

Da uns ein zweiter N-terminaler-Ak zur Verfigung stand, wurden diese beiden N-
terminalen-Ak zwecks ihrer AB-Bindungsstarke im ELISA-Verfahren getestet. Der N-
terminale-Ak 6E10 bindet an den Epitopen 3-8 von AR und der N-terminale-Ak 4G8
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bindet an den Epitopen 18-22. Abbildung 19 (n=3) zeigt, dass der N-terminale-Ak 6E10
beim Kontroll-Peptid eine bessere Bindung gegentiber dem 4G8-Ak aufweist. Dagegen
war fur modifiziertes AR kein Unterschied zu beobachten. Deshalb wurde fir weitere

Versuche der N-terminale-Ak 6E10 genommen.
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Abbildung 19: Detektion der Bindung von N-terminalem Ak 6E10 und 4G8 an das AB-Peptid
mittels ELISA

4.3.2 Polyklonale Antikorper

Wahrend monoklonale Ak auf Grund des Herstellungsmodus gegentber polyklonalen
Ak spezifischer sind, kénnen polyklonale Ak gegentiber monoklonalen Ak sensitiver sein.
Vier unterschiedliche polyklonale Ak wurden mittels ELISA auf die Bindung an
unmodifiziertes AB und modifiziertes AR getestet. Abbildung 20 zeigt, dass der AB -
38/40/42-Ak die starkste Bindung an modifiziertes und unmodifiziertes AB ohne

erkennbare Unterschiede zwischen unmodifiziertem und modifiziertem AR aufweist.
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Abbildung 20: Detektion von unmodifiziertem und modifiziertem AB durch vier verschiedene AB-
spezifische-polyklonale Ak mittels ELISA

Aus den Ergebnissen der ELISA mit den polykonalen Ak kdnnen zwei wichtige Aussagen

getroffen werden.

1. Der AB-38/40/42-Ak bindet mit der gleichen Effizienz sowohl unmodifiziertes als auch
modifiziertes AB

2. Im Vergleich zu den monoklonalen Ak ist der AR -38/40/42-Ak sensitiver (ELISA-Signal
von monoklonalen Ak <1 OD; s. Abbildung 17-19, von polyklonalen Ak 1,5 OD; s.
Abbildung 20)

Im nachsten Schritt wollten wir in Erfahrung bringen, welche AB-Konzentrationen
detektiert werden kdnnen. Daflir wurden verschiedene A -Konzentrationen (120 ng, 360
ng und 1080 ng) in der modifizierten und unmodifizierten Form in einem ELISA-
Verfahren mit einer AB-38/40/42-Ak-Verdinnung von 1:150 getestet. Abbildung 21 (n=3)
zeigt, dass 120 ng des AP -Peptides sehr gut detektierbar sind.
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AB in verschiedenen Konzentrationen

2,5
g {
2 2 [ T
<
2
c 15
e
whd
g
° 1
»
<
) I - I
0 1 I .
% % & %
Q Q& N & & N
L S > O © S > Q N
& o o N & O o) Q
& £ o) 0 0 o o ©
& &S IS NG s Ny
¥ & § ¥ & ® § & ¢

Abbildung 21: Sensitivitdt des ELISAs mit dem Anti- AB -38/40/42-Ak

Um die Spezifitdt der anti-CML- und anti-Argpyrimidin-Antikérper zu beurteilen, wurde
eine 96 Wellplatte mit 0,5 ug AB-38/40/42-Ak gecoatet. Danach wurde je 1,25 ug
unmodifiziertes und modifiziertes AB hinzugegeben. Es folgte die Inkubation mit Anti-
CML-AK oder Anti-Argpyrimidin-Ak. Wie in Abbildung 22 dargestellt, zeigt nur AR-GO ein
Signal, wahrend unmodifiziertes Peptid ein geringeres Signal aufweisen. Mit dem Anti-
Argpyrimidin-Ak konnte beim AB-MGO ein positives Signal gemessen werden
(Abbildung 23), allerdings ist das Signal nicht so stark wie beim CML. Als mégliche
Erklarung kénnte die Menge an Modifikationen per Peptid dienen. Zwei Lysine ergeben
zwei CML gegenuber einem Arginin in der Sequenz des Peptides und entsprechen einer

Argpyrimidin-Modifikation.
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Abbildung 22: AB-CML-Detektion mittels ELISA
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Abbildung 23: AB-Argpyrimidin-Detektion mittels ELISA

4.4 Etablierung der Messung von AGE-modifiziertem AB-Peptid mittels

Durchflusszytometrie

Obwohl wir zeigten, dass mittels ELISA in vitro AGE-modifiziertes AB detektierbar ist,
wollten wir eine alternative Methode entwickeln. Durchflusszytometrie mit multipler
Analyse (flow cytometric multiplex array /| BD cytometric bead array [CBA]) wird in der
Literatur als eine vergleichbare Methode zu ELISA beschrieben. (Castillo und
MacCallum 2012; Varro et al. 2007). Damit kann man mit einer geringeren Probenmenge
(Liquor) mehrere Untersuchungsergebnisse erzielen. Allerdings ist dieser Assay flr das

in dieser Arbeit beschriebene Vorhaben nicht kommerziell zu erwerben.
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Das Prinzip der CBA ist in Abbildung 24 (BD cytometric bead array) dargestellt. Es wird
ersichtlich, dass 2 Antikérper mit unterschiedlichen Epitopen notwendig sind. Ein
Antikérper gebunden an die Beads (catcher antibody) und ein Antikdrper, der mit einem

Fluorophor konjugiert ist (detector antibody).

Analyze by Concentration
Beads Sample Wash Flow Cytometry

AA A
M / \\l / f |
- - \

vy I. | | / / 'l\ f‘
e I N b o™

{
XL ﬁ. Detector Antibodies ' =_
ﬁ‘ V4 *:ni'%ﬂéﬁ?“ﬂl#%r 7~

\r "sf #ﬂd" tii

MF

Concentration (pgimL)
Standard Curve

Abbildung 24: Prinzip der CBA (BD cytometric bead array) (Quelle: Becton 2019)

Far AGE-modifiziertes AB ist dieses Konstrukt nicht mdglich, da die AGE-Modifikationen
sehr klein sind. Zwei Antikdrper wirden nicht gleichzeitig die Modifikation binden kénnen.
Deswegen haben wir uns, wie in Abbildung 5 dargestellt, eine Variation der CBA-
Methode Uberlegt. Der sog. catcher antibody in unserem Assay ist der AB-38/40/42-
Antikorper. Als detector antibody fungiert ein Anti-CML-Ak mit Phycoerithrin (PE)-
konjugiert. In Unterschied zum klassichen Assay benutzen wir zwei Antikérper, die zwei
unterschiedliche Molekiile erkennen: Der eine das AB-Peptid (catcher Antikérper), der

andere fluoreszenzmarkiertes CML an AR (detector Antikdrper).

4.41 Etablierung einer CBA fiir die Analyse von AGE-modifiziertem AB-Peptid

Wie schon oben erwahnt, wurden mehrere Anti-AB-Ak auf die Bindung von AGE-
modifiziertem Peptid geprift. Der polykonale Antikérper AB-38/40/42 bindet sowohl
unmodifiziertes als auch modifiziertes Ap-Peptid mit der gleich hohen Effizienz.
Deswegen wurde dieser flr die Kopplung mit den Beads gewahlt.

Die Qualitdt der Kopplung von Antikdrpern an die Beads wurde mittels
Durchflusszytometrie gepruft. Daflir wurden jeweils ungekoppelte und AB-38/40/42-
gekoppelte Beads mit einem Anti-Kaninchen-Antikorper (bereits mit FITC konjugiert, s.
3.2.6 Tabelle 12) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Analyse mittels
Durchflusszytometrie. In Abbildung 25 ist zu sehen, dass Beads ohne gekoppelten AB-
38/40/42-Antikorper, nur inkubiert mit den sekundaren FITC-markierten Anti-Kaninchen-
Ak, eine Fluoreszenz (links) hatten, die bei einem arithmetischen Mittel (englisch und im
Durchflusszytometriegebrauch als ,Mean-Fluorescence-Intensity* [MFI] bezeichnet) von
19 lag. Nach der Inkubation der mit AB-38/40/42-Ak konjugierten Beads und dem
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sekundaren FITC-konjugierten Anti-Kaninchen-Ak stieg der MFI durch FITC um das 500-
fache. Dies weist auf eine erfolgreiche Beads-AB-38/40/42-AK Kopplung hin.

A _Specimen_001-A01 ctrl beads B Specimen_007-A02 negative + |l-4k o2 Specimen_001-A03 positive + l-Ak
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Abbildung 25: Analyse der Qualitdt der Kopplung von AB-38/40/42-Ak an die Beads mittels
Durchflusszytometrie. A: Unkonjugierte Beads, B: Unkonjugierte Beads inkubiert mit dem Anti-
Kaninchen-FITC markierten Antikérper, C: Konjugierte Beads mit dem AB-38/40/42-Antikérper
und inkubiert mit dem Anti-Kaninchen-FITC markierten Antikérper

Nach der Kopplung der Beads mit dem Ap-38/40/42-Ak wurde gepruft, ob die
gekoppelten Beads AP in Liquor erkennen und binden kénnen. Daflr wurde eine
Liquorprobe mit Beads inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Elution des an die
Beads gebundenen Materials. Die weitere Analyse erfolgte mittels Westernblots. Wie in
Abbildung 26 zu sehen ist, konnte das ABR-Peptid mittels Anti-AB-Ak-gekoppelten Beads
aus dem Liquor extrahiert werden. Die Beads binden auch an das vorlaufige Protein APP
(Amyloid-Precursor-Protein) von AB. Damit konnten wir beweisen, dass der erste Schritt

des Assays funktioniert.
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Abbildung 26: Immunprézipitation zum Nachweis der AB-Bindung an die Anti-AB-Ak gekoppelten
Beads

4.4.2 Optimierung des CBA-Assays fiir die CML-Detektion

Zur Optimierung der CBA-Methode flihrten wir eine Reihe von in vitro Versuchen mit
verschiedenen Probenvolumina und Antikérper-Verdiinnungen durch. Bei AB-Proben
nach 96 h-Inkubation (in unseren Versuchen das Maximum der CML-Induktion) bei 37°C
trat bei 9 ug AB eine Sattigung der Signalverschiebung in der Fluoreszenz auf, so dass
wir flr weitere Versuche 5 ug des modifizierten Peptides benutzten. Bei 1 pl Beads
verdoppelte sich die Signalverschiebung in der Fluoreszenz im Vergleich zu 3 ul Beads.
Wir gehen davon aus, dass bei 1 pl Beads die Menge der gebundenen AB-modifizierten-
Peptide pro Bead gréfRer ist als in 3 pl Beads. Entsprechend wird mehr Fluoreszenz pro
Bead gemessen. Bei 3 ul Beads sind vermutlich schwachere Signale auf mehrere Beads
verteilt. Die Signalverschiebung in der Fluoreszenz bei einer Verdinnung von 1:5000

des CML-PE-konjugierten-Aks ergab die optimale Signal-zu Hintergrund-Ratio.

4.4.3 Spiking-Experimente zur Detektion von in vitro modifiziertem AB-Peptid in

Liquor

Zur Uberpriifung, ob CML-modifiziertes AR mit dem entwickelten Assay in Liquor
detektiert werden kann, wurde folgende Analyse durchgefiihrt (n=3):
1. Analyse von 20 ul Liquor-Proben ohne jegliche Behandlung

2. Analyse von 20 pl Liquor-Proben nach einer Inkubation mit GO (Entstehung CML)
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Spiking in Proben von 5 yl unmodifizierten ABR-Peptiden in 20 pl Liquor
Spiking in Proben von 5 ul (mit GO) modifizierten Ap-Peptiden in 20 ul Liquor

Analyse von unmodifiziertem 5 pl AR in H20

o 0 oW

Analyse von modifiziertem 5 pl AR in H20

Nach Inkubation der oben genannten Proben mit 2 pl Anti-AB-Ak-gekoppelten-Beads, 5
Ml 5x RIPA und H20 zu einem Endvolumen von 50 ul, wurden die Proben mit dem Anti-
CML-PE-gekoppelten Antikdrper inkubiert. Nach der Inkubation und 2 x Waschen
wurden die Proben mittels Durchflusszytometrie gemessen. Aus Abbildung 27 wird
ersichtlich, dass mit dem entwickelten Assay CML-modifizierte AB-Peptide in Liquor
detektiert werden kénnen. Ein Vergleich der negativen (Liquor ohne Spiking) mit den
positiven Proben (Liquor inkubiert mit GO bzw. Liquor gespiked mit modifiziertem A
Peptid) zeigt eine Verschiebung der MFI um 50-100 Einheiten. Modifiziertes AB in H20O
zeigt eine noch deutlichere Verschiebung der MFI.

CML-AB CBA
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*MFI: Mean of fluorescence intensity

Abbildung 27: Detektion von CML-modifiziertem AB-Peptid in Liquor bzw. H2O mittels
Durchflusszytometrie

Die Abbildungen 28 und 29 zeigen reprasentativ durchflusszytometrische Analysen des
modifizierten AB-Peptides in H>O und Liquor. 1 pl Ak-gekoppelte Beads wurden jeweils
mit 5 yl unmodifiziertem bzw. modifiziertem AR in H>O inkubiert. Nach Inkubation mit
dem CML-PE-konjugierten Ak erfolgte die Analyse. Eine Veranderung des MFI-Signals
(Erhéhung) in der Probe mit GO-behandeltem Ap deutete im Vergleich zu
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unbehandeltem Peptid auf eine Detektion von CML-modifiziertem AP hin (s. Abbildung
28).
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Abbildung 28: FACS-Analyse von unmodifiziertem AB (A) und mit Glyoxal modifiziertem AB (B) in
H-0

Je 5 pyg unmodifiziertes und modifiziertes AR wurden zu 40 pl Liquor hinzugefiigt. Nach
Inkubation mit dem CML-PE-konjugierten Ak erfolgte die Analyse. Das Signal im Liquor
unterscheidet sich vom Signal im H2O. Fur die Analyse wurde ein Marker gesetzt. Dieser
Marker entsprach dem hoheren Fluoreszenzsignal in der Liquorprobe mit
unmodifiziertem Ap-Peptid. (Abbildung 29, A). Die Analyse der Liquorprobe mit
modifiziertem AP zeigte eine erhohte Prozentzahl der Beads und MFI im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 29, B). Damit konnte gezeigt werden, dass modifiziertes AB im
Liquor mit dem Assay nachweisbar ist.
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Abbildung 29: FACS-Analyse von unmodifiziertem AB (A) und AB-GO (B) hinzugefligt zu Liquor
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Die Unterschiede zwischen den Messungen im H>O und Liquor lassen vermuten, dass
CML modifiziertes AB im Liquor in vivo existiert.

In einem anderen Experiment modifizierten wir Liquor mit 10 uM Glyoxal fir 24 h bei
37°C. Abbildung 30 zeigt das Ergebnis der Analyse von unmodifiziertem Liquor (A) und
modifiziertem Liquor mit Glyoxal (B). Durch die Behandlung der Liquorproben mit GO
zeigte sich eine deutliche Erhéhung des Signals, sowohl in der Prozentzahl der Beads
innerhalb des Markerbereichs (P2) als auch innerhalb des MFIs zu erkennen. Somit
bestatigten wir noch einmal, dass CML-modifiziertes AB mittels des Assays in einer

relevanten Probe wie Liquor nachweisbar ist.
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Abbildung 30: FACS-Analyse von unmodifiziertem Liquor (A) und mit Glyoxal modifiziertem
Liquor (B)

In den folgenden Versuchen testeten wir die bendtigte Menge von Liquor (ohne Zugabe
von modifiziertem AB-Peptid, also in vivo), in dem ein deutliches Signal vom Hintergrund
unterschieden werden konnte. Wie erwartet war das Signal abhangig vom untersuchten
Liquorvolumen. Wenn wir 50 pl Liquor benutzten, war das Signal nicht zufriedenstellend
von Hintergrundstorfaktoren getrennt. Bei 100 pl Liquor war die Unterscheidung des
Signals von Hintergrundstorfaktoren zufriedenstellend, obwohl die Menge an Beads flr
die Detektion aller CML-modifizierten AB-Peptide ausreichend war. Bei 200 ul Liquor war
das Signal der MFI um das 3-fache starker als bei 100 pl Liquor (Abbildung 31). Damit

zeigten wir, dass CML-modifiziertes AB in vivo im Liquor vorhanden war.
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Abbildung 31: Durchflusszytometrische Analyse von 100 ul (A) und 200 ul (B) Liquor

4.5 Etablierung des Messprotokolls fir die Analyse von Kontroll-Proben
und AD-Proben

Nachdem wir die optimalen Bedingungen fir die Analyse der Liquorproben gefunden
hatten, legten wir als Ergebnis unserer Arbeit folgendes Protokoll flr die Messung der

klinischen Proben fest:

e Beads 5 min in Ultraschallbad
e Pro Ansatz 1 ul Beads entspricht 6000 Beads und
e Pro Ansatz 200 pl Liquor zu PBS-T
e 1 Stunde auf Schuttler inkubieren
e 2x Waschen / Pelletieren:
— 125 ul PBS-T hinzu, - kurz (30 s) auf Schittler
— Zentrifugieren (25 min, 2000 rpm)
— Uberstand abnehmen
o Pelletin 50 yl PE-gekoppelten Anti-CML-Akn (1:5000) I6sen
e 1 him Dunkeln (auf Schiittler) inkubieren
e 2 x Waschen / Pelletieren (s. oben)
e Pelletin 180 pl PBS I6sen (ggf. nochmals auf Schuttler)
e FACS Analyse
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4.6 Analyse von Kontroll- und AD-Patientenproben mittels CML-CBA
Assay

Von den 30 zur Verfugung gestellten Liquorproben waren 15 AD-Patienten, 2 gemischte
Demenzpatienten und 13 Kontroll-Patienten. Zur Kontrollgruppe gehorten Patienten mit
folgenden Diagnosen: Chronisches Schmerzsyndrom, leichte kognitive Stdrung,
Verdacht auf organische Halluzinose, schizoaffektive Stérung, paranoide Schizophrenie,
rezidivierende depressive Stdrung, Hirnorganisches Psychosyndrom, kombinierte
Personlichkeitsstorung und Anpassungsstorung. Die Altersgrenzen der AD-Gruppe
waren 58-83 Jahre, bei der Kontrollgruppe 55-86 Jahre. Da ,nur” eine klinische Diagnose
der AD-Krankheit vorhanden war, entschieden wir uns dafir, die Proben als ,Pool“ zu
messen. Damit sollte die Variation einzelner Patienten in der Messung vermieden
werden. Weiterhin sollte mit der Messung die Arbeitshypothese untersucht werden, ob
in den AD-Proben mehr CML-modifiziertes-AB vorzufinden ist. In dieser Arbeit ging es
vorrangig um die Etablierung der Methode, weshalb eine Gelegenheitsstichprobe mit
n=30 Liquorproben im Sinne von Proof of Concept durchgefihrt wurde. Abbildung 32
zeigt das Ergebnis der gepoolten AD- und Kontrollproben. Es ist ersichtlich, dass bei den
AD-gepoolten Proben (drei unterschiedliche Pools) fast doppelt so viel CML-
modifiziertes AR vorhanden ist wie bei der Kontrollgruppe. Zusatzlich erkennt man, dass
obwohl 3 Pools von den gleichen Proben gemessen wurden, die Variation der
Messungen sehr stark war. Trotzdem, ergab ein T-Test einen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Pools (p< 0,05). Dieses Ergebnis entspricht der Arbeitshypothese,
ist aber mit Vorsicht zu betrachten. Auf Grund der gréf3eren Variation bei den Messungen
und da die Proben sehr kostbar sind, fihrten wir keine einzelnen Messungen der Proben
durch. Versuche, die Variation der Messungen der Proben zu verringern, fihrten leider

nicht zu dem gewinschten Effekt.
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Abbildung 32: AB-CML bei AD- und Kontrollgruppe mittels FACS-Analyse (n=3)
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Methode fir die in vivo Detektion von AGE-
Modifikationen, v.a. CML an das Amyloid B-Peptid. Die Methode umfasst folgende
Schritte: (a) Modifizierung von AR und Liquor in vitro mittels Inkubation mit AGE-
Induktoren (Glyoxal=CML, Methylglyoxal=Argpyrimidin), (b) Fluoreszenzmessung der
AB-AGE-Modifikationen, bei einer Anregungswellenlage von 360 nm und einer
Emissionswellenlange von 440 nm (fir die Detektion aller fluoreszierenden AGEs), (c)
Fluoreszenzmessung der AB-AGE-Modifikationen, bei einer Anregungswellenlange von
330 nm und einer Emissionswellenlange von 405 nm (fur die Detektion von AGE-
Modifikationen Pentosidin und Argpyrimidin), (d) Westernblot zur Detektion von CML-
modifiziertem und unmodifiziertem AB-Peptid, (e) Slot-Blot und ELISA zur Detektion von
unmodifiziertem und modifiziertem AR (nach 24h-Inkubation) mit N-terminalen-AB-Akn
(6E10, 4G8) und C-terminalem-AB-Ak (8G7), (f) Messung von AGE-modifiziertem Ap-
Peptid mittels CBA (cytometric bead array), (g) Spiking-Experimente und FACS-Analyse
zur Detektion von CML-modifiziertem AB-Peptid in Liquor bzw. H>O mittels
Durchflusszytometrie. Wir konnten durch unseren Test nachweisen, dass bei den AD-

Patienten CML-modifiziertes Ap im Liquor signifikant erhéht ist.

5.1 Die Diagnostik-Methoden

5.1.1 Die CBA-Methode

Die Grundlage der CBA-Methode besteht darin, dass an jeden Bead-Typ ein spezifischer
Antikorper konjugiert ist. Fur unsere Methode wird ein zweiter, mit einem Fluorophor
konjugierter  Detektorantikbrper  benétigt, der eine andere  spezifische
Fluoreszenzintensitat zeigt (s. Abbildung 5). Die Proben kdnnen mit einem Set an Beads
inkubiert werden, um ein breites Spektrum von Proteinen gleichzeitig nachzuweisen. Wir
flhrten unsere Messungen nur fiur AB-GO durch, der Assay kdnnte in weiteren
Versuchen um AB-MGO erweitert werden. Ein Vorteil des CBA-Systems ist, dass es mit
dem bereits im Labor installierten Durchfluss-Zytometer durchgefiihrt werden kann
(Furuya et al. 2019). Sofern das System mit dem richtigen Laser und der richtigen Optik
ausgestattet ist, kombiniert es die Prinzipien des "Sandwich"-Immunoassays mit der
Durchflusszytometrie zur gleichzeitigen Messung der Eigenschaften mehrerer Partikel
(Cook et al. 2001). Dies macht seine Verwendung recht einfach. Ein weiterer Vorteil des
Systems ist, dass nur eine sehr kleine Probenmenge bendétigt wird. Cook et al. berichten
erfolgreiche Bestimmung von sechs verschiedenen Zytokinen aus nur 5-15

Probenmenge (Tranen) (Cook et al. 2001).
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Es gibt CBA-Kits fur eine Vielzahl von Produkten von Liganden (Elshal und McCoy
2006). Daten zur Quantifizierung viraler Proteine (Yan et al. 2004) und menschlicher
Zytokine, z.B. IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y und TNF-a (Morgan et al. 2004) sind bereits
veroffentlicht. Ribeiro-Santos et al. fihrten z. B. CBA-Messungen im Blut zur
Bestimmung 7 verschiedener Zytokine durch. Sie stellten die Vermutung auf, dass
erhdhtes IL-6 negativ mit der kognitiven Leistung bei Schizophrenie-Patienten korreliert
(Ribeiro-Santos et al. 2020). Im Unterschied zum klassischen Assay benutzten wir zwei
Antikorper, die zwei unterschiedliche Moleklle erkennen: Der eine erkennt AB-Peptid
(AB-38/40/42-AKk, catcher Antikorper), der andere erkennt fluoreszenzmarkiertes CML an
AB-Peptid (Anti-CML-Phycoerithrin (PE)-konjugierter AK, detector Antikdrper). Der
Antikorper AB-38/40/42 bindet sowohl unmodifiziertes als auch modifiziertes AB-Peptid

mit der gleichen Effizienz.

5.1.2 Vergleich der Cytometric Bead Assay-Methode zu ELISA oder Westernblot

CBA-Tests haben sich als einfach durchfihrbar und reproduzierbar erwiesen.
Angesichts der Tatsache, dass diese Assays auch kosten- und zeiteffektiv sind und die
Anforderungen an das Probenvolumen minimieren, ist es wahrscheinlich, dass diese
Multiplex-Bead-Array-Assays immer haufiger eingesetzt werden. Zusatzlich ermdglichen
sie die quantitative Messung einer groRen Anzahl von Analyten unter Verwendung von
96-Well-Plattenformaten (Ahsan 2022; Furuya et al. 2019). ELISA ist seit langem das
Standardverfahren fir quantitative Analyse von Biomarkern, allerdings fur Multiplex-
Analysen mit hohem Durchsatz nicht geeignet. Multiplex-Assays konnen Biomarker tber
einen groleren Bereich als kommerzielle ELISA-Kits quantifizieren, aber kommerzielle
ELISA-Kits kdnnen im Bereich niedrigster Konzentration besser detektieren (Furuya et
al. 2019). Eine Vielzahl von Studien hat gute Korrelationen zwischen Multiplex-Bead-
Array-Assays und entsprechenden ELISA-Messungen gezeigt, wenn identische
Capture- und Reporter-Antikorper sowie ahnliche Verdiinnungsmittel und Serumblocker
verwendet werden, so dass die Variabilitdt minimiert wird und ahnliche quantitative
Werte erreicht werden (Chen et al. 1999). Vor diesem Hintergrund sollte jede Studie, bei
der Patienten oder andere Proben sequenziell Gberwacht werden, fir alle Proben nur
mit einer einzigen Technik, einer einzigen Plattform und demselben kommerziellen
Anbieter durchgefihrt werden (Elshal und McCoy 2006). CBA verwendet
Fluoreszenzsysteme, um die Bindung des sekundaren Antikdrpers an den |8slichen
Liganden nachzuweisen, wahrend ELISA im Allgemeinen die enzymatische
Amplifikation eines kolorimetrischen Substrats verwendet. AuRerdem wird fir CBA-
Experimente der Einfang-Antikorper (catcher Ak) in Suspension auf kugelformigen

Beads immobilisiert und nicht auf der im ELISA verwendeten flachen Oberflache. Es sind
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die Fluoreszenzintensitaten dieser kugelférmigen Beads, die die Multiplexkapazitat
solcher Technologien bereitstellen (Richens et al. 2010). Die meisten Studien, die CBA
und ELISA verglichen haben, haben Zytokine quantifiziert. Generell zeigte sich eine gute
Korrelation zwischen CBA und ELISA. Es wurde wenig oder gar keine Kreuzreaktivitat
zwischen den Zytokin-Antikbrpern beobachtet (Kellar und Douglass 2003). Obwohl
Multiplex-Assays von verschiedenen Anbietern ahnliche Trends bei den Zytokinspiegeln
zeigen, variieren die gemessenen absoluten Zytokinspiegel (Khan et al. 2004). Daher
sollten auch CBA-Tests von verschiedenen Anbietern nicht als austauschbar angesehen
werden. Die unterschiedlichen absoluten Zytokinwerte in verschiedenen Kits konnen
hochstwahrscheinlich durch den Einsatz unterschiedlicher Antikérper und die vom
Hersteller empfohlene verschiedene Inkubationszeiten der Proben erklart werden
(Dupuy et al. 2013).

Stavnsbjerg et al haben gezeigt, dass stérende Effekte bei Zytokinmessungen mittels
ELISA und Multiplex-Assays durch 10-Fache Verdinnung von Tumorlysaten die
genauste Messung liefern, ohne die interessierenden Zytokine zu verdiinnen. Zusatzlich
sollte auf eine sorgfaltige Auswahl der Lysepuffer-Komponenten geachtet werden.
Generell sollte beim Vergleich von Studien berlcksichtigt werden, dass verschiedene
Assays wie ELISA und Multiplex-Assays nicht zu denselben absoluten Konzentrationen
fihren (Stavnsbjerg et al. 2022).

Wir suchten durch das ELISA-Verfahren den bindungsstarksten monoklonalen und
polyklonalen AB-Ak aus und zeigten u.a. dass ab einer Konzentration von 120 ng das
AB-Peptid sehr gut per ELISA detektierbar ist. Zum Schluss detektierten wir CML- und
Argpyrimidin-modifiziertes AB mittels ELISA. Da ELISA in der Literatur Schwachstellen
bei der Bestimmung von Alzheimer-Demenz zeigt und wir ein alternatives Verfahren
suchten, flhrten wir unsere Liquormessungen nur mit der modifizierten CBA-Methode
durch. Stehn et al. konnten zeigen, dass die Oligomerisierung von AB-Peptiden die
Interpretation von ELISA-Messungen erschwert, da AB-Aggregate durch ELISA
ineffizient nachgewiesen werden, was zu einer Unterschatzung der AB-Spiegel flhrt
(Stenh et al. 2005). Interessanterweise deuten die verringerten Plasma-AB-Spiegel unter
den Tragern der sog. arktischen Mutation darauf hin, dass oligomere Formen von AR,
d.h. Protofibrillen, im Plasma existieren kénnten. Transgene Studien mit der Arktis-
Mutation bestatigten die Wahrnehmung, dass AB-Oligomerisierung und -Fibrilisierung
von zentraler Bedeutung fir die AD-Pathogenese sind (Cheng et al. 2004). Das
unterstreicht den groflen Bedarf an Methoden zur Unterscheidung und Quantifizierung
verschiedener l6slicher AB-Spezies, um ein besseres Verstandnis von AB-Oligomeren

in AD zu erlangen. Die Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen ist ein haufiges
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Thema bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen, z. B. Parkinson, Amyotrophe
Lateralsklerose und Prionenerkrankungen. Hier kdnnten, laut Stenh et al., neue ELISAs
mit konformationsspezifischen Antikdrpern fir die Analyse neurotoxischer oligomerer

Spezies nutzlich sein (Stenh et al. 2005).

Die Vorteile der CBA-Methode gegeniber Western Blots zur Untersuchung der
Zellsignalisierung bestehen darin, dass mehrere Parameter mit derselben Probe aus
einem geringen Probenvolumen gemessen werden kdnnen. Dartber hinaus bendtigt der
Assay weniger Zeit und die Ergebnisse sind quantitativ messbar (Morgan et al. 2004).
Mit der CBA-Methode kénnen bis zu 30 Proteine gleichzeitig in einem Probenvolumen
von 25-50ul bestimmt werden. Mit ELISA oder Westernblot kann mit demselben
Probenvolumen nur ein Protein bestimmt werden. Mit dem BD CBA Enhanced Sensitivity
Flex Set System kdnnen Proteinmengen von 0,274 pg/ml in einem multiplexed assay
bestimmt werden. AuRerdem kann kostbare Zeit gespart werden, weil jeder Bead eine
eigene Fluoreszenzintensitat hat, so dass mehrere Beads gleichzeitig in einer Probe
gemessen werden kdénnen. Wir haben uns fur die Detektion von CML am AB-Peptid
mittels Westernblot entschieden, da CML ein nicht fluoreszierendes AGE ist und eine
Messung der Fluoreszenz nach der Inkubation von AB-Peptid mit Glyoxal keine Auskunft
Uber die Existenz von CML geben kann. Wir konnten kein CML-modifiziertes AB mittels
Westernblot detektieren, und vermuten, dass Glyoxal und Methylglyoxal das AB-Peptid

sehr stark aggregieren, so dass das Protein nicht ins Gel hineinlaufen kann.

5.1.3 Hautautofloreszenz und Korrelation mit MCI/AD

AGEs in Geweben kénnen mithilfe der relativ einfachen nichtinvasiven Messung der
Hautautofluoreszenz (HAF) gemessen werden. Ein erhéhter HAF-Wert entspricht einem
hohen AGE-Level im Gewebe (Drenth et al. 2017). Meerwaldt et al. fanden z.B. eine
starke Korrelation zwischen HAF und dem Hautgehalt von AGEs, einschlie8lich
Pentosidin, N(¢) - (Carboxymethyl) Lysin (CML) und N(g) - (Carboxyethyl) Lysin (CEL)
bei Diabetikern. HAF-Werte korrelieren mit Alter, Dauer der Diabeteserkrankung,

mittleren HbA1c-Werten vom letzten Jahr und Kreatininwerten (Meerwaldt et al. 2004).

Igase et al. publizierten die erste Studie, die einen hoch signifikanten Zusammenhang
zwischen MCI und HAF in einer nicht-diabetischen gesunden Bevélkerung nachwies.
Sie analysierten die mégliche Assoziation von HAF und MCI in Erwachsenen mittleren
Alters und alteren gesunden Probanden. lhre drei Hypothesen lielken sich bestatigen:
(a) HAF korreliert signifikant mit der Hirnatrophie im Schlafenhornbereich, (b) HAF ist bei
MCI-Patienten signifikant héher als bei normalen Probanden, und (c) HAF ist eine

unabhangige Determinante von MCI bei scheinbar gesunden Probanden. Die o.g.
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Ergebnisse, dass HAF ein unabhangiger MCI-Screening-Marker flr gesunde Menschen
zu sein scheint und dass eine erhéhte HAF das Auftreten von Demenz vorhersagen
konnte, legen nahe, dass die HAF-Untersuchung in routinemaflige medizinische
Untersuchungen einbezogen werden sollte (Igase et al. 2017). Allerdings zeigt die HAF
keine Spezifitat flir die Diagnose von AD oder Diabetes. Zusatzliche Nachteile der HAF

als einziger Diagnostikmarker sind Folgende:

Erstens kann sie durch andere fluoreszierende Verbindungen (Fluorophore) als AGEs
beeinflusst werden. Ein potentiell stérendes Fluorophor, das in residenten Hautzellen
enthalten ist, ist die reduzierte Form von NAD(P) [z.B. NAD(P)H; Anregung bei 350 nm,

Emission bei 460 nm].

Zweitens ist es wahrscheinlich, dass die HAF auch durch voribergehende
Veranderungen der interstitiellen und maoglicherweise auch intrakapillaren Konstitution
von Verbindungen mit fluoreszierenden Eigenschaften beeinflusst wird (Mulder et al.
2006). Mehrere Chromophore kénnen auch eine unerwiinschte Varianz bei der AF-
Messung der Haut durch Absorption von Anregung, aber auch Emission von
Fluoreszenzlicht induzieren. Hamoglobin und Melanin sind bei weitem die wichtigsten
Storfaktoren, die Licht im Bereich von 330-400 nm absorbieren konnen. Zusatzlich wurde
die epidermale Dicke als Storfaktor erwahnt. Sandby-Moller et al. zeigten, dass nur die
Hautpigmentierung (z. B. Melanin) und in viel geringerem Malke die Rétung (z. B.
Hamoglobin) die Menge des Emissionslichts von der Haut signifikant beeinflussen kann
und dass der Effekt der epidermalen Dicke vernachlassigbar ist. Der Einfluss der
Hautabsorption wird weitgehend korrigiert, wenn AF als relativer Wert dargestellt wird.
Es besteht jedoch weiterhin die Sorge, dass insbesondere die Hautpigmentierung zu
unerwinschten intra- und interindividuellen Abweichungen bei den Messungen fiihren
kann (Sandby-Mgller et al. 2003; Mulder et al. 2006).

Nach der Etablierung unserer Methode kénnen AGE-Modifikationen in der Haut von AD-
Patienten und Kontrollprobanden gemessen werden. Es wird eine Korrelation des AGE-
Gehalts der Haut mit dem klinischen Status der Patienten erwartet. Es soll analysiert
werden, ob glykiertes AB in Liquor und Plasma mit dem AGE-Gehalt (Messung der

Hautfluoreszenz) korreliert.

5.2 AGEs und Morbus Alzheimer

Methylglyoxal, der Vorlaufer von Argpyrimidin, wird unter anderem durch die
nichtenzymatische Maillard-Reaktion von Ascorbat gebildet (Reddy et al. 2002). Es wird

angenommen, dass Methylglyoxal eine der Hauptquellen fir AGEs in Geweben ist.
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Methylglyoxal kann zur Neurodegeneration beitragen, indem es oxidativen Stress
auslost, der ein Ungleichgewicht zwischen der Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies
und ihrer Entgiftung durch endogene Systeme, insbesondere Glutathion und
Glutathionperoxidase, widerspiegelt. Methylglyoxal wirde die Glutathionperoxidase
direkt inaktivieren, was zu einem erhohten Gehalt an intrazellularen Peroxiden und einer
anschlielenden Zellschadigung fihren wirde (Amicarelli et al. 2003). Bar et al.
untersuchten die CML- und Pentosidinspiegel in gepaarten Blut- und Liquorproben von
Patienten mit Alzheimer-Demenz, vaskularer Demenz (VD) und Kontrollen. Die CML-
Spiegel waren im Serum von AD-Patienten signifikant verringert und im Liquor dieser
Gruppe im Vergleich zu altersangepassten Kontrollen signifikant erhéht. Es gab keinen
signifikanten Unterschied fir die CML-Konzentrationen im Serum oder Liquor im
Vergleich von Patienten mit leichter AD zu Patienten mit mittelschwerer bis schwerer AD
(Bar et al. 2003). In der AD-Gruppe wurde keine Veranderung der Pentosidinspiegel im
Serum oder Liquor beobachtet, wahrend Serum-Pentosidine in der VD, im Vergleich zu
altersangepassten Kontrollen, deutlich erhéht waren. Da Pentosidin nicht verandert
wurde, kénnte dies bedeuten, dass eine erhdhte CML mdglicherweise nicht nur
spezifisch fir das ZNS und die umgebenden CSF-Raume ist, sondern auch eng mit der

Alzheimer-Pathologie verbunden ist (Bar et al. 2003).

Monacelli et al. zeigten in einer kleinen Studienpopulation, dass Liquor-Pentosidin mit
zunehmendem Alter generell ansteigt, allerdings bei AD-Patienten erniedrigt ist. CML im
Liquor zeigte keinen eindeutigen Trend. Patienten mit koronarer Herzkrankheit und

Diabetes wurden ausgeschlossen (Monacelli et al. 2014).

In unseren Versuchen modifizierten wir AR sowohl mit Glyoxal als auch mit
Methylglyoxal. Lediglich unsere CBA-Methode untersuchte nur CML-modifiziertes AB in

Liquor. Wir konnten einen erhéhten Spiegel bei AD-Patienten detektieren.

Castellani et al. berichteten Uber die genaue Co-Lokalisierung von CML und Hexitol-
Lysin mit der neurofibrillaren Pathologie von AD. CML und andere AGEs weisen nicht
nur auf aktiven oxidativen Stress in der Pathologie von AD hin, sondern kdnnen, durch
Bindung von redoxaktiven Ubergangsmetallen, weitere oxidative Schaden ausldsen. Die
Prasenz von CML und Hexitol-Lysin in verstreuten neurofibrillaren Verwicklungen sowie
die zytoplasmatische neuronale Farbung in Hippocampus-Pyramiden-Neuronen, die
nicht an der neurofibrillaren Pathologie beteiligt sind, liefern starke Beweise daflr, dass
die AGE-Bildung ein friihes Ereignis im neurodegenerativen Prozess ist (Castellani et al.
2001). Pentosidin, jedoch nicht CML, wurde in der faserartigen Struktur des Neuropils

und der senilen Plaque beobachtet. Eine denkbare Erklarung fir die festgestellte
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Diskrepanz ist der Unterschied des Vorlaufers flr diese AGE-Strukturen. Obwonhl
angenommen wird, dass Glucose ein Hauptvorlaufer fir AGEs ist, haben neuere Studien
gezeigt, dass Pentosidin und CML auch in vitro durch Reaktionen von Protein mit
Ascorbat, Ribose und anderen Kohlenhydratquellen gebildet werden kénnen. Daher
kébnnen Pentosidin und CML in vivo unterschiedliche Vorlaufer aufweisen.
Interessanterweise konnte Pentosidin aus pathologischer Sicht aufgrund seiner
charakteristischen Eigenschaft als potenter Proteinvernetzer (eine Eigenschaft, die in
CML nicht vorhanden ist) zur extraneuronalen faserartigen Struktur und senilen Plaques
beitragen (Horie et al. 1997). CML-Reaktivitat ist im Zytoplasma von Neuronen
vorhanden, mit Unterschieden in der Expressionsintensitat, der Anzahl der Zellen und
der topografischen Verteilung. Die CML-Expression ist im Hippocampus hoher als im
frontalen und temporalen Cortex. Bei AD-Patienten wurde festgestellt, dass CML
zusammen mit Tau-Protein exprimiert wird, was eine ahnliche neurofibrillare
Verwicklungsform zeigt, in neuritischen Plaques, jedoch nicht im Kern von Amyloid-
Plaques. Die hochste Reaktivitat wird bei Patienten mit gleichzeitiger AD und DM
beobachtet, gefolgt von Patienten mit einzelnem Auftreten von AD, DM und
Kontrollgruppen (Gironés et al. 2004). Manche Studien konnten keine Korrelation
zwischen CML und AD nachweisen. Seidl et al. fanden keinen Unterschied der CML-
oder Pentosidinkonzentrationen im frontalen Kortex von Alzheimer-Patienten im

Vergleich zu Kontrollpatienten (Seidl et al. 1997).

CML und Pentosidin wurden im Serum und zirkulierenden extrazellularen Vesikeln
gemessen. Der CML-Spiegel war im Frihstadium von AD erhéht, wahrend der
Pentosidinspiegel unverandert blieb. Der CML-Spiegel in den extrazellularen Vesikeln
war im mittelschweren Stadium der AD niedriger als in der Kontrollgruppe (Haddad et al.
2019).

Sharma et al. untersuchten AGEs wie CML und CEL, Marker fir oxidativen Stress, im
Plasma von Parkinson- und Alzheimer-Patienten sowie Kontrollpersonen. Es zeigten
sich héhere CML-Spiegel bei AD- und Parkinson-Patienten verglichen mit der
altersangepassten gesunden Kontrollgruppe. Allerdings zeigten weibliche AD-Patienten
niedrigere CEL-Spiegel (Sharma et al. 2020). Die geschlechtsspezifischen Unterschiede
im AGE-Plasmaspiegel von AD-Patienten sollten in zuklinftigen Studien bericksichtigt

werden.

AD-Patienten zeigten sowohl in Plasma als auch in Liquor einen deutlichen Anstieg der
cysteinylierten und gleichzeitig glykierten sowie oxidierten und zusatzlich glykierten

Albuminformen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ansonsten war der glykierte
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Albuminspiegel im Liquor zwischen den AD-Patienten und Kontrollpersonen ahnlich.
Aber es wurde eine hohere Albumin-Glykierung im Plasma als im Liquor der AD-
Patienten festgestellt (Costa et al. 2019).

AGEs und RAGE im Hippocampus sind auch bei anderen neurologischen Erkrankungen
wie bei MS-Patienten vorhanden. Das MGO-abgeleitete AGE, N&-(5-Hydro-5-methyl-4-
imidazolon-2-yl)-ornithin, zeigte sich in der weilen Substanz von MS-Patienten
verglichen mit der Kontrollgruppe erhdht. Freie AGEs im Plasma - nicht
proteingebundene AGEs - korrelierten mit ihren jeweiligen Spiegeln im Liquor.
Plasmaprotein-gebundene CEL-Spiegel waren bei MS-Patienten erhoéht, korrelierten

allerdings nicht mit den Liquor-Spiegeln (Wetzels et al. 2019).

Hu et al. synthetisierten 2 glykierte AB42>-Peptide, in dem sie das Lysin an der Stelle 16
und 28 mit CML ersetzten. Sie zeigten, dass die Glykation, v.a. an Position 28, den
Aggregationsprozess verlangsamt, indem Amyloid-Fibrillen viel langsamer gebildet
werden, und mehr Zytotoxizitat induziert. Acetylierung von Lysin 16 reduziert die
Aggregationseigenschaften von AB und die Acetylierung von Lysin 28 verlangsamt die
ABso-Fibrillierungsrate. Sie vermuten deshalb, dass AB in einem stabileren
Oligomerzustand verbleiben wirde, wenn mehr glykiertes AB koexistent ware (Hu et al.
2021). Wir konnten im Westernblot kein modifiziertes AB nachweisen und vermuteten,

dass aufgrund der Aggregationen das Protein erst gar nicht in das Gel hineinlief.

Unsere Daten suggerieren, dass CML-modifiziertes AB in Liquor von AD-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe in doppelter Menge vorkommt. Allerdings beruhen unsere
Messungen auf dem Ergebnis aller gemessenen Proben in den AD- und Kontrollgruppen
als Kollektiv. Aufgrund der geringen Probenzahl wurden die Proben gepooltin 2 Gruppen
(AD-Gruppe und Kontrollgruppe) gemessen. Wenn man CML-modifiziertes AR in Liquor
von AD- und Kontrollproben vergleicht, ist eine signifikante Erhéhung der CML-
modifizierten AB in der AD-Gruppe (p = 0.019) zu beobachten. Das Ergebnis wird jedoch
mit Vorsicht betrachtet. Zum einen standen eine geringe Anzahl von Proben (15 AD, 13
Kontrollen) zur Verfigung. Zum anderen ist zwar eine AD-Diagnose durch die
Feststellung der klassischen AD-Merkmale wie AB-Plaques und neurofibrillaren Tangles
im Gehirn zu 100% sicher, jedoch ist diese Feststellung nur nach dem Tod der Patienten
moglich. Dies erklart, weshalb fur die Arbeit Pools der Proben analysiert wurden. Primar
ging es in dieser Doktorarbeit um die Etablierung der Methode. Die Messung an
Patientenmaterial sollte die Tauglichkeit der Methode mit klinisch relevanten Proben

bestatigen.

60



5.3 Limitationen der Methode

Nachfolgende Limitationen sind flr unsere Methode zu bericksichtigen:

e Die gemessene Fluoreszenz kann keine direkten quantitativen Informationen
Uber die Konzentrationen einzelner Verbindungen liefern (Meerwaldt et al. 2004).
Hierzu ware eine Eichkurve mit modifizietem AP herzuleiten, wie es
Ublicherweise bei CBA durchgefliihrt wird, um anhand dieser Kurve die

unbekannte Konzentration der CML-modifizierten AR zu bestimmen.

e Sie kann keine Ausklnfte geben bzgl. einer Anwendung dieser Methode in
anderen Korperflissigkeiten. Liquor wurde deshalb untersucht, weil die Menge

von AR hier hoher ist.

o Die grolite Limitation der Arbeit ist die geringe Anzahl der analysierten Proben.
Zusatzlich konnte die Variation in der Messung von Probe zu Probe nicht gel6st
werden. Das Ziel der Methodenuntersuchung beabsichtigt in erster Linie die
Etablierung der Methodik zur Messung modifizierter ARs. Weitere Studien tber
die Anwendbarkeit der Methode in der AD-Diagnostik sind erforderlich und sind

zu konzipieren.

5.4 Perspektiven: Neuer Assay fir die Diagnostik

Uns ist gelungen, eine Methode zu entwickeln, welches CML-modifiziertes AB in Liquor

durchflusszytometrisch detektieren kann. Dies ist bisher einmalig.

Vorteile der Methode sind:
e Es wird eine geringe Probenmenge bendtigt.

o Mehrere Analyten kénnen gleichzeitig gemessen werden.

Nachteil der Methode ist:
e Unsere Messung erfolgt im Liquor. Die Probenbeschaffung ist invasiver als z.B.
die AGE-Messung durch fluoreszenzbasierte Hautscans (z.B. durch den AGE-
Reader, Diagn-Optics) (Meerwaldt et al. 2004).

Als Blut-Biomarker scheint eine Kombination von Plasma P-Tau217 mit AB42/AB4o fir die
Erkennung der MCI und AD gut geeignet zu sein. Obwohl dies vielversprechend ist, sind
Immunprazipitation-Massenspektrometrie-Studien  kostspielig und erfordern eine
umfangreiche Entwicklung, bevor sie in der Primarversorgung oder beim Screening

eingesetzt werden konnen. Zusatzlich ist die Haupteinschrankung von Plasma
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AB42/ABa4o, dass sein Spiegel bei Personen mit zerebraler AB-Pathologie nur um 10-20%

verringert ist, verglichen mit 40-60% im Liquor (Prince et al. 2013; Leuzy et al. 2022).

Perspektivisch sollte, zur weiteren Uberpriifung unserer Methode, die Variation der

Messungen geldst werden.

Ist dieses Problem geldst, kann eine groRangelegte Studie mit wesentlich mehr Proben
durchgefiihrt werden. Es sollten unterschiedliche Demenz-Gruppen auch mit MCI
untereinander verglichen werden. Die gemessenen CML-modifizierten AR-Werte sollten
in Abhangigkeit von anderen Faktoren wie Alter, Gewicht, Geschlecht, Rauchen,
Diabetes mellitus, arterielle  Hypertonie, KHK, pAVK, Niereninsuffizienz,
Fettstoffwechselstérung, COPD, MMST, Sonnenexposition, Hautfarbe und sportlicher
Aktivitat gemessen werden. In anderen Studien zeigte sich eine deutliche Korrelation
zwischen dem Alter der Probanden und der in der Haut enthaltenen AGE-Menge (Simm
et al. 2008). Weiterhin konnte eine positive Korrelation zwischen der AGE-Fluoreszenz
der Haut und dem pathologischen Status der Patienten mit Diabetes mellitus festgestellt
werden (Chabroux et al. 2010; Ueno et al. 2008; Hartog et al. 2007). Diese
Zusammenhange sind weiter zu untersuchen. Die Einfachheit der HAF-Messung
ermdglicht den klinischen Einsatz, allerdings musste in einer groRangelegten Studie die
HAF mit der Menge der gemessenen CML-modifiziertem AP verglichen werden.
Zusatzlich konnte die Methode in Blut getestet werden, um eine weniger invasive
Methode etablieren zu kdnnen. Uribarri et al. zeigten bereits, dass MGO- und CML-
Werte im Serum, sowie im Gewebe des Gyrus temporalis superior von AD-Patienten
verglichen zur Kontrollgruppe erhéht waren und mit den Serumwerten der Patienten
korrelierten (Uribarri et al. 2020). Haddad et al. fanden heraus, dass die MGO- und GO-
Konzentrationen im Serum von MCI-Patienten hoher sind, als bei Kontroll-Patienten.
Allerdings hatten die Serumspiegel eine héhere Wahrscheinlichkeit, MCI-Patienten von
Kontrollpersonen, aber nicht von AD-Patienten zu unterscheiden. Der Serumspiegel von
CML stieg im Frihstadium der Alzheimer-Krankheit an und korrelierte mit den kognitiven
Scores der MMSE und dem GO-Wert (Haddad et al. 2019). In weiteren Untersuchungen
sollten zusatzlich Beads mit anderen AGE-Ak wie Anti-MGO und Anti-Pentosidin

gekoppelt werden, um deren Einfluss in AD zu bestimmen.

Unsere Methode kdnnte der Detektion von CML-modifiziertem AR als AD-Biomarker
dienen. Zuvor sollten allerdings die oben genannten Einflussfaktoren und deren Rolle
bei CML-Modifikationen geklart werden.
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6 Zusammenfassung

Weltweit sind ca. 47 Millionen Menschen von Demenz betroffen und alle 20 Jahre wird

sich diese Zahl fast verdoppeln.

In der Praxis werden fur die Diagnose von AD klinische und kognitive Kriterien
verwendet. Die endglltige Diagnose einer AD bedarf der histopathologischen
Untersuchung, die selten erfolgt. Zusatzlich werden molekulare Biomarker und
Bildgebungsmarker in die Diagnose miteinbezogen. Im Allgemeinen sind die
topografischen Biomarker weniger spezifisch als die molekularen Biomarker, korrelieren
jedoch besser mit dem Auftreten klinischer Symptome. Molekulare Biomarker sind zur
Frihdiagnose geeigneter. Erwahnenswerte Nachteile der verfligbaren Liquor-Biomarker
sind die niedrige Sensitivitat, sowie Spezifitdt. Die Anwendung vom Blut-Biomarker in
der klinischen Praxis ist aufgrund einer Reihe von biologischen und technischen
Grinden — neben der niedrigen Sensitivitdt und Spezifitdt — bisher nicht zuverlassig.
Daher ist die Entwicklung von neuartigen praktikablen Methoden zur Friiherkennung und

genauen Diagnose der Alzheimerkrankheit unerlasslich.

Es konnten hohe Konzentrationen an AGEs in den senilen Plaques und neurofibrillaren
Knaueln bei Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden. Die extrazellularen
Proteinablagerungen der Plaques bestehen aus Amyloid-Beta-Peptid (AB) und die
intrazellular gelegenen Neurofibrillenblindel aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein,
welches akkumuliert und zu gepaarten helikalen Filamenten aggregiert. Dies flihrt zum
Neuronenverlust, sodass es im Verlauf zu einer Hirnatrophie kommt. AGEs als Produkte
der irreversiblen Glykierung von Proteinen, sind gegentiber proteolytischen Prozessen
resistent und induzieren die Vernetzung (Cross-Linking) von Polypeptiden bzw.

Plaquebildung. Viele AGEs sind fluoreszierende Verbindungen, CML allerdings nicht.

Folgende Hypothese wird aufgestellt: AGE-modifiziertes AR kommt in vivo vor, tragt
signifikant zur Aggregation und deren pathologischen Effekten auf Neuronen und
Endothelzellen bei. Wissenschaftliche Daten lber mdgliche AGE-Modifikationen des
ABs in vivo sind bisher nicht vorhanden. Ein Problem des Nachweises von modifiziertem
AB in vivo kénnte sein, dass viele der verwendeten kommerziellen Antikérper das N-
terminale Ende des Peptides erkennen. In der dort vorhandenen Aminosauresequenz
sind die beiden Lysine und das Arginin, welche modifiziert werden. So kénnte eine
Modifikation das Epitop fur die monoklonalen Antikérper maskieren.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Methode fir die in vivo Detektion von AGE-
Modifikationen v.a. CML an das Amyloid 3-Peptid. Zur Etablierung der Methode erfolgten
folgende Schritte:
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(a) Modifizierung von AB und Liquor in vitro mittels Inkubation mit AGE-Induktoren
(Glyoxal=CML, Methylglyoxal=Argpyrimidin),

(b) Fluoreszenzmessung der AB-AGE-Modifikationen, bei einer
Anregungswellenlage von 360 nm und einer Emissionswellenlange von 440 nm
(fir die Detektion aller fluoreszierenden AGEs),

(c) Fluoreszenzmessung der AB-AGE-Modifikationen, bei einer
Anregungswellenlange von 330 nm und einer Emissionswellenlange von 405 nm
(fur die Detektion von AGE-Modifikationen Pentosidin und Argpyrimidin),

(d) Westernblot zur Detektion von CML-modifiziertem und unmodifiziertem AB-
Peptid, da CML nicht fluoreszierendes AGE ist. Wenn A mit GO und MGO
behandelt wurde, waren die Aggregate so grol3, dass diese nicht mehr in das Gel
hineinliefen. Mittels Silberfarbung wurde gezeigt, dass unmodifiziertes A bis zu
40 h Inkubation und GO-modifiziertes AR nach 4 h bei 37°C detektierbar ist.

(e) Slot-Blot und ELISA zur Detektion von unmodifiziertem und modifiziertem AR
(nach 24h-Inkubation) mit N-terminalen-AB-Akn (6E10, 4G8) und C-terminalem-
AB-Ak (8G7), hier konnte ebenfalls eine Reduktion der Bindung des Antikorpers
an modifizietes AB beobachtet werden. Zusatzlich wurden 4 polyklonale
Antikérper mittels ELISA auf die Bindung an unmodifiziertes und modifiziertes AR
getestet. Gleichzeitig wurde die Menge der verschiedenen AB-Konzentrationen
zur Detektion bestimmit.

(f) Messung von AGE-modifiziertem AB-Peptid mittels modifizierter CBA (cytometric
bead array),

(9) Spiking-Experimente und FACS-Analyse zur Detektion von CML-modifiziertem
AB-Peptid in Liquor bzw. H>O mittels Durchflusszytometrie. Unser CBA-Assay
kann CML-modifiziertes AR in 200 pl Liquor in vivo nachweisen.

Obwohl die Anzahl der Proben bei uns gering war, konnten wir zeigen, dass bei der AD-
Gruppe fast doppelt so viel CML-modifiziertes AB vorhanden ist wie bei der
Kontrollgruppe. Dieser Sachverhalt kdnnte in einer groRen Studie perspektivisch geprift

werden und als friher Biomarker in der AD-Diagnostik eingesetzt werden.
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Thesen der Dissertation

Die Anwendung von Liquor- und Blut-Biomarker in der AD-Diagnostik entwickelte
sich rasant in den letzten Jahren. Dabei spielen das AB-Peptid und das Tau-Proteine

eine zentrale Rolle.

Es konnten hohe Konzentrationen an AGEs in den senilen Plaques und

neurofibrillaren Knaueln bei Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden.

AGEs als Produkte der irreversiblen Glykierung von Proteinen induzieren Cross-

Linking von Polypeptiden bzw. Plaquebildung.

Wissenschaftliche Daten tGber moégliche AGE-Modifikationen des ABs in vivo fehlen
bisher. Ein Problem des Nachweises von modifiziertem A in vivo kénnte sein, dass
viele der verwendeten kommerziellen Antikérper das N-terminale Ende des
Peptides erkennen. In der dort vorhandenen Aminosduresequenz sind die beiden

Lysine und das Arginin, welche modifiziert werden.

CBA-Tests sind einfach durchflihrbar, reproduzierbar und gleichzeitig kosten- und
zeiteffektiv. Es kénnen bis zu 30 Proteine gleichzeitig in einem Probenvolumen von

25-50 pl bestimmt werden.
Durch eine veranderte CBA konnten wir CML-modifiziertes AR in 200 ul Liquor

bestimmen. Dieser Test sollte in einer groRangelegten Studie gepruft werden und

konnte als friihzeitiger Biomarker bei AD-Diagnostik eingesetzt werden.
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