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1. Introduction 

1.1 Neurodegenerative diseases 

Neurodegenerative disease  is the umbrella term for a group of diseases which are  linked to 

neuronal  degeneration  and  subsequent  neurological  symptoms  like  dementia  and  cognitive 

dysfunctions. These diseases are frequently caused by aggregation prone proteins  [1] (table 1.1). For 

example, abnormally folded proteins can lead to neurodegeneration as seen with the prion protein in 

Creutzfeldt‐Jakob disease or amyloid‐β peptide (Aβ) and Tau protein in Alzheimer’s disease (AD). 

 

Table 1.1 Polypeptides involved in neurodegenerative diseases [1‐4]. 

disease  depostited polypeptide  pathologic characteristics 

Alzheimer’s disease  Aβ peptide 
Tau 

neuritic plaques 
neurofibrillar tangles 

Fronto‐temporal dementia with Parkinsonism  Tau  Pick bodies 

Parkinson’s disease  α‐Synuclein  Lewy bodies, Lewy neurites 

Huntington’s disease  Huntigtin  nuclear inclusion 
cytoplasmatic aggregates 

Amyotrophic lateral sclerosis  Superoxid dismutase 1  nuclear and axonal inclusions 

Spinocerebellar ataxis  Ataxins  nuclear inclusions 

Creutzfeldt‐Jakob disease  prion protein (PrPSC)  florid PrPSC deposits 

 

Many of  the  sporadic  forms of neurodegenerative diseases are  late‐onset,  suggesting  that 

they are linked to factors which change due to ageing. Cells, for example, lose their ability to degrade 

misfolded  proteins,  leading  to  accumulation  of  such  proteins  [5‐7].  There  is  also  evidence  that 

mutations  can  cause  an  early  onset  of  such  illnesses  and  lead  to  familiarly‐inherited  diseases.  In 

Parkinson’s disease, a gain of function mutation in the α‐synuclein gene causes autosomal dominant 

Parkinson’s  disease  [8].  In  case  of  the  inherited  Huntington’s  disease,  the  disorder  is  caused  by 

repeated  sections  in  the  Huntingtin  gene  resulting  in  polyglutamine  extension  of  the  Huntingtin 

protein and subsequent aggregation [9].  

 

1.2 Alzheimer’s disease (AD) 

AD  is  characterised  by  memory  deficits  and  cognitive  impairment  due  to  neuronal 

degeneration.  In  addition,  AD  is  the most  common  form  of  dementia [10].  1,2 million  people  in 

Germany are estimated to currently suffer  from AD and  the number  is predicted to  increase up  to 

2,3 million in 2030 [11]. Every year 200 000 people in Germany are diagnosed with AD and the chance 

of  developing AD  increases with  age  [11].  The  disease was  first  described  by Alois Alzheimer who 

discovered  that  his  patient,  Auguste  Deter,  suffered  from  presenile  dementia  including  a  rapid 

memory  loss  [12]. Later  it was  found  in post‐mortem brain studies  that neuronal cells and synapses 
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are  lost  in  specific  brain  regions[13]  along  with  histological  changes.  Two  major  lesions  are 

predominant  in  the  brain  of AD  patients:  extracellular Aβ  plaques  and  intracellular  neurofibrilliar 

tangles (NFTs) consisting of hyperphosphorylated tau protein (figure 1.1) [14]. 

 

 

Figure 1.1 Histopathology of AD in post‐mortem brain sections. (A): Aβ‐positive senile plaques. (B): Tau‐positive 

neurofibrillary tangles (adapted by Haass &Selkoe, 2007 [14]). Scale bar represents 100μm. 

   
The toxic role of both proteins has been investigated individually but there is increasing believe that 

tau and Aβ need to functionally interact to mediate neurotoxicity [15]. Primary neurons derived from 

tau knockout mice were resistant to the toxic effects of Aβ [16] and immunisation of mutant tau mice 

with Aβ exacerbated the NFT pathology [17]. Additionally, reducing Tau prevented behavioural deficits 

in mice [18]. 

It  is  thought  that Aβ  induces  the phosphorylation of Tau and exerts Tau  toxicity  in neurons  (figure 

1.2A). Alternatively the presence of Tau is critically required to mediate Aβ toxicity towards neurons 

(figure 1.2B). A third option is that both proteins act synergistically, thereby enhancing their toxicity 

and for example attacking cell membranes organelles (figure 1.2C). 

 

Figure 1.2 Potential interaction between Aβ and Tau (adapted from Ittner & Götz, 2011 [15]). (A) Aβ could exert 

Tau toxicity. (B) Aβ toxicity could be mediated by Tau or (C) Aβ and Tau act synergistically leading to increased 

toxicity. 

 

 

1.2.1 Tau pathology 

The  neuronal  microtubule‐associated  protein  Tau  is  known  to  cause  neurodegenerative 

disorders, collectively called tauopathies such as Alzheimer’s disease and fronto‐temporal dementia 
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with  Parkinsonism  linked  to  chromosome  17  (FTDP‐17)  (table  1.1).  Normally,  Tau  is  required  in 

neurons to maintain microtubule assembly and stability. In addition,  it has been demonstrated that 

over‐expression of tau disrupts the axonal transport [19‐21]. In the human brain six Tau isoforms exist. 

As a result of alternative splicing, these  isoforms have either 3 or 4 C‐terminal microtubule‐binding 

domains (MTBD). Tau has around 80 possible phosphorylation sites; most of them are on Ser‐Pro or 

Thr‐Pro motifs, but  some were  identified on other motifs  [22]  and  the number of phosphorylation 

events in the MTBDs correlates negatively with the binding ability to the microtubules. In general the 

phosphoprotein Tau contains 2‐3 moles of phosphate per mol of Tau and several serine and threonin 

residues  are  known  to  be  phosphorylated  in  humans  [23,  24]. Nevertheless,  in  brains  of  individuals 

suffering  from  a  tauopathy  the  phosphorylation  levels  of  Tau  are  3‐4  fold  higher  than  in  healthy 

brains[23].  Abnormally  phosphorylated  Tau  forms  paired  helical  filaments,  lowering  the  levels  of 

microtubule binding Tau, thus disrupting axonal transport and leading to degeneration of axons [25‐27]. 

Additionally,  it  has  been  show  that  Tau‐dependent  neuronal  dysfunction  can  occur  without 

neurodegeneration [21, 28, 29] and that Tau‐dependent neuronal loss has occured in in vivo models [30, 31] 

implying that there may be different mechanisms by which Tau mediates its toxicity. 

Characteristic of tauopathies is the presence of intracellular neurofibrillar structures and soluble non‐

fibrillar  forms of abnormal or hyperphosphorylated Tau protein  [32,  33]. Fibrillar Tau accumulates  in 

dystrophic neurites forming NFTs which appear extracellulary subsequent to neuronal death [34, 35]. In 

Alzheimer’s disease,  the  presence of  intracellular NFTs  correlates  strongly with neuronal  loss  and 

progress  of  the  disease,  however  the  pathologic  mechanism  remains  unclear [35,  36].  Mutations 

causing  FTDP‐17  in  humans  established  that  dysfunctional  Tau  leads  to  neurodegeneration  [37]. 

Nevertheless mutations in tau have not yet been linked to AD. Studies suggested that Tau might act 

downstream of Aβ as demonstrated using tau transgenic Drosophila melanogaster [38]. Co‐expression 

of  Aβ42  and  Tau  resulted  in  higher  Ser262  phosphorylation  levels  and  enhanced  Tau‐dependent 

neurodegeneration [38]. 
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1.2.2 Amyloid‐β pathology 

The term amyloid is derived from the greek “amylon” (starch) and was used first in a medical 

context  by  Rudolf  Virchow  to  describe  pathogenic  deposits  in  human  tissue  and  organs  which 

displayed starch‐like iodine and sulphuric acid staining [39‐41]. This first assumption led to the opinion 

that these deposits contained of carbohydrates, but eventually these amyloid deposits were found to 

consist mainly of proteinaceous material [42]. Nowadays, the pathological term amyloid is defined by 

in  vivo deposited material with  characteristic  fibrillar  structures when analysed using  transmission 

electron  microscopy  (TEM)  and  a  typical  X‐ray  diffraction  pattern  displaying  a  cross‐β‐sheet 

structure. Furthermore, amyloid fibrils can be identified under polarising light when stained with the 

amyloid‐specific dye Congo Red by the resulting apple‐green birefringence [43, 44].  

The Aβ peptide  is a hydrophobic peptide with a  critical  tendency  to assemble  into  stable amyloid 

fibrils.  It  is derived  from  cleavage of  the amyloid precursor protein  (APP). There are  two principle 

ways to cleave APP (figure 1.3) [45‐47]. The non‐amyloidogenic pathway consists of the cleavage of APP 

by α‐secretase, which occurs within the Aβ sequence, followed by cleavage with γ‐secretase. These 

processes release the neuroprotective, soluble APPsα and an APP intracellular domain (AICD) [48]. The 

amyloidogenic pathway of APP cleavage is the origin of the aggregation prone Aβ peptides including 

Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42). These peptides are produced by APP  cleavage with  β‐ and  γ‐secretase and 

both  are  found  in  Aβ  plaques  as  fibrillar  structures.  The  amyloid  cascade  hypothesis  states  that 

mutations  in APP or other genes  (e.g. secretases)  lead to an  increase of Aβ production which  then 

leads to the disease. As an example, mutations occurring in presenilin increase the amount of Aβ(1‐

42)  and  have  been  linked  to  familial  forms  of  AD  [49,  50].  Additionally, mutations  within  the  Aβ 

sequence are known to change  its aggregation propensity and toxicity  [51, 52], for example the arctic 

mutation Aβ(1‐42)E22G (APP: E693E) aggregates faster than Aβ(1‐42) and is highly toxic [53] whereas 

mutations around the β‐secretase cleavage site enhance the overall Aβ production [54]. An extra copy 

of the APP gene, as occurs in trisomy 21, causes a duplication of APP and accelerates the aggregation 

of Aβ, thus leading to early‐onset AD [55, 56].  
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Figure 1.3 Proteolytic cleavage of APP by α‐, β‐ and γ‐secretases (modified from Zhang & Saunders, 2007 [57]). In 

the amyloid hypothesis two different proteolytic pathways are suggested for APP: the non‐amyloidogenic (left) 

and  the  amyloidogenic  (right)  pathway.  Abbreviations:  APP  =  amyloid  precursor  protein,  Aβ  =  amyloid  β 

peptide, AICD = APP intracellular domain, APPs = secreted APP fragment , CTF = C‐terminal fragment.  

 

Postmortem analysis of AD patients revealed that the extracellular amyloid plaques consist primarily 

of fibrillar Aβ peptides [14], but there is evidence that the number of plaques does not correlate with 

the loss of cognitive function [46, 58]. Indeed, transgenic mice expressing APP have demonstrated that 

soluble  levels  of  Aβ  correlate  better  with  the  cognitive  decline  than  amyloid  plaque  load [59, 

60].However, analysis of the soluble and insoluble Aβ fractions from human brains demonstrated that 

a shift occurs from soluble to insoluble Aβ during AD progression, whereas most Aβ remains soluble 

in normal ageing brains [61]. 

 

1.3 Aβ aggregates into amyloid fibrils 

In  vitro  studies  revealed  that  mature  Aβ  fibrils  are  formed  via  several  aggregation 

intermediates  (figure1.4)  [62,  63].  This  process  is  a  molecular  self‐assembly  that  depends  on  the 

formation of aggregate nuclei. In the beginning, monomeric peptides start to aggregate into soluble 

non‐fibrillar structures known as oligomers which occur as spherical structures. These oligomers are 

transient and convert  into short, curvilinear shaped, fibrillar  intermediates, termed protofibrils. The 

metastable protofibrils mature  into  long,  straight  fibrils with highly  regular morphology, as can be 

seen with techniques such as atomic force microscopy. 
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Figure 1.4 Schematic representation of fibrillisation of Aβ peptide. The unstructured Aβ peptide aggregates into 

mature  fibrils  via  transient  existing  intermediate  structures  (modified  from  Goldsbury  et  al.,  2005  [62]  and 

Scheidt et al., 2011 [63]) . 

 

There  is evidence  that each Aβ aggregate  species has  toxic effects, as has been  shown by 

Deshpande et al. who applied high molecular weight oligomers, Aβ‐derived diffusible ligands (ADDLs) 

and mature  Aβ  fibrils  to  primary  human  neurons  [64].  All  three  species  were  toxic  to  the  cells, 

although with different effects and to different extents. These results were also seen  in analyses of 

the toxicity of Aβ fibrils towards rat cells and mice brains [65, 66]. Overall, it remains unclear if a single 

intermediate is responsible for causing AD or if it is a combination of the varied species.  

 

1.4 Animal models of Alzheimer’s disease 

Although there are in vivo data from post mortem human brains available, the mechanism by 

which Aβ accumulation leads to neurotoxicity and degeneration of neuronal tissue is still unexplored. 

To gain new  insights  into the pathogenicity of AD, researchers use animal model systems to reflect 

the complexity of  living organisms. The usage of model organisms provides many advantages, e.g. 

allowing  transgenic manipulation  and  observation  of  strong  changes  in  behaviour  and  cognitive 

function, while  being  cost  effective  and  easy  to  handle.  But  these models must  also  fulfil  some 

criteria,  such as  the possibility of genetic manipulations, usage  for drug and  immune  therapy and 

reproducibility  of  the  experiments  [67].  Animal  models  for  AD  have  been  established  in  both 

vertebrate  (mouse, rat, dog, non‐human primates) and  invertebrate organisms (worm and fruit fly) 

depending on  the  scientific  aim of  the model  [67]. Human  and non‐human primates  are  closest  to 

humans since both share a high gene homology [68]. They are known to develop amyloid plaques and 

Tau  inclusions  spontaneously,  which  can  be,  but  generally  are  not  accompanied  by  the  full 

neuropathological phenotypes such as cognitive impairment [69‐72]. 

Rodents do not spontaneously develop amyloid plaques, but the advantages of using mice to 

study AD include the variety of genetic tools available to create transgenic mice and the easy way of 

handling  the  animals.  In  the mid‐1990s  the  development  of  AD mouse models  started with  the 
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PDAPP mouse model,  expressing  the  Indiana  familial  AD  (FAD) mutation  hAPP  (V717F)  [73].  The 

Tg2576 and APP23 mouse models, expressing the Swedish FAD mutation hAPP (K670N M671L) [74, 75], 

followed  and  together  these  three models  became  the most  widely  used mouse models  in  AD 

research. Nevertheless, other models exist such as TgCRND8 or TgAPParc, modelling different FAD 

mutations of hAPP  [76,  77]. The 5x transgenic mouse model  (5xFAD) combines 5 mutations  linked  to 

FAD,  resulting  in  rapid  accumulation  of  Aβ  deposits,  memory  decline  and  neuronal  loss  [78]. 

Additionally, there is a 3xTg‐AD model [79] available that expresses hAPP (K670N M671L), tau (P301L) 

and the γ‐secretase PSEN1(M146V). These animals develop extracellular Aβ deposits and intracellular 

NFT’s as well as deficits in the long‐term potentiation (LTP). Consequently, this mouse model closely 

recapitulates the human AD pathology. However, a drawback of such models are that large gene or 

compound screenings are time consuming. 

The zebrafish Danio rerio is the model of choice for primary toxicity studies in living animals because 

its high sensitivity to toxins is combined with low costs and easy handling. Gene homologues for APP 

and  the  γ‐secretases  PSEN1  and  PSEN2  exist  in  zebrafish.  The  inhibition  of  the  γ‐secretase  is  an 

approach  currently  undertaken  in  this model  investigating  possible  compounds  that  are  able  to 

specifically  inhibit  the  activity  of  the  γ‐secretase  on  APP  cleavage  without  affecting  its  other 

substrate processing activity [80]. 

The  nematode  Caenorhabditis  elegans  is  another  well  established  animal  model  to  study  Aβ 

development and gene expression. The advantages of  the  transparent worm are  its  short  lifespan 

and  the ability  to easily monitor  the deposition of Aβ and analyse  its  toxicity. The APP homologue 

APl‐1 as well as two presenilin homologues are present in the nematode. The expression of Aβ in the 

muscle cells led to deposit formation and the animals became progressively paralytic [81]. Expression 

of Aβ in the neurons also resulted in Aβ deposition, however the phenotype involving movement was 

much weaker  [82]. Another  study  demonstrated  that Aβ  expression  caused  oxidative  stress  in  the 

worm, and that this occurred before fibril deposition [83]. 

 

1.4.1 Drosophila melanogaster as a model organism for AD 

Several advantages exist  that make  the  fruit  fly a more useful model organism  than other 

animals. Its genome was sequenced in 2000 [84] and homology was found in 77 % from approximately 

1000 known genes related with human hereditary diseases  [85]. The central nervous system (CNS) of 

Drosophila melanogaster works roughly like the one of higher organisms, but is simplified because it 

has  a  lesser  number  of  neurons  and  glia  cells.  Drosophila melanogaster  also  has  a  blood‐brain 

barrier,  that  permits  the  selective  passage  of molecules  [86]. As  the  efficacy  of many  neurological 
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drugs depend on their ability to cross the blood‐brain barrier, the fruit fly is an ideal model organism 

for compound testing. 

A high number of genes and signal transduction pathways are conserved from fly to humans. 

Drosophila  melanogaster  has  an  amyloid  precursor  protein‐like  gene  (appl),  whose  amino  acid 

sequence has a high homology to the sequence of the human APP  [87]. Its analysis provided  insights 

that APPL plays an  important  role  in axonal  transport and  is essential  for optimal nervous  system 

function [88, 89]. Nearly a decade later the human APP gene was expressed in Drosophila melanogaster 

and  its processing was analysed  [90]. No Aβ was produced when expressing  full  length APP, but Aβ 

could be produced by using a short form which  included the Aβ sequence, transmembrane domain 

and cytoplasmatic tail. Thus, the researchers claimed that α‐ and γ‐ secretase activity  is conserved, 

while the β‐secretase seems to be altered in insects  [90]. As a result, in AD fruit fly models Aβ has to 

be  expressed  either  directly  or  as  APP  together with  a  β‐  secretase.   However,  recently  a  fly  β‐

secretase was identified in Drosophila melanogaster that was able to produce Aβ from APPL, leading 

to  Aβ  deposition  and  neurodegeneration  [91].  But  the  predominant  APPL  cleavage  appears  to  be 

carried  out  by  the  α‐secretase.  Another  approach was  carried  out  in  a  Drosophila melanogaster 

model created by Greeve et al. expressing human APP,  the β‐secretase BACE1 and  the  γ‐secretase 

presinilin  together  [92].  Correctly  processed  Aβ  occurred  and  led  to  amyloid  plaques, 

neurodegeneration and even a reduced lifespan. This model demonstrated the basic principle of APP 

processing,  including  Aβ  peptide  production,  and  allowed  genetic manipulation  of  the  pathway. 

However,  it  had  the  disadvantage  that  it  was  not  possible  to  study  single  Aβ  variants,  such  as 

Aβ(1‐40) or Aβ(1‐42). 

In three other fly models, the peptides Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42) were expressed in the fly brain 

and  revealed  that  the  expression  of  Aβ(1‐42)  caused  amyloid  deposition  and  massive 

neurodegeneration  that  was  absent  when  Aβ(1‐40)  alone  was  expressed  [93‐95].  Crowther  and 

colleagues additionally expressed the arctic Aβ mutant E22G  (Aβ(1‐42)arc) and showed a dose and 

age‐dependent  toxicity of  the wildtype  (WT) and mutant Aβ(1‐42) peptides,  resulting  in profound 

phenotypes such as impaired locomotor function, reduced lifespan and damage of the eye structure 

(rough eye phenotype) [95]. In 2007, Luheshi et al. compared the aggregation propensity of several Aβ 

mutant peptides with their neurotoxicity in live fly models, showing a good correlation between the 

propensity  of  Aβ  to  form  fibrils  and  in  vivo  toxicity  [51].  This  correlation  was  even  stronger  for 

Aβ variants with a high propensity  to  form protofibrillar aggregates. The Drosophila melanogaster 

models were also successfully used to study the subsequent mechanisms of Aβ expression, as well as 

the efficacy of drugs and the influence of genetic manipulation. Firstly, treating the flies with MK‐801 

or Congo Red  reduced  the Aβ dependent phenotypes  [95]. Secondly, a genetic  screen  revealed  the 
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occurrence  of  Aβ  dependent  oxidative  stress  and  the  importance  of  the  iron‐binding  protein 

ferritin [96,  97]. Additionally,  the  influence of neprilysin on Aβ  toxicity was discovered  [93,  98]. Thirdly, 

Iijima‐Ando and co‐workers   showed that Aβ expression causes mitochondrial mislocation  followed 

by  neuronal  disfunction  [99].  These  data  demonstrated  the  eligibility  of  Drosophila melanogaster 

models  for  testing  the  effects  of  drugs  and  antibodies,  as well  as  to  study  the mechanism  of Aβ 

induced toxicity in rapid and large scale experiments. 

 

1.4.2 Gal4‐UAS‐System 

To create a  simple  fly model,  single Aβ variants are expressed using  the Gal4‐UAS  system, 

which  is  commonly used  for  controlled expression of  genes.  In particular,  the Gal4‐UAS  system  is 

used  in Drosophila melanogaster AD models since permanent expression of toxic Aβ peptides  leads 

to unwanted death of fly stocks. In Gal4‐UAS models the transgenes to be expressed are fused with 

an Upstream Activating Sequence (UAS) and use Gal4 binding as a trigger to allow transcription to be 

started. The Gal4 protein  is expressed in a driver line under control of an endogenous promoter for 

example in the fly neurons or eyes. To activate the protein expression, the transgenic line is crossed 

with  the  driver  line.  In  the  resulting  offspring  the  Gal4  protein  is  expressed  and  initiates  the 

transcription by binding to the UAS sequence of the transgene (figure 1.5). Thus, the system allows a 

generation‐ and tissue‐specific analysis of the effects of peptide or protein expression, such as Aβ. 

 

Figure 1.5 Expression of  transgenes  in Drosophila melanogaster using  the Gal4‐UAS  system. A  fly expressing 

Gal4 under a tissue specific promoter is crossed with a fly that is made up with the transgene fused to the UAS 

sequence.  The  resulting  offspring  can  express  the  transgene  in  the  tissue  determined  by  the  Gal4  fly. 

Abbreviations: Gal4 = yeast Gal4 protein, UAS = Upstream Activating Sequence.  
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1.5 Treatment of Alzheimer’s disease using drugs and immunisation 

To date, no cure has been found to heal or stop the progress of AD. It thus remains necessary 

to  develop  tools  to  identify  toxic  species  and  get  insights  into  the  pathology  of  the  disease. 

Fibrillisation  studies  on  Aβ  revealed  that  small‐molecule  compounds  like  Ro  90‐7501, 

HMP (hexadecyl‐N‐methylpiperidinium) or imidazopyridoindoles can inhibit the formation of mature 

amyloid fibrils, and in case of the last two compounds, can ameliorate Aβ(1‐42)‐induced toxicity in a 

rat  cell  culture  model  [100‐102].  Additionally,  several  approaches  like  drug  development  or 

immunotherapy  (overview  in  table  1.2) are under  investigation, but so  far only drugs approved by 

the US Food and Drug Administration (FDA) for AD treat only the symptoms of the disease [103, 104]. A 

number of synthetic drugs have been developed and tested for the treatment of AD  [105‐112]. Within 

those  drugs  a  first  promising,  and  FDA‐approved  pharmaceutical  was  the  N‐methyl‐D‐aspartate 

(NMDA) receptor antagonist memantine, which inhibits the overstimulation of a cell by blocking the 

NMDA receptor and preventing excessive Ca2+ influx, resulting in beneficial effects on behaviour and 

cognition  [105]. Reduction of Aβ(1‐42)  levels and modulation of γ‐secretase was seen when applying 

nonsteroidal anti‐inflammatory drugs  (NSAIDs), such as  ibuprofen, to mice and cell culture systems 

[111]. Clinical studies suggest that NSAIDs can delay the progression of AD. Another compound which 

has completed phase II trials is the plant sugar alcohol scyllo‐inositol (termed: ELND005), which was 

found to inhibit the aggregation of Aβ in transgenic mice [112]. 

 

Table 1.2: Overview of drugs in clinical trials. Abbreviations: FDA = U.S. Food and Drug Administration 

name  mechanism  company  FDA phase  status 

AN1792  active immunisation 
 

Elan Pharmaceuticals  phase II  failed 

Bapineuzumab  passive immunisation 
 

Elan Pharmaceuticals & 
Wyeth 

 

phase III  ongoing 

ELND005  Aβ aggregation inhibitor  Elan Pharmaceuticals  phase II  ongoing 
         

Galantamine  acetylcholinesterase 
inhibitor 

 

Janssen‐Cilag AG  FDA approved 

Ibuprofen  NSAIDS 
 

  phase IV  discontinued 

Memantine  NMDA receptor antagonist 
 

Merz & Co.  FDA approved 

Rivastigmine  acetylcholinesterase 
inhibitor 

Novartis  FDA approved 

         

Simvastatin  HMG‐CoA reductase 
inhibitor 

 

Merck & Co.  phase II/III  ongoing 

Tarenflurbil  modulation γ‐secretase 
activity 

Myriad Pharmaceuticals  phase III  failed 

         

Intravenous 
immunoglobulins 

anti‐Aβ and anti‐
inflammatory properties 

Baxter  phase III  ongoing 
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A  second  approach  to  AD  treatment  is  the  idea  to  use  active  and  passive  vaccination  to 

create antibodies against Aβ  [113]. Two possible approaches were applied  to animal models: active 

vaccination  applying  Aβ(1‐42)  and  the  subsequent  development  of  antibodies,  and  passive 

immunisation  with  anti‐Aβ  antibodies.  In  both  methods  antibodies  bind  to  Aβ  and  induce  its 

clearance (figure 1.6).  

 

 

Figure 1.6  Comparison of active and passive immunisation (adopted from Lemere & Masliah, 2010 [114]). 

 

Active Aβ‐immunisation studies demonstrated that generated anti‐Aβ antibodies are capable 

of reducing AD‐like pathology and improving behavioural deficits in transgenic mice [115‐118]. However, 

a clinical  trial using active  immunisation with AN1792  (synthetic Aβ1‐42) was  stopped  in phase  IIa 

due to the development of aseptic meningoencephalitis by some patients [119, 120]. Nevertheless, this 
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trial showed that immunotherapy is worth investigation. Petrushina et al. demonstrated that in mice 

with  pre‐existing  AD  pathology  active  vaccination  selectively  initiating  B‐cell  response  is  able  to 

prevent the adverse effects seen in the AN1792 trial [121]. A second approach using immunisation with 

keyhole limpet hemocyanin (KLH)‐Aβ37–42  in mice models induced a high selective, non‐inflammatory 

antibody response against Aβ(1‐42)  [122]. The resulting  IgG antibodies were also able  to stain senile 

plaques in AD brains. 

By 1996 and 1997  Solomon et al. had already demonstrated  the ability of monoclonal Aβ 

antibodies  to dissolve Aβ aggregates and also  to prevent  their  formation  [123,  124]. For example,  the 

m266 antibody was tested  in young PDAPP mice where  it altered the  level of Aβ  in the plasma and 

CNS, and reduced the deposition of Aβ in the mouse brain [125]. Also, in another approach the plaque 

burden  could  be  reduced  due  to  administration  of  an  antibody  [126].  An  approach  using  passive 

immunisation,  led  to  reduced  Aβ  deposition  and  improved  learning  and  memory,  despite 

development of angiopathy [127]. One passive immunisation study is currently in phase III trials, using 

the monoclonal antibody Bapineuzumab which  targets  the N‐terminus of Aβ and was designed  to 

clear Aβ from the brain. 

Recently, endogenous antibodies against Aβ were discovered  in human blood pools  [128‐130]. 

These so‐called autoantibodies have been  found  to be  reduced  in AD patients  [130,  131]. Dodel et al. 

revealed  that  these autoantibodies bind preferentially  to early Aβ aggregation  intermediates,  thus 

leading  to  increased Aβ  clearance,  reduced plaque  formation and  improved  cognition  [132]. Clinical 

trials  into AD  treatment are currently being  run using human  intravenous  immunoglobulins  (IVIGs) 

containing Aβ‐autoantibodies.  IVIGs may promote Aβ clearance and  improve cognitive  function, as 

well as decelerating cognitive decline. 

 

1.5.1 Conformation‐sensitive antibodies against Aβ 

Another approach to the question of Aβ dependent neurotoxicity is the use of conformation‐

sensitive antibodies. Compared with common, sequence‐specific antibodies a conformation‐sensitive 

antibody  recognises  an  epitope  that  is  formed  while  folding  or misfolding  of  a  protein  into  its 

3 dimensional structure (figure 1.7). Conformation‐sensitive antibodies can be used to target specific 

intermediates of the amyloid formation and provide information about the pathogenicity of specific 

aggregation intermediates in vivo. 
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Figure  1.7  Epitope  recognition  by  conformation‐sensitive  versus  sequence‐specific  antibodies.  A  sequential 

epitope results from the amino acid sequence while a conformational epitope is created when the protein folds 

into a secondary, tertiary or quaternary structure. 

 

It  has  been  shown  previously  that  conformation‐sensitive  antibodies,  either  derived  from 

vaccination  or  engineered,  are  able  to  recognise  several  Aβ  aggregation  intermediates  such  as 

soluble  oligomers  [133‐135]  or  fibrils  [136‐138].  Reduced  Aβ  neurotoxicity  was  also  found  for  other 

conformation‐sensitive  antibodies  tested  in  cell  culture or  animal models  [133,  134,  139]. Additionally, 

several antibodies do not recognise only the Aβ oligomers or fibrils, but also bind to other disease‐

related amyloid intermediates suggesting common structural motifs [133, 136, 137]. 

 

1.5.2 The camlid antibody domains B10 und KW1 

Camelid serum contains of a unique type of antibodies, so called heavy‐chain antibodies.  In 

comparison to ordinary mammalian antibodies, these antibodies are lacking the two light chains. This 

allows the heavy chains to attain a greater structural flexibility  (figure 1.8). These heavy chains are 

referred  to  as VHHs  and  are  small,  functional  antigen binding domains  [140,  141]. Consequently,  the 

antigen binding specificity  is restricted to the hypervariable region of the heavy chain, especially as 

the  complementary determining  region 3  (CDR 3)  is  statistically  longer  compared  to  conventional 

antibodies allowing a broad antigen‐binding  repertoire  [142,  143].  In  contrast,  the  smallest  functional 

antigen binding  fragment of conventional antibodies  is  the Fv  region, containing only one variable 

heavy and  light chain (~30 kDa). Compared to common antibodies, VHH domains can be expressed 

recombinantly  as  single‐domain  antibodies,  leading  to  small  molecules  (~15  kDa)  with  better 

solubility  due  to  their  extended  CDR  3  folding  around  the  hydrophobic  part  of  the  domain  [142]. 

Furthermore, VHH domains do not activate the complement system because of the missing Fc part.  
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Figure 1.8 Camelid antibodies  (right) compared to ordinary mammalian antibodies  (left). The antigen‐binding 

side of camelid antibodies is formed by the VHH domain whereas in mammalian antibodies both the VL and VH 

are required (modified from Muyldermans et al., 2001 [142]). The boxes mark the antigen binding sites. 

 

B10 and KW1 are  two conformation‐sensitive antibody domains  that were selected  from a 

camelid  VHH  domain  library  using  phage  display  targeted  against  Aβ  species  [135,  138].  In  this 

technique, the VHH domains are presented on the phage surface and the phages are allowed to bind 

to  immobilised  antigens.  To  prevent  the  selection  of  sequence‐specific  antibodies,  a  competitive 

assay was applied where the phage  library was mixed with disaggregated Aβ during the process of 

incubation with the immobilised antigens.  

After three panning rounds using immobilised Aβ(1‐40) fibrils, one VHH domain was selected 

which showed high specificity to Aβ fibrils. The resulting VHH domain, B10,  is a high selective fibril 

binder  that  can prevent  the  formation of mature Aβ  fibrils at  substoichiometric  concentrations.  It 

acts by stabilising Aβ protofibrillar intermediates, as shown by ThT kinetics and electron microscopy 

(figure 1.9A)  [138].  Additionally,  its  selectivity  enables  B10  to  discriminate  amyloid  fibrils  from 

oligomeric or disaggregated Aβ. B10 also binds to amyloid plaques in human AD brain slices, whereas 

no  binding was  observed  in  non‐demented  control  brains  [138,  144].  Furthermore,  the  B10  antigen 

binding  site  is  strongly positively  charged and  recognises an acidic moiety  that  is  common on  the 

surface of a wide number of amyloid fibrils [145, 146]. 

A  second VHH  domain was  selected which  acted  against  immobilised Aβ(1‐40)  oligomers. 

After  four  panning  rounds,  five  clones with  similar  CDR  sequences were  found  to  be  specific  to 

Aβ(1‐40)  oligomers.  The  resulting  VHH  domain was  termed  KW1.  It  binds  selectively  to  Aβ(1‐40) 

oligomers without recognising Aβ fibrils or disaggregated Aβ [135]. Furthermore, KW1 is able to retard 

the  formation of ThT positive  species  in a  substoichiometric manner  leading  to  the aggregation of 

non‐fibrillar species  (figure 1.9B).  It was found to neutralise the oligomer‐dependent LTP reduction 
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on hippocampal slices of mice. KW1 is also able to discriminate between different types of oligomers. 

It does not bind to any Aβ(1‐42) oligomer preparation or oligomers derived from peptides other than 

Aβ.  The  encountered  selectivity  of  KW1  differs  drastically  from  the  widely  used  polyclonal  A11 

antibody serum, which  recognises soluble oligomers  independent  from  their amino acid sequence.  

The specificity of KW1 could arise  from  its monoclonal nature, which  is consistent with  the higher 

selectivity of A11‐like monoclonal antibodies [147]. 

 

 

Figure 1.9 Characterisation of  the  conformation‐sensitive VHH domains B10  (A)  and KW1  (B).Both  antibody 
domains  inhibit  the  formation  of  mature  amyloid  fibrils  by  stabilising  Aβ  protofibrils  (A)  or  non‐fibrillar 
aggregates (B). Picture is modified from Habicht et al., 2007 [138] and Morgado et al,. 2012 [135].  

 
 

1.6 Aims of the thesis 

B10 and KW1 are both able  to  interfere  in  the Aβ aggregation process  in vitro. Thus, both 

antibody domains are powerful tools to get further  insights  into the aggregation mechanism of Aβ. 

To  date,  it  remains  elusive  if  a  single  Aβ  aggregation  species  is  responsible  for  causing  AD.  The 

activities  of  Aβ  aggregates,  ranging  from  differently  shaped  oligomers  and  protofibrils  to mature 

amyloid  fibrils  [14,  62,  148,  149],  could  be  demonstrated  by  intra‐cerebral  injections  into  AD  mouse 

models [150],  cellular  assays  for  toxicity  or  neuronal  dysfunction,  LTP  and  synaptic  plasticity 

measurements [14, 150‐152]. However, all these attempts to identify a critical species of AD development 

in vivo have been  invasive,  that  is  involved an external  interference, and have not  considered  the 

natural environment occurring in the brain. This thesis presents a unique approach to this challenge 

by  endogenously  targeting  single  Aβ  aggregation  species  using  conformation‐sensitive  antibody 

fragments. The fibril binder B10 and the oligomer binder KW1 were used to examine the pathogenic 

role of Aβ  fibrils and oligomers  in vivo.  Investigations using endogenously expressed B10 and KW1 

were  carried  out  in  a  Drosophila  melanogaster  model  of  AD,  to  conformationally  target  the 

respective Aβ aggregation species and address the following questions: 

 



INTRODUCTION       16 
 

 

1) Can antibody domains, conformationally targeting specific Aβ aggregates in vivo, alter the AD 

phenotype in Drosophila melanogaster? 

2) What is the pathogenic relevance of Aβ fibrils? 

3) Does targeting of Aβ oligomers affect the AD pathology? 

4) Do conformation‐sensitive antibodies have a therapeutic potential for AD? 



MATERIAL & METHODS       17 
 

 

2. Material & methods 

 

2.1 Material: 

2.1.1 Chemicals 

name  company 

Hexaminecobalt(III) chloride,  Applichem 
Acc65I, EcoRI, HindIII, NdeI, XbaI, XhoI  Fermentas 
Boric acid, Coomassie Brilliant Blue R‐250, Copper chloride dihydrate, Hexafluoro‐
2‐propanol 

Fluka 

Agarose, Blasticidin, DEPC‐treated water, Dynabeads® Protein A, Hoechst 33342 
(DAPI), Normal goat  serum  (NGS), PCR SuperMix, Propidium  iodide, SYBR® Safe 
DNA Gel Stain,TRIzol®  

Invitrogen 

Chloroform  Merck 
MSD Blocker A, MSD Read Buffer  Meso Scale discovery
Fetal bovine serum (FBS), Sf9‐S2 medium PAA 
Uranyl acetate dihydrate Plano 
Sodium molybdate  Riedel de Haën 
Acetic acid, Agar‐Agar, Ammonium chloride, 30 % Ammonium hydroxidesolution,
Ampicillin,  Chloramphenicol, Dimethylsulfoxide, Di‐Sodium  hydrogen  phosphate 
dodecahydrate,  EDTA,  Ethanol,  Glucose,  Guanidinium  hydrochloride,  HEPES, 
Imidazol, Isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside, Isopropanol, LB medium, Lithium 
chloride, magnesium  sulphate, Manganese(II)chloride, Methanol, Milk  powder, 
Potassium acetate, Potassium  chloride, Potassium hydrogen phosphate, Sodium 
chloride,  Trichloroacetic  acid,  Trifluoroacetic  acid,  Tris,  Tween‐20,  Urea,  Zinc 
Acetate 

 
Roth 

Cacodylic acid, Glutaraldehyde  Serva 
Copper(II) sulphate, Ponceau S, Sodium dodecyl sulfate, Thioflavin T, TritonX‐100 Sigma‐Aldrich 
Vectashield mounting medium  Vector Laboratories

 

2.1.2 Kits and readymade solutions 

name  company 

SensoLyte® Homogeneous Rh110 Caspase ‐ 3/7 Assay Kit Anaspec
DC™ Protein Assay Biorad
LDH‐Cytotoxicity Assay Kit II  Biovision
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit  Fermentas 
PCR SuperMix  Invitrogen 
NucleoBond® PC 100 kit   Macherey & Nagel 
NucleoSpin® Extract II gel extraction kit  Macherey & Nagel 
QIAprep Spin Miniprep Kit  Qiagen
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce
SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate Pierce
NBT/BCIP ‐1‐Step Substrat  Pierce
Cell Proliferation Kit I (MTT)  Roche
FuGENE® HD Transfection Reagent  Roche
QuikChange II XL Site‐Directed Mutagenesis Kit Stratagene 
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2.1.3 Equipment 

name  company 
Sonorex Digital 10P ultrasonic bath  Bandelin
CPD 030 Critical Point Dryer  BAL‐TEC
SCD 005 Sputter Coater  BAL‐TEC
Trans‐Blot SD Semi‐Dry Transfer Cell Biorad
PowerPac HC Power Supply  Biorad
GelAir Drying System  Biorad
FLUOstar Omega reader  BMG Labtech 
Freeze dryer  Martin Christ GmbH 
Mastercycler personal  Eppendorf 
Cooling microcentrifuge 5415 R  Eppendorf 
Chromatographie System ÄKTAexplorer 100  GE Healthcare 
Chromatographie System ÄKTApurifier 100 GE Healthcare 
Cytoperm Incubator  Heraeus Instruments 
HeraSafe Typ HS 12 flow cabinet  Heraeus Instruments 
Cooling benchtop centrifuge Rotina 380R  Hettich
XCell SureLock™ Mini‐Cell  Invitrogen 
Laboport Vakuum pump N86KN.18  KNF Neuberger 
Milli‐Q Advantage A10 Water Purification System Millipore 
NanoDrop 2000  NanoDrop 
ECLIPSE TE3000‐E confocal microscope Nikon
Lambda 900 spectrometer  Perkin Elmer 
LS 55 fluorescence spectrometer  Perkin Elmer 
UV transilluminator   Raytest
Helios Gamma UV‐Vis Spectrophotometer Thermo Scientific 
Unitherm WA25 incubator  Uniequip 
AGT2 submarine gel tank  VWR
Spot‐Blot Apparatur Minifold I System Whatman 
EM 900 transmission electron microscope Zeiss
LEO‐1450 VP scanning electron microscope Zeiss

 

2.1.4 Programs   

name  company 
Adobe Illustrator CS2  Adobe
Adobe Photoshop CS  Adobe
BioEdit  Ibis Therapeutics 
Clone Manager 7  Sci‐Ed Software 
GraphPad Prism  GraphPad Software 
ImageJ  nih.gov
KaleidaGraph Synergy Software 
Microsoft Office 2007  Microsoft
Sigma Plot 11 Systat Software Inc 
TotalLab 100 Nonlinear Dynamics 

 

2.1.5 E. coli strains 

strain  genotype  source 
XL10‐Gold  Tetr, Δ(mcrA)183, Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, 

thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac Hte, [F´, proAB, lacIqZΔM15, 
Tn10 (Tetr) Amy Camr] 

Stratagene 

RV308  (Δ(lac)χ74 galPO-308::IS2 rpsL)  Maurer et al. [153]
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2.1.6 Plasmids 

name  usage  source 
pGA4_B10  vector for synthetic B10 GeneArt 
pGA18 KW1  vector for synthetic KW1 GeneArt 
pMK‐RQ_AP‐Nullmut  vector for synthetic AP Geneart 
pUASTattB  basis vector for expression in Drosophila melanogaster

(D.mel) 
L. Luheshi, 
Cambridge University 

pUASTattB‐B10  expression of B10 in D.mel C.Haupt, HKI Jena
pUASTattB‐KW1  expression of KW1 in D.mel this thesis 
pUASTattB‐B10m  cloning of inactive B10(R39AR61A) for D.mel this thesis 
pUASTattB‐B10APi  expression of B10AP in D.mel this thesis 
pUASTattB‐KW1APi  expression of KW1AP in D.mel this thesis 
pUASTattB‐B10mAPi  expression of inactive B10(R39AR61A)AP in D.mel this thesis 
     
pMA B10‐myc  vector for synthetic B10‐myc GeneArt 
p41 B10‐myc  expression of B10‐myc in E. coli this thesis 
     
pMT/V5‐HisA  basis vector for transfection of S2 cells Invitrogen 
pMA‐B10AP‐S2  vector for synthetic B10AP for S2 cells GeneArt 
pMA‐KW1AP‐S2  vector for synthetic KW1AP for S2 cells GeneArt 
pMT/V5‐HisA‐B10AP‐S2  expression of B10AP in S2 cells this thesis 
pMT/V5‐HisA‐KW1AP‐S2  expression of KW1AP in S2 cells this thesis 
pCoBlast  blasticidine selection vector for S2 cells Invitrogen 

 

2.1.7 Proteins 

name  source  purity   

Aβ(1‐40)  chemical synthesis  > 96 % (RPC) Dr. Sven Rothemund, University Leipzig

Aβ(1‐42)  chemical synthesis  > 96 % (RPC) Dr. Sven Rothemund 

Aβ(1‐42)arc  chemical synthesis  > 96 % (RPC) Dr. Sven Rothemund 

B10AP  recombinant expression  > 95 % (SDS‐PAGE) in house [138]

KW1AP  recombinant expression  > 95 % (SDS‐PAGE) in house [135]

 

2.1.8 Drosophila melanogaster strains, marker and balancer 

2.1.8.1 Drosophila melanogaster strains  

name  genome  chromosome  source 
white1118iso  white‐ wildtype X D.Crowther,  

Cambridge University 
Gal4‐elavc155  Gal4 gene X D.Crowther 

51D  attP landing site 2 Bloomington 
B10/CyO  B10  2 BestGene 
KW1/CyO  KW1  2 BestGene 
B10APi/CyO  B10AP 2 BestGene 
KW1APi/CyO  KW1AP 2 BestGene 
B10mAPi/CyO  B10mAP 2 BestGene 
Aβ40‐29.1  Aβ40  2 D.Crowther 
Aβ40‐51D  Aβ40  2 D.Crowther 
Aβ40‐29.3  Aβ40  3 D.Crowther 

Alz8  Aβ42  3 D.Crowther 
Arc10.2k  Aβ42E22G 3 D.Crowther 
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2.1.8.2 Drosophila melanogaster marker and balancer [154] 

name  mutation  type  chromosome 
IF  Irregular facets marker 2 
CyO  Curly wings balancer 2 
MKRS  Stubble bristles marker 3 
TM6B  Hu; Humeral balancer 3 

 

2.1.9 Used cell lines 

name  transgene  medium  source 
S2   ‐   Sf9‐S2 M. Heidler, Max‐Planck 

Research Unit, Halle 

S2‐B10AP  antibody domain B10AP  Sf9‐S2 + 20µg/ml Blasticidine this thesis 
S2‐KW1AP  antibody domain KW1AP  Sf9‐S2 + 20µg/ml Blasticidine this thesis 
SH‐SY5Y  ‐  DMEM + 10 % FBS + 2 % Pen/Strep DSMZ (no. ACC‐209)

 

 

2.2 Methods 

2.2.1 Drosophila work 

2.2.1.1 Husbandry of Drosophila melanogaster and generation of transgenic flies 

Flies were cultured on standard fly food supplemented with dried yeast. Fly stocks were kept 

at  18  °C  and  crosses  were  set  up  at  25  °C,  if  not  stated  otherwise.  Drosophila  melanogaster 

transgenic for Aβ(1‐40), Aβ(1‐42), and Aβ(1‐42)arc have been described in Crowther et al. (2005) [95]. 

Drosophila melanogaster transgenic for the antibody domains B10, B10APi, B10mAPi, KW1, KW1APi 

were  received  from  BestGene  Inc.  (USA)  created  by  embryo microinjection  using  the  φC31  site‐

specific  integration  system  [155].  In  particular,  one  fly  strain  providing  the  landing  site  for  the 

transgene on  the second chromosome  (51D) was chosen  to create  transgenic  fly  lines with similar 

expression  levels.  All  transgenes  were  tracked  using  marker  and  balancer  chromosomes  (table 

2.1.8.2)  and  the  balancer  chromosomes  also  inhibited  recombination.  To  create  stable  double 

transgenic stocks Drosophila transgenic for the antibody domains were each crossed with Drosophila 

transgenic for Aβ(1‐40), Aβ(1‐42), and Aβ(1‐42)arc: 

 

+/+; antibody domain/CyO; MKRS;TM6B   x    +/+; IF/CyO; Aβ/TM6B  

↓ 

+/+; antibody domain/CyO; Aβ/TM6B 

 

 

Each  transgene was  cloned with  the  same  secretion  signal peptide  (MASKVSILLLLTVHLLAAQTFAQ), 

derived  from  the  Drosophila  necrotic  gene  [156]  to  equally  target  its  expression  to  the  secretory 

pathway. The expression was activated using the Gal4‐UAS expressing system (1.4.2). 
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2.2.1.2 Gal4‐UAS expression of Drosophila transgenes 

The Gal4‐UAS expression system  is considered to be an easy handling method to study and 

control the expression of genes  in the  fruit  fly  [157]. The system  is based on 2 parts: the Gal4 gene, 

coding  for  the  yeast  transcription  activator  protein  Gal4,  and  the  Upstream  Activating  Sequence 

(UAS), a short promotor section that is bound specifically by Gal4 to activate the gene transcription. 

There  is  a  variety  of Gal4  lines  that  express Gal4  specifically  in  fly  tissue  e.g.  neuronal  tissue  or 

muscle  cells.  The  fly  analysis  in  this  work  is  done  with  the  neuronal  Gal4  line  elavc155  and  all 

transgenes are preceded with  the UAS sequence. To express  the antibody domains, Aβ variants or 

RNAi the following crosses were set up to combine both parts of the Gal4‐UAS system in offspring: 

 

expression of the antibody domains or Aβ: 

 

Gal4‐elavc155; +/+;+/+      x  +/+; antibody domain/CyO; +/+ 

↓ 

Gal4‐elavc155; antibody domain/+; +/+ 

 

Gal4‐elavc155; +/+;+/+      x  +/+; +/+; Aβ/TM6B 

↓ 

        Gal4‐elavc155; +/+; Aβ/+ 

 

expression of the antibody domain and the Aβ peptides: 

 

Gal4‐elavc155; +/+;+/+     x  +/+; antibody domain/CyO; Aβ/TM6B 

↓ 

   Gal4‐elavc155; antibody domain/+; Aβ/+ 

 

 

Gal4‐elavc155; KW1/CyO; +/+    x  +/+; Aβ40/CyO; +/+ 

↓ 

      Gal4‐elavc155; KW1/Aβ40; +/+ 

 

expression of RNAi with KW1 and Aβ40: 

 

Gal4‐elavc155; KW1/CyO;+/+   x  +/+; RNAi/CyO; Aβ40/TM6B 

↓ 

   Gal4‐elavc155; KW1/RNAi; Aβ40/+ 

 

Gal4‐elavc155; +/;+/+     x  +/+; RNAi/CyO; Aβ40/TM6B 

↓ 

   Gal4‐elavc155; RNAi/+; Aβ40/+ 
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2.2.1.3 Survival and climbing assay 

The behaviour of Drosophila is measured in a negative geotaxis assay. After crossing the flies 

with  Gal4‐elavc155  the  offspring  of  all  genotypes  expressing  Aβ  either  alone  or with  an  antibody 

domain was analysed in triplicates. Between the single analyses the flies were kept at 29 °C. For the 

analysis 15 flies (ntotal) were placed in 25 ml plastic tubes, tapped down to the bottom and allowed to 

climb for 45 sec. The number of flies above the 25 ml line (ntop) and below the 2 ml line (nbottom) was 

counted and used to calculate the mobility index in the following equation: 

 

CI	 ൌ 0.5	 ∙
n୲୭୲ୟ୪  n୲୭୮ െ nୠ୭୲୲୭୫

n୲୭୲ୟ୪
 

 

To  analyse  the  lifespan  of  the  flies  expressing  Aβ  either with  or without  an  antibody  domain  a 

survival assay was done at 29 °C. 100 flies per genotype were divided in groups of ten and placed in 

glass vials with  fresh  food every second day. The number of  living  flies was counted daily or every 

second  day  and  finally  the  survival  curves  and median  survivals  of  each  genotype were  analysed 

using  Kaplan‐Meier  estimator,  including  confidence  intervals  and  a  Log‐rank  test  (Sigma  Plot  or 

GraphPad Prism). 

To examine the effect of MK‐801 on the lifespan the drug was dissolved at a concentration of 3 µM in 

pure water. 2 ml of the drug solution or pure water was added on top of the fly food and dried over 

night at room temperature. 

 

2.2.2 Molecular biology methods 

2.2.2.1 Cloning : digestion, ligation, transformation 

The expression of the antibody domains in Drosophila melanogaster or cell culture required 

the  sub  cloning  of  the  synthesised  genes  into  the  appropriate  expression  plasmids  pUASTattB  or 

pMT/V5‐HisA, respectively. For expression in E. coli the synthetic gene B10‐myc was sub cloned into 

the bacterial expression plasmid p41. 

Therefore  the genes were cut out of  the customised vector using appropriate  restriction enzymes. 

The reactions were set up in a total volume of 20 µl and incubated for at least 2 hours at 37 °C: 

 

0,5‐1 µg  DNA 

2 µl     10 x buffer 

1 µl     enzyme I 

1 µl     enzyme II 

add pure water up to 20 µl 
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Afterwards the resulting fragments were separated by agarose gel electrophoresis, the bands were 

cut  out  of  the  gel  under  UV  light  and  the  DNA  was  eluted  using  the  NucleoSpin® Extract  II  gel 

extraction kit (Macherey & Nagel). New plasmids were produced by cloning the gene fragments into 

the linear target plasmid. Therefore a ligation reaction was set up in a total volume of 20 µl: 

 

20‐100 ng linear plasmid DNA 

5:1 insert DNA (molar ratio over vector) 

2 µl 10x T4 DNA Ligase buffer 

1 µl T4 DNA Ligase 

add sterile pure water up to 20 µl 

 

The mixture was  incubated over night at 16 °C and 5 µl were used to transform 50 µl E. coli RV308 

cells. Therefore the DNA was incubated with the chemically competent cells for 30 min on ice. A heat 

shock was applied for 90 sec at 42 °C and the cells were chilled for 2 min on ice before adding 500 µl 

prewarmed LB medium. After  incubation  for 1 hour at 37  °C  the cells were plated on selective LB‐

agar and grown over night at 37 °C. Single clones were picked and grown in small cultures (5 ml) to 

amplify the plasmids before verification by restriction and sequencing. Positive clones were amplified 

in large cultures (100 ml) to obtain high concentrated plasmids. 

The plasmids from small cultures were extracted using QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) and large 

cultures were handled with the NucleoBond® PC 100 kit (Macherey & Nagel). 

 

2.2.2.2 Site‐specific mutagenesis 

All amino acid exchanges or restriction site insertions were done using the QuikChange II XL 

Site‐Directed  Mutagenesis  Kit  (Stratagene).  The  QuikChange®  Primer  Design  tool  (Agilent 

Technologies) was used to generate appropriate primer with the optimal melting temperature (table 

2.1). All mutants were cloned into E. coli RV308 cells and verified by sequencing.  

 

Table 2.1: Primer for site‐specific mutagenesis. 

name  sequence 
AP D51A  5’-TTT TGC TGA TTG GCG CTG GGA TGG GGG ACT C-3’ 
AP D51Arev  5’-GAG TCC CCC ATC CCA GCG CCA ATC AGC AAA A-3’ 
AP S102G  5’-GAC TAC GTC ACC GAC GGG GCT GCA TCA GCA AC-3’ 
AP S102Grev  5’-GTT GCT GAT GCA GCC CCG TCG GTG ACG TAG TC-3’ 
B10R39Afwd  5’-CCA CCG CTA CCA CGC CTG GTT CCG CCA G-3’ 
B10R39Arev  5’-CTG GCG GAA CCA GGC GTG GTA GCG GTG G-3’ 
B10R61Afwd  5’-CCA GAG CGG CAT GGC CAC CTA CTA CGC C-3’ 
B10R61Arev  5’-GGC GTA GTA GGT GGC CAT GCC GCT CTG G-3’ 
B10KpnIfwd  5’-CAG CGA GGA AGA CCT GGG TAC CTA ATA GCT CGA GGG TA-3’ 
B10KpnIrev  5’-TAC CCT CGA GCT ATT AGG TAC CCA GGT CTT CCT CGC TG-3’ 
KW1KpnIfwd  5’-TCA GCG AGG AGG ATC TGG GTA CCT AAT AAC TCG AGG GTA C-3’ 
KW1KpnIrev  5’-GTA CCC TCG AGT TAT TAG GTA CCC AGA TCC TCC TCG CTG A-3’ 
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2.2.2.3 Isolation of genomic DNA 

The  preparation  of  genomic DNA was  done  according  to  the method  “Quick  Fly Genomic 

DNA  Prep”  by  E.  Jay  Rehm  (Berkley  Drosophila  Genome  Project,  BDGP).  Briefly,  30  flies  were 

homogenised in 200 µl buffer A (100 mM Tris‐HCl pH 7.5; 100 mM EDTA; 100 mM NaCl; 0,5 % SDS) 

and  after  adding 200 µl buffer A  the  samples were  incubated  for 30 min  at 65  °C.  Subsequently, 

800 µl LiCl/KOAc solution (6 M LiCl and 5 M KOAc  in a ratio of 2,5 : 1) were added and the samples 

were  incubated  for  10  min  on  ice.  After  centrifugation  for  15  min  at  4  °C  and  13000  g  the 

supernatants were  transferred  into  fresh  tubes  and  the  DNA was  precipitated  by  adding  600  µl 

isopropanol followed by centrifugation for 15 min at room temperature and 13000 g. The pellet was 

washed with 70 % ethanol, air dried and  resolved  in 150 µl pure water. Afterwards  the DNA was 

stored at ‐20 °C. 

 

2.2.2.4 RNA extraction 

RNA was  isolated  from  flies by using  the TRIzol® Reagent  (Invitrogen). 15‐20  fly heads or 5 

flybodies were homogenised  in 100 µl TRIzol® using a plastic homogeniser. After centrifugation  for 

10 min at 13000 g and 4  °C  the  supernatant was  transferred  into a  fresh  reaction  tube and after 

adding  50  µl  TRIzol®  the  samples  were  incubated  for  5  min  at  room  temperature.  The  phase 

separation was done by adding 30 µl chloroform, vortexing the samples for 1 min and centrifugation 

for 15 min at 13000 g and 4 °C. The aqueous phase was transferred  into a fresh reaction tube and 

75 µl  isopropanol were  added  to  precipitate  the  RNA.  After  incubation  for  15 min  at  ‐20  °C  the 

samples were centrifuged for 10 min at 13000 g and 4 °C to pellet the RNA. The pellet wash washed 

in 70 % ethanol, air‐dried and dissolved in 20 µl DEPC‐H2O. 

 

2.2.2.5 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT‐ PCR) 

The RNA concentration of each sample was determined on a Nano‐Drop 2000 and 1 µg RNA 

was used for DNAse (Fermentas) treatment to remove all DNA material following the manufacturer’s 

protocol. The RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit  (Fermentas) was used  to generate cDNA 

following  the  manufacturer’s  protocol.  The  cDNA  was  stored  at  ‐80  °C  and  2µl  were  used  in 

subsequent analysis. 

 

2.2.2.6 Polymerase chain reaction (PCR) 

All PCR’s were set up according to the method of Seiki (1990) [158] in a total volume of 50 µl. 

Table 2.2 specifies all primers used in this thesis. The PCR SuperMix (Invitrogen) including PCR buffer, 
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dNTPs  and  recombinant  Taq  DNA‐polymerase was  used  to  facilitate  the  set  up  of  the  following 

standard reactions: 

50‐500ng   DNA 

8pmol    forward primer 

8pmol     reverse primer 

45µl     PCR SuperMix (Invitrogen) 

 

Initial denaturating step:    95 °C    5 min   
 

Synthesis (28‐32 cycles):    95 °C    30 sec    denaturing 

          x  °C    30 sec    primer annealing 

          72 °C    x sec    extension time (1kb/min) 
 

Final extension time:    72 °C    5 min 

 

All reactions were done in a Mastercycler personal (Eppendorf). 
 

Table 2.2: RT‐PCR primer. 

name  sequence  annealing 
temperature 

Aβ fwd  5’-CCA TCC TTC TCC TGC TAA CC-3’ 52 °C 
Aβ rev  5’-CAC CAT CAA GCC ATA ATC G-3’ 52 °C 
B10 fwd  5’-CTG GTG CAG CCG GGA GGC TCA-3’ 57 °C 
B10 rev  5’-GGC TCC GCT GGC GCT GCT CAC-3’ 57 °C 
KW1 fwd  5’-CGA GAG CGG AGG TGG AAG CGT GCA G-3’ 60 °C 
KW1 rev  5’-GGC TCC GCT GGC GCT GCT CAC-3’ 60 °C 
rp49 fwd  5’-GAT GAC CAT CCG CCC AGC ATA C-3’ 57 °C 
rp49 rev  5’-AGT AAA CGC GGT TCT GCA TGA GC-3’ 57 °C 
AP fwd  5’-GGC CCA GAT GAC CGA TAA GGC-3’ 60 °C 
AP rev  5’-CCT TCA TGG TGT AGA ACA GAT CGG-3’ 60 °C 
NMDA fwd1  5’-CGC GAA TTC TCG CAC TCG GAC AGC AAC GA-3’ 55 °C 
NMDA  rev1  5’-CGC TCT AGA GGC GCA GGT CAG GTT CTC CA-3’ 55 °C 
NMDA  fwd2  5'-ATT CCC GGC TGG TTG GCA GC-3'   53 °C 
NMDA rev2  5'-CGC CTG GAC ATT GCC CGA CA-3' 53 °C 

 

2.2.2.7 Agarose gel electrophoresis 

The separation of DNA‐Fragments was carried out in 1 % agarose gels at 3‐7 V/cm. The samples were 

mixed  with  6x  DNA  Loading  Dye  (Fermentas)  and  equal  amounts  were  loaded  onto  the  gel. 

Additionally DNA ladders (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Fermentas) 

were loaded to determine the band size. 1x Tris‐acetate‐EDTA (TAE; 40 mM Tris acetat, 1 mM EDTA) 

was used as running buffer and, supplemented with SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), to create 

the agarose gel. The separation of bands was analysed using a UV transilluminator (Raytest). 
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2.2.2.8 Protein synthesis in E. coli 

The synthetic peptide B10‐myc was cloned into p41 to be expressed in E. coli RV308 cells and 

purified using preparative chromatography. Briefly,  to express  the protein cells were grown  in M9 

minimal growth medium (composition below) at 26 °C until the OD reached 0.5. After adding 1mM 

IPTG  the  cells grew  for 4 hours at 220  rpm and 16  °C while  the expression  took place. Cells were 

harvested by centrifugation (20 min, 15000 g, 4 °C) and the pellet was frozen at ‐80 °C. 

 

composition of M9 minimal medium:  

8.6 g Na2HPO4 x 12 H2O; 0.5 g NaCl; 3 g KH2PO4; 1 g NH4Cl; 10 ml Eisen(III)‐citrat (0.023 M); 0.1 

ml EDTA (0.2 M); 0.1 ml CoCl2 x 6 H2O (0.1 M); 0.1 ml MnCl2 x 4 H2O (0.75 M); 0.1 ml CuCl2 x 4 

H2O (0.1 M); 0.1 ml H3BO3 (0.5 M); 0.1 ml Na2MoO4 x 2 H2O (0.1 M); 2 ml Zn(CH3COO)2 x 2 H2O 

(0.018 M); add ddH2O to a total volume of 1 l 

before use add: 5 ml MgSO4 (1 M). 20 ml Glucose (2.5 M) 

 

2.2.3 Biochemical methods 

2.2.3.1 Purification of B10‐myc and B10APi 

To purify  the proteins,  the cell pellet was dissolved  in  ice cold resuspension buffer  (50 mM 

sodium  phosphate  pH  8.0;  300 mM  NaCl;  50 mM  imidazol)  and  homogenised  twice  in  the  high 

pressure cell homogeniser NS1001‐L2K (Gea Niro Soavi, 1000 bar). After adding 0.5 % Tween20 the 

solution was  centrifuged  for  90 min  at  35800  g  and  4°C  and  the  supernatant was  collected  and 

filtered  through  a  1.2  µm  membrane.  The  purification  was  carried  out  using  two  different 

chromatography  techniques. The  first  step was an affinity chromatography using a Ni‐NTA column 

and  the  proteins were  eluted with  an  increasing  concentration  (5 %  to  100 %)  of  elution  buffer 

(50 mM NaPO4 pH 8.0; 300 mM NaCl; 250 mM imidazol).  

B10‐myc was then cleaved with TEV protease and the protein was run again over the Ni‐NTA 

column and the flow through was collected while the cleaved His‐tag was bound to the column.  In 

the  second  purification  step  B10‐myc  was  trapped  on  a  Source  RPC  column  and  eluted  with 

increasing concentration of acetonitrile supplemented with 0.1 % TFA. The protein was  lyophilised 

and stored at ‐80°C.   

B10APi was after Ni‐NTA affinity chromatography purified further with a Q‐sepharose column 

and  the  protein  was  eluted  with  linear  increasing  concentrations  of  elution  buffer  (20 mM  Tris 

pH 8.2; 0.5 M NaCl). The protein was stored at ‐80°C in elution buffer.  

The purity of both proteins was analysed by SDS‐PAGE, HPLC and ESI‐MS. 
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2.2.3.2 Preparation of disaggregated Aβ1‐40 

This protocol was used  to  create homogenous Aβ  that  is  supposed  to be monomeric  [159]. 

Briefly, 1 mg Aβ(1‐40) was dissolved  in 2 ml 1,1,1,3,3,3‐Hexafluoro‐2‐propanol (HFIP)‐TFA (1:1) and 

incubated for 4 hours at room temperature. Afterwards the liquid was completely evaporated under 

a  gently  nitrogen  stream  and  the  resulting  protein  film  was  diluted  in  1 ml  0.15  %  ammonium 

hydroxide.  The  sample was  frozen  in  liquid  nitrogen  and  lyophilised  over  night.  Until  usage  the 

lyophilised protein was stored at ‐80 °C. 

 

2.2.3.3 Preparation of soluble Aβ oligomers 

  To  prepare  soluble  Aβ(1‐40),  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐42)arc  oligomers  1  mg  peptide  was 

dissolved in 400 µl HFIP and incubated for 15 min at room temperature. The oligomers were formed 

by diluting the sample 1:10  in pure water followed by  incubation for 15 min at room temperature. 

Larger  aggregates  were  removed  in  a  centrifugation  step  for  15  min  at  13000  g  and  room 

temperature. The supernatant contained the soluble oligomers and was transferred into a new tube.  

 

2.2.3.4 Preparation of Aβ fibrils 

  Fibril  samples were  generated by diluting 1 mg Aβ(1‐40), Aβ(1‐42)  and Aβ(1‐42)  in 1 ml 

50 mM sodium borate buffer (pH 9.0). The protein concentration was determined by measuring the 

absorption of the sample at 280 nm in 6 M guanidinium hydrochloride and 20 mM sodium phosphate 

(pH 6.5). Using the Lambert‐Beer law and the Gill & Hippel method [160] the extinction coefficient was 

estimated and  the concentration was calculated. The sample was  incubated  for at  least 1 week at 

37 °C. 

 

2.2.3.5 Drosophila melanogaster protein extraction 

For soluble protein extraction 15‐25 fly heads or 5 fly bodies were homogenised in 20 µl PBS 

(137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 8 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; pH 7.4) supplemented with 1 % SDS and 

protease  inhibitor  cocktail  (cOmplete,  Mini,  EDTA‐free;  Roche)  using  a  plastic  homogeniser, 

sonicated for 480 sec and centrifuged for 7 sec at 13000 g at room temperature. The supernatants 

were stored at ‐20 °C or immediately used for a Bradford Assay and SDS‐PAGE. 

For sequential protein extraction into soluble and insoluble fraction the fly heads were homogenised 

in 20 µl PBS supplemented with 1 % SDS and protease inhibitor cocktail and centrifuged for 7 sec at 

13000 g at room temperature. The supernatant was stored at  ‐80 °C as soluble fraction. The pellet 

was  dissolved  in  15 µl  urea  buffer  (9 M  urea;  1 %  SDS;  25 mM  Tris;  1 mM  EDTA),  sonicated  for 
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480 sec, followed by an incubation for 1 hour at 55 °C and centrifugation for 15 min at 13000 g and 4 

°C. The supernatant was diluted in PBS supplemented with 1 % SDS and protease inhibitor cocktail to 

reach an urea concentration of 3 M and was stored as  insoluble fraction at  ‐80 °C. The soluble and 

insoluble fractions were analysed in a Bradford assay before loading onto a SDS gel. 

 

2.2.3.6 Bradford Assay 

The protein concentration was determined using  the DC™ Protein Assay  (Biorad)  following 

the manufacturer’s micro plate assay protocol. The  standard curve was done with 5 different BSA 

concentrations from 2 mg/ml down to 0.01 mg/ml in PBS supplemented with 1 % SDS and protease 

inhibitor cocktail depending on the experiment. The samples were diluted 1:10 in PBS supplemented 

with 1 % SDS and protease  inhibitor cocktail and analysed  in duplicates. A FLUOstar Omega reader 

(BMG  LABTECH) was  used  to  read  the  absorbance  of  the  96‐well  plate  at  750  nm.  The  protein 

concentration was equalised using Microsoft Excel and  linear regression of the standard curve. The 

lowest protein concentration was set as 1 and the ratio of all other samples was calculated. 

 

2.2.3.7 Immunoprecipitation 

To  precipitate  target  proteins  from  Drosophila  melanogaster,  magnetic  Protein  A  beads 

(Invitrogen) were  used  according  to  the manufacturer’s  protocol with  slight  changes.  Briefly,  the 

beads were blocked in 2% BSA/PBST (PBS + 0.025 % TritonX‐100) for 15 min at room temperature on 

a  rotating wheel. Afterwards  the beads were washed  twice  in PBST.  If necessary  the antibody was 

allowed to bind to the beads in PBST for 15 min. In between the fly heads were homogenised in PBST 

+ proteinase  inhibitor cocktail, sonicated for 1 min and spun down for 7 sec at 13000 g. An aliquot 

was taken out of the supernatant to present the ‘before’ sample. The homogenate was mixed with 

the beads and  incubated for 20 min on the rotating wheel. Afterwards three washing steps  in PBST 

were applied and the beads were transferred into a new tube. The proteins were eluted using 50 mM 

glycine (pH 2.8) and finally the beads were boiled in 1x NuPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen). All 

fractions were analysed in a western blot. 

 

2.2.3.8 Quantification of B10 and Aβ 

To determine  the ratio between antibody domain and Aβ,  the amount of  the proteins was 

quantified by SDS‐PAGE and subsequent western blot analysis. A standard curve was generated with 

increasing amounts of synthetic peptide and  fly head homogenates were analysed. The blots were 

developed with  three different development  times and afterwards  the  intensity of  the bands was 
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evaluated  using  1D Gel Analysis  from  TotalLab  100  (Nonlinear Dynamics).  The  concentration was 

calculated referring to the linear regression of the standard curve. 

 

2.2.3.9 SDS‐polyacrylamid gel electrophoresis (SDS‐PAGE) 

SDS‐PAGE was done using the NuPAGE® MES buffer system (Invitrogen). The protein samples 

were prepared with 1x NuPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen) and boiled for 10 min at 95 °C. For 

cysteine  rich  proteins  1x  NuPAGE®  Sample  Reducing  Agent  (Invitrogen)  was  added  additionally 

before boiling. The SDS‐PAGE was done using precast NuPAGE® Novex 4‐12 % Bis‐Tris Gels (1 mm; 10 

or  12  wells;  Invitrogen)  and  NuPAGE®  MES  SDS  Running  buffer  (Invitrogen)  following  the 

manufacturer’s  protocol.  The  further  readout was  done with  Coomassie  staining  or western  blot 

analysis. 

 

2.2.3.10 Native Page 

  For  native  PAGE  analysis  the  Native  PAGE®  system  (Invitrogen)  was  used.  The  protein 

samples were mixed with 5 µl of 4x NativePAGE® sample buffer (Invitrogen). Samples were separated 

without  previous  boiling  on  precast  NativePAGE®  4‐16 %  Bis‐Tris  gradient  gels  (1 mm;  10 wells; 

Invitrogen) with NativePAGE® running buffer (Invitrogen) following the manufacturer’s protocol. The 

further readout of the results was performed with western blot analysis. 

 

2.2.3.11 Coomassie staining 

The  gel was  stained  for  1  h  in  Coomassie  solution  (2.5  g  Coomassie  Brilliant  Blue  R‐250; 

10 % Acetic acid; 30 % Ethanol) and transferred into destain solution (10 % Acetic acid; 20 % Ethanol) 

until the protein bands are seen without background staining. All steps are carried out under gentle 

agitation. Coomassie stained gels were dried using theGelAir Drying System (Biorad). 

 

2.2.3.12 Western blot analysis 

For western blot analysis  the marker SeeBlue® Plus2 Pre‐Stained Standard  (Invitrogen) was 

used in the SDS‐PAGE. The proteins were transferred on 0.45 µM nitrocellulose membranes by using 

the  Semi‐Dry Blotting  System  (Biorad). Briefly,  two extra  thick blotting papers and  the membrane 

were soaked in transfer buffer (1x NuPAGE® Transfer Buffer [Invitrogen]; 20 % Methanol). The semi‐

dry  blot was  prepared  by  layering  blotting  paper, membrane,  gel  and  a  second  piece  of  blotting 

paper  onto  the  anode  platform  and  closing  the  system  with  the  cathode  platform  and  the  lid. 

Proteins were transferred for 35 min at 20 V. 
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After  protein  transfer  the  membrane  was  blocked  in  5  %  milk  powder  in  PBST  (PBS  +  0.05  % 

TritonX‐100)  for  1  hour  at  room  temperature  under  gentle  shaking  before  adding  the  primary 

antibody (table 2.3) over night at 4 °C. Subsequently the membrane was washed for 3 x 5 min in PBST 

and the HRP‐conjugated secondary antibody (table 2.3) was applied for 1 hour at room temperature. 

A second washing step of 3 x 5 min  in PBST was applied and finally the proteins were visualised by 

incubating  the  membrane  either  with  the  SuperSignal  West  Pico  Chemiluminescent  Substrate 

(Pierce)  or  the  SuperSignal West  Femto  Chemiluminescent  Substrate  (Pierce)  and  analysing  the 

chemiluminescence with a CCD camera system (peqlab). 

 

Table2.3: Antibodies used in western blots. 

name  antigene   species  concentration  source 
6E10  β‐amyloid (1‐16) mouse 1:1000 Covance 
c‐myc  myc‐tag rabbit 1:1000 Abcam 
β‐actin  β‐actin  mouse 1:1000 Abcam 
anti‐His  His‐tag  mouse 1:2000 Qiagen 

     
anti‐mouse‐HRP  mouse IgG goat 1:1000 DAKO 
anti‐rabbit‐HRP  rabbit IgG goat 1:1000 DAKO 

 

2.2.3.13 Enzyme linked immunosorbant assay (ELISA) 

A  sandwich  ELISA  was  done  to  determine  the  total  Aβ  concentration  of  fly  samples. 

Therefore all samples were analysed in triplicates of 10 fly heads each with either synthetic Aβ(1‐40) 

or Aβ(1‐42) as standard protein. First all wells were blocked in 100 µl 3 % MSD Blocker A in PBS for 

1 hour  at  600  rpm  and  room  temperature.  The  wells  were  washed  5  times  with  PBS‐Tween20 

(0.05 %) and incubated with 25µl of biotinylated 6E10 (4 µg/ml) in 1 % MSD Blocker A (table 2.4) for 1 

hour at 600 rpm and room temperature. During this incubation triplicates of 10 fly heads per sample 

were  homogenised  in  5 µl  extration  buffer  (50 mM  HEPES  pH  7.3;  5 mM  EDTA;  5 M  guanidine 

hydrochloride (GnHCl); protease  inhibitor cocktail) using a plastic pistil. After sonication for 480 sec 

and centrifugation for 7 sec at 13000 g and room temperature 5µl of supernatant were transferred 

into a fresh reaction tube, diluted with 20 µl dilution buffer (25 mM HEPES pH 7.3; 1 mM EDTA; 1 % 

MSD Blocker A)   and stored on  ice. The standard curve was prepared  in triplicates by using fly juice 

(240 white1118iso  fly heads homogenised  in 500 µl extraction buffer) spiked with synthetic Aβ  in 1:5 

dilution steps starting with 10 µg/ml.  

The plate was washed again 5 times with PBS‐Tween20 (0.05 %) before adding the Aβ standard and 

samples and incubation for 1.5 hours at 600 rpm and room temperature. An additional washing step 

was used to remove unbound Aβ and then 25 µl of 1µg/ml SULFO‐tagged secondary antibody specific 

for  Aβ(1‐40)  or  Aβ(1‐42)  (2G3  and  21F12  [161],  respectively,  table  2.4)  was  added  to  each  well 
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followed by  incubation for 1 hour at 600 rpm and room temperature. The plate was washed again 

and 150 µl of 1x MSD Read Buffer in water were added to each well.  

 

Table 2.4: Antibodies used in ELISA. 

name  antigene   species  concentration  source 
6E10 biotinylated  β‐amyloid (1‐16) mouse 4µg/ml D.Crowther

21F12 SULFO‐tagged  Aβx‐42  mouse 1µg/ml D.Crowther,
gifts of Elan 

2G3SULFO‐tagged  Aβx‐40  mouse 1µg/ml D.Crowther,
gifts of Elan 

 

The  electrochemiluminescence  ofthe  plate was  analysed  using  the  SECTOR®  Imager  6000  (Meso 

Scale Discovery)  following  the manufacturer’s protocol. The  samples as well as a  synthetic protein 

standard (Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42), respectively) were fitted automatically using the SECTOR®  Imager 

6000    software  including  a  Four Parameter  Logistic nonlinear  regression model with  the  following 

equation: 

ݕ ൌ min 
max െmin
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2.2.3.14 Spot Blot 

15  fly heads of each genotype were homogenised  in 2 % SDS and centrifuged  for 5 min at 

5000 g. The  supernatant was applied  in  triplicates on a 0.45 µm nitrocellulose membrane using a 

pipette. To minimise the spot size, each sample was applied in three small aliquots to the same spot 

with  air  drying  in  between.  Finally  the  membrane  was  dried  for  10  min  before  blocking  in 

5 % milk powder in PBST for 1 hour at room temperature under gentle shaking. B10‐myc was added 

over night at 4 °C. On the next day the membrane was washed 3 x 5 min in PBST before adding the 

primary antibody  (table 2.5)  followed by  incubation  for 1 hour at  room  temperature under gentle 

shaking.  Again  the  membrane  was  washed  3  times  in  PBST  before  adding  the  HRP‐conjugated 

secondary  antibody  (table  2.5).  Finally  the  membrane  was  washed  again  3  times  in  PBST  and 

developed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). 

 

Table 2.5: Antibodies used in spot blots. 

name  antigene   species  concentration  source 
B10‐myc  Aβ fibrils E. coli 1µg/ml E. coli 
c‐myc  myc‐tag rabbit 1:1000 Abcam 

anti‐B10  camelid rabbit C.Röcken [162]

anti‐His  His‐tag mouse 1:2000 Qiagen 
     

anti‐mouse‐HRP  mouse IgG goat 1:1000 DAKO 
anti‐rabbit‐HRP  rabbit IgG goat 1:1000 DAKO 
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2.2.3.15 Dot Blot 

Proteins  were  applied  twice  in  duplicates  in  increasing  concentrations  on  a  0.45  µm 

nitrocellulose  membrane  using  the  Minifold  I  TM  system  (Whatman).  Afterwards  each  well  was 

washed with TBST (50 mM Tris pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.01 % (v/v) Tween20) and the membrane was 

cut. One half was stained with Ponceau S (2 % Ponceau S in 3 % TCA) to confirm the protein load and 

the other half was put  in blocking buffer  (2 % BSA  in TBST)  for 1 hour at  room  temperature. The 

membrane was washed in TBST followed by incubation with the primary antibody (table 2.6) in TBST 

over night at 4 °C. To  increase the signal  intensity the membrane was washed 3 x 5 min with TBST 

and an anti‐AP antibody  (in TBST,  table 2.6) was applied  for 1 hour at  room  temperature. Again 3 

washing  steps  followed before adding  the  secondary anti‐rabbit‐AP antibody and  incubation  for 1 

hour  at  room  temperature.  The  blot  was  finally  washed  3  times  in  TBST  and  developed  using 

NBT/BCIP (Pierce) or SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (Pierce). The intensity of 

the Ponceau S and antibody staining was analysed using Array Analysis from Total Lab 100 (Nonlinear 

Dynamics). 

 

Table 2.6: Antibodies used in dot blots. 

name  antigene   species  concentration  source 
B10AP  Aβ fibrils E. coli 4µg/ml recombinant
KW1AP  Aβ(1‐40) oligomers E. coli 4µg/ml recombinant
B10AP‐S2  Aβ fibrils D. mel 1µg/ml S2‐cells 
KW1AP‐S2  Aβ(1‐40) oligomers D. mel 1µg/ml S2‐cells 
anti‐AP  alkaline phosphatase rabbit 1:2000 Rockland 

     
anti‐rabbit‐AP  rabbit IgG goat 1:30000 Sigma 
anti‐rabbit‐HRP  rabbit IgG goat 1:1000 DAKO 

 

2.2.4 Biophysical methods 

2.2.4.1 Thioflavin T (ThT) fluorescence spectroscopy 

ThT  spectra were  taken  at  room  temperature  using  the  LS  55  fluorescence  spectrometer 

(Perkin Elmer). The samples were measured in a fluorescence ultra‐micro cell (Hellma Analytics) with 

5 mm  path  length  and  ThT  was  excited  at  450  nm  (slit  5  nm)  and  the  emission  spectrum  was 

recorded from 460 to 700 nm (slit 5 nm). All samples were measured with 5 scan repeats. 

 

2.2.4.2 8‐Anilinonaphthalene‐1‐sulfonate (ANS) fluorescence spectroscopy 

ANS spectra were carried out using the LS 55 fluorescence spectrometer (Perkin Elmer). The 

samples were measured  using  a  fluorescence  ultra‐micro  cell  (Hellma Analytics) with  5 mm  path 
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length and ANS was excited at 374 nm (slit 5 nm) and the emission spectrum was recorded from 380 

to 700 nm (slit 5 nm). All samples were measured with 5 scan repeats. 

 

2.2.4.3 Congo red (CR) absorption spectroscopy 

CR spectra were measured using the Lambda 900 spectrometer (Perkin Elmer). The samples 

were measured using an absorbance semi‐micro cell (Hellma Analytics) with 10 mm path length and 

the absorption spectra were recorded  from 400 to 700 nm  (slit 2 nm). All samples were measured 

with 3 scan repeats. 

 

2.2.4.4 Aggregation kinetics 

  Aggregation  kinetic  measurments  are  based  on  time‐resolved  ThT  fluorescence 

measurements, carried out online in a 96‐well plate and by using a FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) 

plate reader (37 °C). ThT fluorescence was recorded by using excitation and emission wavelengths of 

482 nm and 490 nm, respectively. Each measurement cycle consisted of 30 min incubation followed 

by orbital shaking at 100 rpm  for 10 seconds  immediately before the measurement. Samples were 

prepared by dissolving dissaggregated Aβ(1‐40) [159] in 100 % DMSO. Final sample volume in each well 

was 100  μl and consisted of 25  μM Aβ(1‐40), 20  μM ThT, 50 mM HEPES  (pH 7.4), 50 mM NaCl, a 

protease inhibitor cocktail (Complete mini, Roche) (1x) and, where appropriate, 5 μM KW1.  

 

2.2.4.5 Transmission electron microscopy (TEM) 

  The  fibrillar  and  oligomeric  morphology  was  assessed  by  negative  stain  TEM.  TEM 

specimens were prepared by placing 5 µl of each sample solution onto a Formvar carbon copper grid 

(200 mesh, Plano) followed by 1 min of incubation. The grid was washed by dipping it subsequently 

into  3  droplets  of water  (50  µl)  and  counterstained with  3  droplets  of  2 %  (w/v)  uranyl  acetate 

(50 µl). Specimens were examined using a Zeiss 900 electron microscope  that was operated at an 

acceleration voltage of 80 kV. A magnification of 30 000 × was used for imaging. 

 

2.2.4.6 Scanning electron microscopy (SEM) 

To  investigate  the  surface  of  the  eye  adult  flies  were  anesthetised  and  fixed  in  2.5  % 

glutaraldehyde in 100 mM sodium cacodylate (pH 7.3) over night at 4 °C. The samples were send to 

Dr.  Martin  Westermann  (EMZ,  Jena,  Germany),  who  carried  out  the  Critical  Point  Drying,  gold 

sputtering and scanning electron microscopy.  
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2.2.5 Immunocytological methods 

2.2.5.1 Dissection and immunostaining of Drosophila brains (confocal microscopy) 

For fluorescence analysis the brains of anesthetised flies were dissected  in  ice cold PBS and 

stored on  ice. PBS was exchanged with fixative (4 % PFA  in PBT [PBS + 0.5 % TritonX‐100]) and the 

brains were shaken  for 1 hour at 50  rpm and  room  temperature. Afterwards  the blocking solution 

(5 % normal goat serum  in PBT) was added followed by  incubation for 30 min at 50 rpm and room 

temperature. The blocking  solution was  removed and  the brains were  incubated with  the primary 

antibodies (table 2.7) in blocking solution over night at 50 rpm and 4 °C. On the next day 3 washing 

steps with  PBT  of  5 min were  performed  before  adding  the  secondary  antibodies  (table  2.7)  in 

blocking  solution  followed  by  incubation  for  1  hour  at  50  rpm  and  room  temperature.  Again  3 

washing steps were applied followed by a final washing  in PBS (+ Hoechst 33342). The brains were 

mounted  using  VECTASHIELD® mounting medium  (Vector  laboratory),  sealed with  nail  polish  and 

stored at 4  °C. The  images were  taken using a  confocal  laser  scanning microscope  (Nikon ECLIPSE 

TE2000‐E). 

 

Table 2.7: Antibodies used for immunofluorescence.  

name  antigene   species  concentration  source 
6E10  β‐amyloid (1‐16) mouse 1:500  Covance
c‐myc  myc‐tag rabbit 1:500  Abcam

elav‐7E8A10  elav protein rat 1:50 DHSB
         

anti‐mouse‐555  mouse IgG donkey 1:200 Molecular Probes
anti‐rabbit‐488  rabbit IgG donkey 1:200 Molecular Probes
anti‐rat‐TRITC  rat‐IgG  goat 1:200 Jackson

 

2.2.6 Cytological methods 

2.2.6.1 Transfection and protein synthesis in insect cells 

The Schneider 2  (S2)  insect  cell  line was  isolated  from  late  stage Drosophila melanogaster 

embryos [163] and is a suitable host for stable expression of recombinant proteins [164].  The antibody 

domains  B10AP  and  KW1AP were  expressed  in  S2  cells  adapted  to  serum‐free  growth  in  Insect 

Express  Sf9‐S2 medium  (PAA  Laboratories).  To  create  stable  S2  cells  expressing  either  B10AP  or 

KW1AP the FuGENE® HD Transfection Reagent (Roche) was used. Briefly 3x106 S2 cells were seeded 

in 3 ml medium and grown  for 5 hours at 28  °C. The  following  transfection mix was prepared  in a 

total volume of 100µl: 0.4 µg pCoBlast  (selection vector); 15 µl FuGENE® HD Transfection Reagent; 

4 µg transgenic vector (pMT/V5‐HisA‐B10AP‐S2 or pMT/V5‐HisA‐KW1‐S2); sterile water. The solution 

was mixed,  spun down and  incubated  for 15 min at  room  temperature. Under gentle  shaking  the 
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solution was added drop wise to the cells followed by  incubation for 48 hours at 28 °C. Afterwards 

30 µg/ml blasticidine were added to select stable transfected cells and monitored over the next days. 

When colonies started to form, the cells were moved into culture flasks and finally the selected cell 

lines were kept on 20 µg/ml blasticidine. From each stable cell line samples were frozen at a density 

of 1 x 107cells/ml in freezing medium (40 % fresh growth medium, 40 % conditioned growth medium, 

10 % heat‐inactivated FBS, 10 % DMSO) to maintain the stocks.  

Proteins were expressed by adding 1mM Cu2SO4 to the cells when they reached the  log‐phase and 

incubation for 36 hours at 28 °C. Afterwards the cells were spun down and the protein was purified 

from the medium. First the copper was removed using dialysis against resuspension buffer (50 mM 

sodium phosphatepH 8.0; 300 mM NaCl; 50 mM  imidazol). An affinity chromatography was carried 

out using a Ni‐sepharose column and the protein was eluted with an increasing concentration (5% to 

100%) of  elution buffer  (50 mM  sodium phosphatepH 8.0; 300 mM NaCl; 250 mM  imidazol).  The 

protein was dialysed against 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) to remove the  imidazol and 

stored at ‐80 °C. 

 

2.2.6.2 Cultivation of human neuroblastoma cells 

The cell  line SH‐SY5Y  is a subclone of the cell  line SK‐N‐SH which was derived from a female 

human  with metastatic  neuroblastoma  [165].  The  cells  were  grown  in  Dulbecco’s Modified  Eagle 

Medium (DMEM, PAA Laboratories) supplemented with 10 % heat‐inactivated FBS and 2 % Pen/Strep 

(PAA Laboratories) at 37 °C with 10 % CO2. The cells grow adherent as monolayer. For splitting the 

cell layer was rinsed with PBS and the cells were treated with 1 ml trypsin/EDTA (PAA Laboratories) 

before they could be detached using DMEM. 

 

2.2.6.3 Toxicity assays 

To measure toxicity, cells were seeded into 96‐well plates at a density of 50 000 cells/well in 

100 µl cell culture medium and grown for 24 h at 37 °C. The medium was removed and new medium 

supplemented with the test substance was added and incubated for another 24 h at 37 °C.  

The  test substances  included Aβ ± KW1, a buffer control as well as a sample containing KW1 only. 

Therefore, Aβ was incubated at 100 µM ± 20 µM KW1 in 50 mM HEPES; 50 mM NaCl (pH 7.4) at 37 °C 

without shaking for four or five days. 

The  cell  viability  was  assessed  using  the  Cell  Proliferation  Kit  I  (MTT,  Roche)  according  to  the 

manufacturer’s  protocol.  The  colorimetric  assay was  analysed  in  a  FLUOstar Omega  reader  (BMG 

LABTECH) reading the absorbance at 550 and 690 nm.  



MATERIAL & METHODS       36 
 

 

Secondly,  the  LDH‐Cytotoxicity  Assay  Kit  II  (Biovision) was  used  according  to  the manufacturer’s 

protocol  to determine  the  release  of  the  lactate  dehydrogenase.  The  LDH  assay was  analysed  by 

measuring  the absorbance at 450 nm with a  reference  read at 650 nm using  the FLUOstar Omega 

reader. 
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3. Results 
 

3.1 Selectivity of B10 and KW1‐binding to Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc peptides 

It was previously described  that B10 binds  specifically  to amyloid  fibrils  [138], whereas KW1 

recognises  oligomers  [135].  All  in  vivo  studies  described  herein were  carried  out  using  Drosophila 

melanogaster  transgenic  for  the  three  Aβ  variants  Aβ(1‐40),  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐42)arc.  It  was, 

therefore, important to analyse first the binding of B10 and KW1 to fibrils and oligomers formed by 

each of these peptides in vitro. 

Oligomers and fibrils of Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc were generated and characterised using 

fluorescence as well as absorption spectroscopy prior to assessment of their binding to B10 and KW1. 

Two  fluorescent  dyes  are  commonly  used  to  study  oligomer  and  fibril  assemblies.  The  first 

fluorescent  dye  8‐Anilinonaphthalene‐1‐sulfonate  (ANS,  figure  3.1.1A)  is  a  common  marker  of 

molten‐globule  states  [166]. ANS  interacts with  hydrophobic protein  surfaces  resulting  in  increased 

fluorescence intensity and a blue shift of the emission maximum to 480 nm compared to the free dye 

(540  nm).  It  has  been  shown  to  bind  to  oligomeric  aggregates  [152,  167,  168].  The  second  dye,  the 

benzothiazole Thioflavin T (ThT, figure 3.1.1B), binds to β‐sheet rich structures and displays enhanced 

fluorescence intensity and a red shift of the emission maximum (482 nm) compared to the free dye 

[169]. ThT is widely used to monitor fibril formation. Furthermore the diazo dye Congo red (CR, figure 

3.1.1C)  is  extensively  used  to  characterise  amyloid  fibrils.  It  is  not  characterised  by  fluorescence 

intensity but rather shifted and increased signals of UV absorbance (from 490 to 540 nm) [170]. 

Measuring  the  ANS  fluorescence  of  Aβ(1‐40),  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐42)arc  fibrils  formed  in  50 mM 

Na‐borate buffer (pH 9.0) showed no increase in the signal intensity compared to buffer. In addition, 

no significant shift of the emission maximum was visible (figure 3.1.1D). In contrast, the ThT spectra 

of the same  fibrils showed  increased  fluorescence  intensity and an emission maximum around 480 

nm that is characteristic of amyloid fibrils in all cases. Differences in the fluorescence intensity were, 

however,  detectable  for  different  peptides.  Aβ(1‐42)  fibrils  showed  the  highest  and  Aβ(1‐42)arc 

fibrils  the  lowest  intensity whereas Aβ(1‐40)  fibrils were  found between  the other  two Aβ variants 

(figure 3.1.1E). The presence of  fibrils was  further confirmed using CR spectroscopy  (figure 3.1.1F). 

Fibril preparations of all three peptides showed a shift of the absorbance maximum from 490 to 540 

nm as well as an increase in the signal intensity compared to the buffer alone.  

Oligomers of Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc peptides were formed in 10 % HFIP and analysed in 

the same manner described above. The ANS spectra of all  three oligomer preparations  resulted  in 

increased  fluorescence  intensity  compared  to  the  buffer  sample with  clearly  visible  characteristic 

peak shifts from 540 to 480 nm (figure 3.1.1G). Differences occurred in the signal intensity with Aβ(1‐

42)arc  (green curve) showing the highest  intensity, followed by Aβ(1‐40) oligomers (red curve) and 
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Aβ(1‐42) oligomers (blue curve) presenting the lowest fluorescence signal. Additionally, the curves of 

Aβ(1‐42)  and Aβ(1‐42)arc  oligomers  showed  a  small  shoulder  around  540 nm which  seems  to be 

absent in the Aβ(1‐40) oligomer preparation but may originate from unbound ANS. The resulting ThT 

spectra showed only a minor intensification of the fluorescence signal (figure 3.1.1H) and also the CR 

absorbance did not  reveal a peak  shift or  increase  in  the absorbance maximum  (figure 3.1.1I).    In 

summary,  all  three  Aβ  oligomer  preparations  produced  a  strong  fluorescence  signal  with  ANS 

compared to the fibrils samples,  indicating the presence of solvent‐accessible hydrophobic patches. 

Contrastingly, Aβ fibrils showed a much stronger binding to ThT and CR than Aβ oligomers. 

 

 

Figure  3.1.1  Biochemical  characterisation  of  Aβ  fibrils  and  oligomers  formed  from  Aβ(1‐40),  Aβ(1‐42)  and 
Aβ(1‐42)arc  peptides(A‐C)  Chemical  structures  of  ANS  (A),  ThT  (B)  and  Congo  Red  (C).  (D,E)  Fluorescence 
spectra  of Aβ  fibrils  grown  in  50 mM Na‐borate  buffer  (pH  9.0)  using ANS  (D)  and  ThT  (E).  (F) Absorption 
spectra of Aβ  fibrils determining  the Congo  red binding  ability.  (G,H)  Fluorescence  spectra of Aβ oligomers 
formed in 10 % HFIP using ANS (G) and ThT (H). (I) Absorption spectra of Aβ oligomers using Congo Red. Black 
curves:  buffer;  red  curves:  Aβ(1‐40);  blue  curves:  Aβ(1‐42);  green  curves:  Aβ(1‐42)arc.  The  samples  for 
recording ThT spectra contained 20 µM and 15 µM ThT. ANS samples contained 20 µM Aβ and 200 µM ANS 
and CR samples contained 25 µM Aβ and 15 µM CR. 

 

The  morphology  of  the  Aβ  oligomers  and  fibrils  characterised  above  was  examined  by 

negative‐stain  transmission  electron  microscopy  (TEM).  All  three  fibril  samples  contained  large 

quantities  of  elongated,  linear  structures  (figure  3.1.2C);  while  the  three  oligomeric  samples 

comprised almost spherical structures  (diameters of 10  ‐ 60 nm) (figure 3.1.2D), consistent with an 

oligomeric morphology [152].  
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In order  to analyse B10 and KW1  (figure 3.1.2A,B) binding  to  the  respective Aβ assemblies 

spot blot assays with the dimeric versions B10AP and KW1AP were used. The alkaline phosphatase 

(AP) moiety,  which  enables  dimerisation  of  the  antibody  domains  and  therefore  increases  their 

effective  affinity,  facilitates binding  studies  in  the  spot blot  format. Aβ oligomers  and  fibrils were 

spotted onto nitrocellulose membranes and equal protein  loading was confirmed using Ponceau S 

stain before detection with the antibody domains. B10AP binding was detected with all amyloid fibril 

samples tested here (figure 3.1.2E) extending previous results and demonstrating that B10 displays 

poly‐amyloid specific binding [171]. This broad specificity was in contrast to the highly selective binding 

of  KW1AP, which was  only  able  to  recognise Aβ(1‐40)  oligomers, while Aβ(1‐42)  and Aβ(1‐42)arc 

oligomers were not bound  (figure  3.1.2F).  These  data  further  underlined  the  argument  that  KW1 

presents a strong preference for Aβ(1‐40) peptide‐derived oligomers [135].  

 

 

Figure 3.1.2 Characterisation of B10AP and KW1AP binding towards different Aβ variants. (A,B) X‐ray structures 
of B10 (protein data base/PDB code: 3LN9 [172]) (A) and KW1 (B) (PDB code: 3TPK [135]) (C,D) TEM analysis of Aβ 
fibrils  (C)  or  oligomers  (D)  formed  from  Aβ(1‐40);  Aβ(1‐42)  or  Aβ(1‐42)arc  peptides.  Scale  bar  represents 
200nm. (E,F) Spot blot data of B10AP binding to amyloid fibrils (E) as well as KW1AP binding to Aβ oligomers 
(F). Ponceau S staining (upper panel) reveals equal protein loading and lower panel represents B10AP/KW1AP 
staining. Black bars: B10AP/KW1AP staining; white bars: Ponceau S staining. All bars have been normalised to 
Aβ(1‐40) fibrils or oligomers (n=2). 

 

3.2 B10 and KW1 can be functionally expressed in Drosophila melanogaster cells 

 So  far,  the  camelid  antibody  domains  B10  and  KW1  were  expressed  in  E.  coli  and 

characterised regarding to their conformation sensitivity to Aβ(1‐40) monomers, oligomers and fibrils 

as  well  as  to  their  respective  assemblies  formed  from  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐42)arc  peptides. 

Nevertheless,  it  remained  unclear  if  both  antibody  domains will  be  functional when  expressed  in 

Drosophila melanogaster. To  test whether  this was  the  case  transformed Drosophila  Schneider  S2 
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cells (S2), which can be transfected and are suitable for stable expression of recombinant proteins, 

were transfected with the dimeric antibody domains B10AP and KW1AP cloned  into the expression 

plasmid  pMT/V5‐HisA.  This  vector  enabled  protein  expression  in  S2  cells  under  control  of  an 

inducible methallothionein  promotor  (figure  3.2A).  The  promotor  is  tightly  regulated  and  easily 

activated through binding copper sulphate or cadmium chloride. 

Upon  induction  of  expression  in  S2  cells  B10AP  and  KW1AP  were  secreted  into  the  cell 

culture medium and purified via His‐tag using Ni‐chelate chromatography. All purification steps were 

analysed  using  SDS‐PAGE  and  Western  blot.  In  both  Coomassie‐stained  SDS‐gels  a  band  was 

observed  at  66kDa  in  the  second  elution  step  (E2)  consistent  with  the  presence  of  B10AP 

(67128.8 Da, figure 3.2B) and KW1AP (66301.9 Da, figure 3.2E). Western blot analysis using an anti‐

His antibody showed bands at the same size in the cell culture supernatant as well as in the second 

elution step confirming the successful expression and purification of B10AP and KW1AP. 

Binding of  cell  culture derived dimeric B10AP or KW1AP  fusion proteins  to Aβ monomers, 

oligomers  and  fibrils was  assessed by  spot blot  analysis. All peptide  aggregates were  immobilised 

onto nitrocellulose membranes  and equal protein  loading was  confirmed with Ponceau  S  staining 

(figure 3.2C,D,F,G) before the  interaction with the  two antibody  fragments B10AP and KW1AP was 

assessed.  

B10AP derived  from  S2  cells was  able  to bind  to Aβ(1‐40)  fibrils, but  not  to oligomers or 

disaggregated  peptide  (figure  3.2C).  B10AP  from  S2  cells  also  reacted  with  Aβ(1‐42)  fibrils 

(figure 3.2D),  consistent  with  previous  observations  that  many  different  amyloid  fibrils  are 

recognised  by  this  antibody.  As  predicted,  KW1AP  bound  Aβ(1‐40)  oligomers,  but  not  fibrils  or 

disaggregated peptide (figure 3.2F). By contrast, KW1AP displayed no discernible binding to Aβ(1‐42) 

oligomers compared to Aβ(1‐40) oligomers (figure3.2G), matching previous observations of its rather 

narrow antigen selectivity. All experiments led to the conclusion that B10 and KW1 can be expressed 

and secreted in functional form in Drosophila melanogaster. 
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Figure 3.2 Biochemical  characterisation of B10AP and KW1AP expressed  in Drosophila Schneider 2  cells.  (A) 
Schematic representation of the gene constructs expressed in S2 cells as well as the binding of Cu2+ ions to the 
methallothionein promotor  (MT prom)  to  induce  the protein expression  (B, E) Coomassie  stained SDS‐PAGE 
(top) and western blot  (bottom),  following purification of B10AP  (B) and KW1AP  (E)  from  S2  cells. Western 
blots were developed using an anti‐poly‐histidine (anti‐His) primary antibody. The bands shown in the western 
blots are  indicated  in  the SDS‐PAGE  image by arrow heads. Abbreviations  refer  to molecular weight marker 
(M), supernatant of the S2 cell culture (S), which was applied onto the column, flow through (FT), and elution 
steps 1  (E1, 12.5 mM  imidazole)  and 2  (E2, 250 mM  imidazole).  (C, D)  Spot blot  analysis of  S2‐cell derived 
B10AP  (black  bars).  B10AP  binding  to  Aβ(1‐40)  fibrils,  oligomers  or  disaggregated,  i.e. mainly monomeric, 
peptide  (C) and Aβ(1‐40) or Aβ(1‐42)  fibrils  (D). Ponceau S staining  (white bars) served as a  loading control. 
Densitometrically analyzed data were normalised to Aβ(1‐40) fibrils. (n = 2‐3). (F,G) Spot blot analysis of S2‐cell 
derived KW1AP  (black bars). KW1AP binding  to Aβ(1‐40)  fibrils, oligomers or disaggregated peptide  (F)  and 
Aβ(1‐40)  or  Aβ(1‐42)  oligomers  (G).  Ponceau  S  staining  (white  bars)  served  as  a  loading  control. 
Densitometrically analyzed data were normalised to Aβ(1‐40) oligomers (n = 2‐3). 

 

3.3 Generating Drosophila melanogaster lines transgenic for B10 and KW1 

  In order to determine whether the conformation‐sensitive antibody domains B10 and KW1 

could be used as in vivo modifiers of Aβ aggregation and toxicity, Drosophila melanogaster transgenic 

for B10 and KW1 were created. Expression of the two antibody domains B10 and KW1 was achieved 

using  the Gal4‐UAS system and  the pan neuronal expression driver Gal4‐elavc155. To explore  if B10 

and KW1  can modify Aβ aggregation  in vivo experiments were  carried out with  three different  fly 

lines expressing  the human peptide variants Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) or  the arctic mutation E22G  (Aβ(1‐

42)arc).  Hereafter,  these  three  fly  lines  will  be  referred  to  as  Aβ40,  Aβ42  and  Aβ42arc  flies, 

respectively. The nontransgenic w1118
iso

 Drosophila melanogaster  line was used as a wildtype  (WT) 

control throughout. 
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3.3.1 Characterisation of B10‐transgenic flies 

To characterise the  function of the  fibril binder B10 the gene  for the antibody domain was 

cloned  into  the  Gal4‐responsive  pUASTattB  expression  plasmid.  The  construct  consisted  of  a 

secretion  signal peptide  (SSP)  from  the Drosophila necrotic gene  [156],  the  coding  sequence  for  the 

antibody domain B10  and  a C‐terminal myc‐tag  that  facilitates  the detection  in  immunoblots  and 

immunohistochemistry. The construct was cloned downstream of the UAS‐sequence that is activated 

by Gal4 binding (figure 3.3.1A). 

After crossing the flies with the neuronal driver line Gal4‐elavc155 the transcription of B10 was 

detected  by  reverse  transcription  polymerase  chain  reaction  (RT‐PCR)  analysis  (figure  3.3.1B). 

A control PCR using rp49 primers amplifying the gene for the large subunit of the ribosomal protein 

49 was used  to confirm equal cDNA amount  in all PCR samples. RT‐PCR using B10 specific primers 

revealed that B10 is strongly transcribed in the fly heads when the Gal4‐elavc155 driver was used and 

with lower amounts in the fly bodies or without the Gal4‐elavc155driver suggesting that the promotor 

is leaky. Western blot analysis was carried out to investigate the translation of B10. Detection with an 

anti‐myc antibody showed strong bands at around 17 kDa with almost  identical distribution as  the 

B10 mRNA (figure 3.3.1C). These data revealed that B10 is translated correctly in the fly brain.  

Since both Aβ and B10 are expressed under the control of the UAS‐sequence western blot analysis 

was used to assess whether there is enough Gal4 protein to establish the same Aβ expression level in 

Aβ transgenic flies co‐expressing B10 compared to transgenic flies expressing Aβ alone. Head extracts 

from  Aβ42  and  B10;Aβ42  expressing  flies  were  analysed  using  the  monoclonal  antibody  6E10 

(figure 3.3.1D). Strong bands of similar  intensity were  found around 4 kDa  for both genotypes and 

blotting for actin revealed equal protein loading. 

The neuronal localisation of B10 was examined using immunofluorescence microscopy (IFM). 

Brains of adult flies were dissected and stained with anti‐elav antibody to detect the neurons as well 

as with the anti‐myc antibody to stain B10 (fig 3.3.1E). The cellular localisation of the elav protein is 

nuclear  and  the  staining  signals  (red)  were  found  in  the  cell  nuclei  of  the  neuronal  cell  bodies 

whereas no signal was visible in the neuropil. Anti‐myc signals staining B10 were located intracellular. 

The merged picture demonstrated  that  the B10  signals were  located around  the cell nuclei of  the 

neurons. Thus, B10 was expressed correctly in the nervous system of the fly brain. 
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Figure  3.3.1  Expression  of B10  in Drosophila melanogaster.  (A)  Schematic  representation  of  the  expression 
construct.  (B)  RT‐PCR  analysis  of  B10 mRNA  transcription  in  the  head  or  remaining  body;  i.e.  thorax  and 
abdomen, of different  fly  lines as  indicated  in  the panels. Constitutively  transcribed  rp49 mRNA served as a 
loading control. (C) Western blots with an anti‐myc primary antibody showed a strong band at around 17 kDa 
with  almost  identical distribution  as  the B10 mRNA  in panels  (B). Anti‐actin western blot  served  as  loading 
control. (D) Western blot with 6E10 primary antibody to detect Aβ displayed a strong band at around 4 kDa in 
Aβ  expressing  Drosophila melanogaster.  Ant‐actin  western  blot  served  as  loading  control.  (E)  IFM  of  B10 
expressing flies using anti‐elav antibody  (red) to stain neuronal cells and anti‐myc antibody (green) to detect 
B10. The right picture is a magnified merge of both stainings. Scale bars represent 50 µm. 

 

3.3.2 Characterisation of KW1‐transgenic flies 

The gene for the oligomer binder KW1 was also cloned  into the Gal4‐responsive pUASTattB 

expression plasmid. The  construct  is  similar  to  the B10 expression plasmid  (figure 3.3.2.A), except 

that the B10 antibody domain was replaced with KW1.  

After  crossing  the  flies  with  the  neuronal  driver  line  Gal4‐elavc155  the  KW1  product  was 

analysed  by  RT‐PCR  and western  blot  analysis  (figure  3.3.2B).  RT‐PCR with  KW1  specific  primers 

revealed that KW1  is predominantly transcribed  in the fly heads. There was no KW1‐mRNA without 

the elav driver or in the fly bodies. A control PCR using rp49 primers confirmed equal cDNA quantities 

in  all  PCR  samples. Western  blot  analysis  using  the  anti‐myc  antibody  showed  a  strong  band  at 

around 17 kDa in the fly heads and only a weak band in the fly body sample, with anti‐actin staining 

confirming  equal  protein  loading  of  the  samples  (figure  3.3.2C).  Taken  together  these  data 

demonstrated  that KW1  is  translated  correctly  in  the  fly brain. Next,  the Aβ  level was analysed  in 

presence  of  KW1.  Western  blot  analysis  using  the  monoclonal  antibody  6E10  was  carried  out 

comparing Aβ (Aβ40, Aβ42 and Aβ42arc) with KW1;Aβ expressing flies (figure 3.3.2D). Strong bands 

reflecting Aβ were found around 4 kDa  in each case. Thereby similar amounts of Aβ were found  in 

the presence and absence of KW1. Anti‐actin antibody  staining of  the membrane confirmed equal 

protein  loading.  The  neuronal  localisation  of  KW1  was  assessed  using  IFM  on  adult  fly  brains 

(figure 3.3.2E). Staining with the anti‐elav antibody (red) showed the nuclear localisation of the elav 

protein and  the anti‐myc staining signals  (green) were  found  in  the cytoplasm of  the neurons. The 
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merged picture demonstrated that KW1 is located around the cell nuclei of the neurons. Thus, KW1 

was expressed and secreted correctly in the nervous system of the fly brain. 

 

Figure 3.3.2 Expression of KW1  in Drosophila melanogaster.  (A)  Schematic  representation of  the expression 
construct.  (B)  RT‐PCR  analysis  of  KW1 mRNA  transcription  in  the  head  or  remaining  body;  i.e.  thorax  and 
abdomen, of different  fly  lines as  indicated  in  the panels. Constitutively  transcribed  rp49 mRNA served as a 
loading control. (C) Western blot with an anti‐myc primary antibody showed a strong band at around 17 kDa 
with almost  identical distribution as  the KW1 mRNA  in panels  (B). Anti‐actin western blot  served as  loading 
control. (D) Western blot with 6E10 primary antibody to detect Aβ displayed a strong band at around 4 kDa in 
Aβ  expressing Drosophila melanogaster.  Anti‐actin western  blot  served  as  loading  control.  (E)  IFM  of  KW1 
expressing flies using anti‐elav antibody  (red) to stain neuronal cells and anti‐myc antibody (green) to detect 
KW1. The right picture is a magnified merge of both stainings. Scale bars represent 50 µm. 
 

3.3.3 B10 and KW1 do not affect the overall expression of Aβ 

As  the  expression  of  both  transgenes  are  regulated  by  the  binding  of  Gal4  to  a  5x  UAS 

sequence, it could be possible that expression of Gal4 leads to different Aβ levels in flies expressing 

Aβ alone or together with an antibody domain. Qualitative analysis of western blots suggested that 

the Aβ level is not altered in presence of B10 or KW1 (figure 3.3.1D and 3.3.2D). However, in order to 

determine the total Aβ  levels  in the fly brain more quantitatively an Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42)‐specific 

sandwich  enzyme  linked  immunosorbant  assay  (ELISA)  assay  was  used.  Head  homogenates  of 

Aβ42arc  or  Aβ40  flies  were  compared  to  B10;  Aβ42arc  and  KW1;Aβ40  flies,  respectively.  After 

eclosing  the  flies were decapitated and  total protein was extracted  from  the heads using a  strong 

denaturing buffer  (5 M guanidinium hydrochloride). ELISA experiments were  carried out using  the 

monoclonal antibody 6E10  to capture Aβ and detection was performed using  the Aβ(1‐40) specific 

antibody 2G3 as well as the Aβ(1‐42) specific antibody 21F12 [161].  

The  Aβ(1‐40)  concentration  detected  in  the  ELISA  assay  using  the  2G3  antibody  was 

40.47 ± 0.6 ng/ml.  In presence of B10 and  the Aβ(1‐40) concentration was 42.48 ± 0.46 ng/ml and 

40.98 ± 0.66 ng/ml, respectively. ELISA assessment with the 21F12 antibody obtained an Aβ(1‐42)arc 

concentration  of  16.79  ±  2.47  ng/ml  when  no  antibody  was  co‐expressed.  The  Aβ(1‐42) 
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concentration was 17.77 ± 1.96 ng/ml in presence of B10 and 18.29 ± 2.02 ng/ml in presence of KW1. 

These data demonstrated that the expression of the antibody domains has no discernible effects on 

the total Aβ expression level. However, since the measurement of Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42) in this assay 

critically depended on  the  specificity of  the monoclonal antibodies used  in  the detection  step  the 

results allow only conclusions about the total Aβ level of one Aβ variant and is not useful to compare 

Aβ40 and Aβ42 levels.  

B10  and  KW1  flies were  then  used  to  create  double  transgenic  Drosophila melanogaster 

stocks that can co‐express Aβ and one of the antibody domains  in the neurons. Therefore the flies 

were crossed with Drosophila melanogaster transgenic  for Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc  (see 

method 2.2.1.2). This led to the following fly lines:   

 

Table 3.1 Drosophila melanogaster double transgenic for Aβ and B10 or KW1. 

+/+; B10/CyO; Aβ40/TM6B  +/+; B10/CyO; Aβ42/TM6B  +/+; B10/CyO; Aβ42arc/TM6B 
+/+; KW1/CyO; Aβ40/TM6B  +/+; KW1/CyO; Aβ42/TM6B  +/+; KW1/CyO; Aβ42arc/TM6B 

 

3.4 Quantification of B10 and KW1 expressed in Drosophila melanogaster 

B10  and  KW1  are  known  to  inhibit  fibril  formation  at  substoichiometric  concentrations. 

A ratio of one molecule of B10 per ten molecules of Aβ was found to block the formation of mature 

Aβ  fibrils  [138], whereas  one molecule  of  KW1  per  five molecules  of Aβ  is  needed  to  prevent  the 

transition  of  oligomers  [135].  The  nature  of  these  ratios  in  the  fly,  however,  remained  to  be 

determined.  

First,  B10  and  KW1  expressing  flies were  analysed  using western  blot  to  investigate  the 

expression  level of both antibody domains.  Fly heads were  collected and proteins were extracted 

using PBS supplemented with 1 % SDS. The protein concentration  to be  loaded on a SDS‐PAGE gel 

was equalised using a Bradford assay. After blotting  the membrane was cut and stained with anti‐

myc and anti‐actin antibodies. Upon  the same genomic  insertion of B10 and KW1  it was expected 

that  the  anti‐myc  signal  reveals  similar  protein  levels  of  B10  and  KW1.  This  expectation  was 

confirmed by western blot, whereas blotting for actin revealed equal protein loading (figure 3.4.1A). 

For a quantitative measurement of B10  levels  in vivo a B10 variant  for expression  in E. coli 

was generated with  its amino acid  sequence being  identical  to  the antibody domain expressed  in 

Drosophila melanogaster (B10‐myc). It included the sequence for B10 as well as the C‐terminal myc‐

tag and was cloned  into the E. coli expression plasmid p41. After  induction with  IPTG B10‐myc was 

expressed  in  E.  coli  and  purified  using  the ÄKTAexplorer  system  (GE Healthcare).  The  purification 

using two nickel chelate chromatography (NiNTA) columns and one reversed phase chromatography 

(RPC)  column  led  to pure B10‐myc  (≥ 95 %), as  shown by  SDS‐PAGE and a  resulting band around 
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17 kDa (figure 3.4.1B). B10‐myc was then utilised as a protein standard to determine the amounts of 

B10 and KW1 expressed in the fruit fly.  

 

 

Figure  3.4.1  Comparison  of  B10  and  KW1  expression  in  Drosophila  melanogaster  and  establishment  of 
recombinant B10‐myc. (A) Western blot analysis enabled the comparison of the expression  levels of B10 and 
KW1. Using an anti‐actin antibody equal protein  loading was confirmed.  (B) To quantify the protein amounts 
the  Drosophila  equivalent  B10‐myc  was  overexpressed  in  E.  coli  and  purified  using  NiNTA  and  RPC 
chromatography with ≥ 95 % purity. 

 

To quantify the amount of the antibody domains in vivo head homogenates of three B10‐ and 

KW1‐expressing flies each were analysed in a western blot. To create a standard curve B10‐myc was 

prepared  in  increasing  amounts  (0,5  –  5  ng)  and  blotted  together  with  the  fly  samples  onto  a 

nitrocellulose  membrane  (figure  3.4.2A).  Afterwards  all  relevant  bands  were  quantified 

densitometrically using the TotalLab 100 software and the amount of B10 and KW1 was calculated 

using linear regression of the standard curve (figure 3.4.2A bottom panel). To calculate the molarities 

of B10 and KW1 per fly head a head volume of 65 nl was assumed  [173]. The following equation was 

used:    

        c	ሺµMሻ ൌ 	
ୡ	ሺ୬ሻ

୦ୣୟୢ	ሺହ୬୪ሻ
∙
ଵ∙ଵల


     

MW = molecular weight  
 

Analysing  the  fly  sample  in  triplicates  the  following  results were achieved: on average  the 

B10 amount in three fly heads is 2.48 ± 0.59 ng and there is slightly more KW1 (3.11 ± 0.87 ng). For 

one fly head this gives values of 0.83 ± 0.197 ng/head (B10) and 1.04 ± 0.290 ng/head (KW1) leading 

to a molarity of 0.79 ± 0.19 µM and 1.05 ± 0.29 µM, respectively. Comparable results were seen for 

expression of  the human protein Transthyretin  (TTR)  in Drosophila melanogaster using expression 

based on the Gal4‐UAS system  in the neurons  [173]. From the density of the TTR bands  in a western 

blot Berg et al.  estimated a TTR concentration of 0.23 mg/ml displaying a molarity of 16 µM per fly 

head [173]. 

Since  the  protein  extraction  using  1  %  SDS might  not  pull  out  all  proteins  from  the  fly 

homogenate  a  second  extraction protocol was  applied using 9 M urea  in parallel  to  the previous 

protocol and compared the band intensities after western blot analysis (figure 3.4.2B). Again three fly 

heads from B10 or KW1 expressing flies were extracted using either 1 % SDS or 9 M urea and after 

transferring  the  proteins  on  nitrocellulose membrane  the  blot was  developed  using  the  anti‐myc 
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antibody. Densitometrical analysis revealed that both extraction methods result  in similar amounts 

of protein. Thus, the SDS‐extraction method is sufficient to estimate the protein concentration. 

 

Figure  3.4.2  Quantification  of  B10  and  KW1  expression  in  Drosophila  melanogaster.  (A) Western  blot  of 
recombinant B10‐myc as peptide standard to quantify the antibody domains. Detection was carried out using 
the  anti‐myc  antibody.  The  band  intensity was measured  using  TotalLab  100  software  and  plotted  protein 
amount [ng] versus optical density [a.u.] of the respective band (n=3). Finally, a  linear regression was applied 
(r = 0.9994).  (B) Western blot  to  compare  the protein  amount of  the  antibody domains  after  SDS  and urea 
extraction. The band intensities were measured using TotalLab 100 software (n=2). 

 

3.5 Quantification of Aβ peptides expressed in Drosophila melanogaster 

In the Drosophila melanogaster model of AD used in this work each of the human Aβ variants 

Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) or Aβ(1‐42)arc are expressed in the fly neurons. In proportion to their aggregation 

propensity,  the  peptides  have  been  shown  to  accumulate  intracellular  resulting  in  progressive 

decline and neurodegeneration [95]. To take a closer look into the expression pattern of the three Aβ 

variants  RT‐PCR  and western  blot  analyses were  carried  out  using  Aβ40,  Aβ42  and  Aβ42arc  flies 

(figure 3.5.1A‐B). RT‐PCR analysis was done on 20  fly heads per genotype and  the subsequent PCR 

using Aβ‐specific  primers  showed  the  same  band  intensity  in  all  three  samples  (figure  3.5.1A).  A 

second  PCR  using  the  primers  for  the  ribosomal  protein  rp49  demonstrated  identical  cDNA 

concentrations in all samples. Thus, the three fly lines transcribed Aβ in similar amounts.  

Western blot analysis was carried out using 6E10 to detect the amount of Aβ actually present 

in  the  fly  lines.  For  this  assay  it was  not  possible  to  use  equal  amounts  of  fly  heads,  due  to  the 

enormous differences in the peptide level of Aβ in these fly lines. Using the heads of 15 Aβ40 flies, 10 

Aβ42 flies and 5 Aβ42arc flies led to a comparable result (figure 3.5.1B). The greatest Aβ amount in 

the  fly  neurons  was  visible  within  the  Aβ42arc  flies  whereas  the  Aβ40  flies  had  the  lowest  Aβ 

concentration.  Western  blot  using  anti‐actin  demonstrated  the  differences  in  the  protein 

concentration due to the different number of fly heads. These data  indicated that on the one hand 

the genes are transcribed at similar levels but on the other hand the clearance and accumulation of 

these peptides  rely on  the aggregation propensity  leading  to different peptide amounts. The data 
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were  further  supported  by  IFM  analysis  determining  the  accumulation  of Aβ  inside  the  fly  brain. 

Adult  fly  brains were  stained with  6E10  to  image  the  Aβ  accumulation  and  the  cell  nuclei were 

detected using the dye Hoechst 33342 (figure 3.5.1C). The flies were aged at 29 °C before the brains 

were dissected  (Aβ40: 20 days, Aβ42: 20 days, Aβ42arc: 3 days). With  the 6E10  staining a  similar 

accumulation pattern was seen as with the western blot analysis. After 20 days the brains of Aβ40 

flies showed only background staining and no distinct signals. The brains of Aβ42 flies displayed some 

distinct  signals  indicative of Aβ accumulation,  though only a  limited amount.  In contrast, brains of 

Aβ42arc flies presented a great number of 6E10 positive signals  indicating strong Aβ accumulation. 

Additionally, the IFM pictures showed that the 6E10 signals generally occurred in the cell bodies and 

not in the neuropil.  

 

Figure 3.5.1 Expression of Aβ peptides  in Drosophila melanogaster.  (A) RT‐PCR analysis of Aβ mRNA  in 20 fly 
heads of each Aβ40, Aβ42 and Aβ42arc flies. Ribosomal rp49 mRNA served as loading control. (B) Western blot 
with 6E10 antibody displayed Aβ bands at around 4 kDa. Anti‐actin western blot demonstrated differences  in 
protein  loading due to the different number of fly heads as  indicated  in the upper panel.    (C)  IFM with 6E10 
antibody (red) to stain Aβ distribution in the fly brain of aged Aβ expressing flies. Aβ40: 20 days; Aβ42: 20 days, 
Aβ42arc: 3 days. Hoechst 33342 was used to stain the DNA in the nuclei. Scale bars represent 50 µm. 

 

To  quantify  the  peptide  concentration  of  all  three  Aβ  variants western  blot  analysis was 

performed.  Since  initial western blot  analysis  (figure  3.5.1B) demonstrated  the presence  of much 

more Aβ(1‐42)arc than Aβ(1‐42) and Aβ(1‐40) different amounts of fly heads were used in this assay. 

To determine Aβ(1‐40)  seven  fly heads were homogenised  in PBS  supplemented with 1 % SDS.  In 

case of Aβ(1‐42)  two  fly heads were used  and  for Aβ(1‐42)arc one  fly head  led  sufficient  results. 

Synthetic  Aβ(1‐40)  or  Aβ(1‐42) was  used  to  prepare  the  standard  curves with  increasing  peptide 

concentrations varying from 5 – 1000 pg.  

Figure 3.5.2A presents the western blot using Aβ40 flies as well as B10;Aβ40 and KW1;Aβ40 

flies.  The  standard  ranged  from  5  –  500  pg  synthetic Aβ(1‐40). Using  a  linear  regression  and  the 

formula  shown  in  chapter  3.4  an  Aβ(1‐40)  concentration  of  0.19  ±  0.025  µM  per  fly  head  was 
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determined.  In  presence  of  B10  the  Aβ(1‐40)  value was  0.11  ±  0.41  µM  and  0.17  ±  0.59  µM  in 

presence  of  KW1.  The  concentration  of  Aβ(1‐42)  was  determined  in  figure  3.5.2B  again  in  the 

presence and absence of the two antibody domains. The peptide standard of synthetic Aβ(1‐42) was 

increased from 25 –750 pg. The resulting concentration for Aβ(1‐42) was 0.47 ± 0.15 µM per fly head. 

Neither  B10  (0.39 ± 0.15 µM)  nor  KW1  (0.32 ± 0.07 µM)  altered  the  Aβ(1‐42)  concentration 

significantly.  As  expected,  the  highest  values were  reached with  Aβ(1‐42)arc  flies  (figure  3.5.2C). 

Referring  to  a  synthetic  Aβ(1‐42)  standard  varying  from  50  –  1000  pg  an  Aβ  concentration  of 

2.46 ± 0.22 µM  was  determined  per  fly  head.  In  the  B10;Aβ42arc  flies  the  concentration  was 

2.47 ± 0.46 µM and in KW1;Aβ42arc flies 2.4 ± 0.5 µM Aβ(1‐42)arc were present.  

The quantification was completed with a western blot determining the Aβ concentration upon SDS 

and  urea  extraction.  The  same  amounts  of  fly  heads  as  described  above  were  used  in  parallel 

extractions. On one hand the heads were homogenised in PBS containing 1 % SDS and on the other 

hand 9 M urea buffer was used. Densitometrical analysis of the bands displayed that both extraction 

methods led to similar peptide concentrations (figure 3.5.2D).   

 

Figure 3.5.2 Quantification of Aβ peptide expression  in Drosophila melanogaster  in presence or  absence of 

B10/KW1.  (A)  Western  blot  of  recombinant  Aβ(1‐40)  as  peptide  standard  to  quantify  the  Aβ(1‐40) 

concentration in seven fly heads. (B) Western blot of recombinant Aβ(1‐42) as peptide standard to quantify the 

Aβ(1‐42) concentration using two fly heads. (C) Western blot of recombinant Aβ(1‐42) as peptide standard to 

quantify the Aβ(1‐42)arc concentration using one fly head per genotype. In all blots detection was carried out 

using 6E10. The band  intensity was measured using TotalLab 100  software and plotted protein amount  [pg] 

versus optical density [a.u.] of the respective band (n=3). Finally, a linear regression was applied (r ≥ 0.99). (D) 

Graphical comparison of Aβ concentration upon SDS (white bars) and urea (black bars) extraction. 
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Taken  together  the  data  above  demonstrated  that  Aβ  levels  decline  dependent  on  the 

expressed variant in the following way: Aβ(1‐42)arc > Aβ(1‐42) > Aβ(1‐40). A graphical comparison of 

the peptide concentration of all three Aβ variants and the two antibody domains (figure 3.5.3A) led 

to  the  in vivo Aβ‐antibody domain  ratios shown  in  figure 3.5.3B. Comparing Aβ and B10  levels  the 

data implied a molar stoichiometry that exceeds the molar ratio of 1:10 (B10:Aβ) which was found to 

inhibit  the  formation  of mature  fibrils  in  vitro[138].  The molar  ratio  of  KW1  and  Aβ  seen  in  vivo 

significantly  exceeded  the  1:5  (KW1:Aβ)  stoichiometry  that  was  found  to  prevent  fibrillation 

in vitro [135].  

 

 

Figure 3.5.3 Comparison of Aβ peptide and antibody domain  levels  in Drosophila melanogaster. (A) Graphical 

overview about peptide concentrations  [µM]  in Drosophila melanogaster  (n=3). Grey bars: Aβ concentration, 

white bars: B10 and KW1 concentration.  (B) Determination of  the molar  ratio between Aβ and B10 or KW1 

calculated using the values in (A). 

 

3.6 In vivo interactions of B10 and KW1 with Aβ 

3.6.1 Immunofluorescence studies on adult fly brains suggest co‐localisation 

  B10  and  KW1  are  known  to  interfere with  the  in  vitro  process  of  Aβ  aggregation.  It  is 

however  unknown  whether  both  antibody  domains  were  able  to  interact  with  Aβ  in  vivo.  The 

strategy of fly construction already suggested that the two polypeptide chains are likely to interact in 

vivo. Aβ and B10 were both expressed through the neuron‐specific Gal4‐UAS system, and they were 

targeted to the secretory pathway. Confocal IFM was applied to study the protein localisation in the 

fly brain. Fly brains of adult aged flies were infiltrated with 6E10 and anti‐myc antibodies to stain Aβ 

and the antibody domains, respectively, while the DNA  in the cell nuclei was stained using Hoechst 

33342 (figure 3.6.1). To study the protein localisation the focus was pointed on the cell bodies of the 

neurons  between  the  optical  lobes  and  protocerebra  indicated  in  figure  3.6.1A which  have  been 

shown  to  stain  for  Aβ  and  the  antibody  domains  (figures  3.3.1,  3.3.2  and  3.5.1).  IFM  of  non‐

transgenic 20‐day old WT  flies  showed only diffuse background  staining  (figure 3.6.1B) with 6E10 

(red)  and  anti‐myc  (green). By  contrast,  3‐day  old  elav;B10;Aβ42arc  flies  showed  punctuate  6E10 
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staining and also similar signal responses to the anti‐myc antibody (figure 3.6.1C). An overlay of both 

6E10 and anti‐myc staining  indicated co‐localisation of B10 and Aβ42arc. Comparable  results were 

seen with 20‐days old KW1;Aβ40 flies (figure 3.6.1D). A weak, but distinct 6E10 signal was seen in the 

cell body  region with a  similar  fluorescence pattern by  the anti‐myc antibody. Furthermore,  these 

signals overlayed in the merged picture indicating that KW1 is able to co‐localise with Aβ40. 

 

 

Figure 3.6.1 Evidence for  in vivo  interactions of Aβ and the two antibody domains using  immunofluorescence 
(IFM). (A) Confocal IFM image of a WT brain stained with Hoechst 33342 to visualise the cell nuclei. The optical 
lobes (OL) and protocerebra (PC) of the right hemisphere are indicated. (B‐D) IFM images of adult brains from 
20‐days old WT (B), 3‐days old B10;Aβ42arc (C) and 20‐days old KW1;Aβ40 flies (D). Left column (blue): Hoechst 
33342 staining of the cell nuclei. The white box is enlarged in the following columns.; second column (red): Aβ‐
staining with 6E10 antibody; third column (green): staining of myc‐tagged B10 or KW1 with anti‐myc antibody; 
right column shows an overlay of the 6E10 and anti‐myc signals. All preparations are fly brain whole mounts 
viewed frontally with dorsal on top. Scale bars represent 50 µm. 

 

Whilst  the  IFM data demonstrated  that  from  their  cellular  localisation B10  and  KW1 may 

have the ability to bind to Aβ, they are unable to prove a direct physical  interaction due to the  low 

resolution of the microscope relative to the size of the protein molecules.  

 

3.6.2 Spot blot assay demonstrate the presence of the B10 epitope in Drosophila 

To demonstrate the presence of the B10 epitope  in the fly a spot blot assay was carried out. 

Head  homogenates  of  WT,  Aβ40,  Aβ42  and  Aβ42arc  flies  were  spotted  onto  a  nitrocellulose 

membrane together with in vitro formed Aβ(1‐40) fibrils (figure 3.6.2A). Ponceau S staining revealed 

equal  protein  loading  in  each  spot  (left membrane).  The  second membrane was  incubated with 
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B10‐myc and stained with the anti‐myc antibody (right membrane). Clear signals were seen with the 

synthetic Aβ(1‐40)  fibrils demonstrating  the binding ability of B10‐myc. Analysis of  the  fly  samples 

demonstrated that B10‐myc binds strongly to extracts of Aβ42 flies and more weakly to Aβ42arc and 

Aβ40  flies.  This data  suggested  that  the B10‐epitope  is present  in  the  fly brain, however,  a weak 

signal was also seen with B10‐myc blotting of WT fly extracts. This could result from cross reaction of 

the  anti‐myc  antibody with  endogenous  Drosophila melanogaster  proteins.  This  assumption was 

confirmed by anti‐myc western blot of head homogenates from WT and B10 expressing flies (figure 

3.6.2B). 11 extra bands were visible on the anti‐myc western blot, in addition to the B10 band. These 

data confirmed that protein homogenates from WT flies were also stained with the polyclonal anti‐

myc antibody. 

 

Figure  3.6.2  The  B10  epitope  is  present  in  Drosophila  melanogaster.  (A)  Spot  blot  analysis  of  head 

homogenates of WT, Aβ40, Aβ42 and Aβ42arc flies stained with Ponceau S (left, loading control) and B10‐myc 

(right).  (B) Western  blot  analysis  of WT  and  B10‐expressing  flies  stained with  anti‐myc  antibody  displaying 

several extra bands despite the respective band for B10 (arrowhead). 

 

Similar results to the anti‐myc staining were seen when the membrane was  incubated with 

E. coli B10 and KW1  followed by detection with  the polyclonal antibodies anti‐His or anti‐B10  [162] 

(figure 3.6.2.1). Both antibodies bound with no discernible differences  to all  four  fly homogenates. 

Taken together these data revealed that, due to unspecific binding,spot blot  is not applicable for a 

precise enough assay to demonstrate the presence of the B10 epitope from tissue samples.  

 

Figure 3.6.2.1 Polyclonal antibodies  in spot blot assays with Drosophila melanogaster homogenate. Spot blot 

analysis of head homogenates of WT, Aβ40, Aβ42 and Aβ42arc flies  (A) stained with Ponceau S (left,  loading 

control) and the polyclonal anti‐His antibody (right) or (B) stained with Ponceau S (left) and the polyclonal anti‐

B10 antibody (right, gift from C.Röcken [162]).   
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3.6.3 B10AP and KW1AP do not cross‐react with Drosophila melanogaster proteins 

The  data  in  section  3.6.2  raised  the  question  of  whether  B10  and  KW1  also  bind  non‐

specifically  to  Drosophila  melanogaster  proteins.  To  address  this  question  WT  flies  were 

homogenised and equal protein amounts were separated using SDS‐PAGE and native PAGE. B10 and 

KW1  binding  to  endogenous  Drosophila melanogaster  proteins was  analysed  using western  blot 

followed by incubation with B10AP and KW1AP and detection via their AP moiety (figure 3.6.3). After 

transfer  one  membrane  was  stained  with  Ponceau  S  to  visualise  the  protein  transfer  to  the 

membrane. Another membrane was used as negative control and  incubated without antibody  (no 

ab)  to  make  sure  that  no  endogenous  proteins  develop  a  signal  when  incubated  with  the  AP 

substrate. Two more membranes were stained with either B10AP or KW1AP. After denaturing SDS‐

PAGE the staining with B10AP and KW1AP did not raise any signals (figure 3.6.3.A). A similar result 

was obtained in the western blot analysis following native PAGE (figure 3.6.3B). All staining patterns 

were  confirmed by  spotting Aβ(1‐40)  fibrils or oligomers onto a membrane and  incubation  in  the 

same antibody solution as a positive control (figure 3.6.3C). Ponceau S staining revealed the presence 

of the in vitro formed Aβ species. These data verified that B10AP and KW1AP do not cross‐react with 

endogenous Drosophila melanogaster proteins. 

 

Figure 3.6.3 Western blots of head  lysates  from WT  flies probed with B10AP or KW1AP. Ponceau S  staining 

served  are  a  loading  control.  An  additional  control was  carried  out  using  no  antibody  (no  ab)  to  exclude 

endogenous alkaline phosphatase activity. (A) Western blot after denaturing SDS‐PAGE (B). Western blot after 

native PAGE (C). Positive controls with 20 µg peptide Aβ(1‐40) fibrils or oligomers spotted on a membrane and 

stained with B10AP and KW1AP, respectively.  

 

3.6.4.Immunoprecipitation analysis of Aβ and B10 expressing flies 

Another approach  to examine B10 and KW1 binding  in vivo  is  immunoprecipitation  (IP).  IP 

analysis  can  determine  explicitly  whether  two  proteins  are  physically  attached  to  one  another. 

Several studies have established successful IP protocols for precipitating Aβ out of mice or Drosophila 

melanogaster brain homogenates using  the monoclonal  antibody  6E10  [174,  175].  Protein A  is  a  cell 

surface protein originally  found  in  the cell wall of Staphylococcus aureus  that binds with moderate 

affinity  to  the  Fc  region  of mouse  IgG  antibodies  such  as  6E10.  Instead  of  slurry  beads  that  are 
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separated from the solution by centrifugation or sedimentation, magnetic protein A beads displayed 

the advantage of easy solution changes such as washing and elution buffers. The general IP protocol 

used  involved  antibody  binding  to  the  beads,  followed  by  incubation  with  brain  homogenate, 

washing steps and elution of the target protein (figure 3.6.4A). The samples analysed using western 

blot were the total sample before IP (T), the supernatant after incubation with the beads (S), washing 

step 1 (W) and the final elution (E). Detection of Aβ peptide in WB was carried out using the antibody 

6E10. First, the antibody 6E10 was attached to the beads and Aβ was precipitated from Aβ42arc flies 

(figure 3.6.4B). Western blot analysis displayed Aβ in the total sample, supernatant and in the elution 

fraction. Afterwards, Non‐specific Aβ binding was excluded with an IP where no antibody was bound 

to  the beads and  in which Aβ42arc as well as Aβ40  flies were  tested  (figure 3.6.4.C). Western blot 

analysis demonstrates that all Aβ was found  in the supernatant  in the fly homogenates which were 

incubated with the unconjugated beads. These data revealed that protein A beads are appropriate 

for Aβ pull‐down experiments.  

In  the  next  experiments  direct  precipitation  of  B10  and  KW1 was  tested  using  protein A 

beads without an additional antibody attached  (figure 3.6.4D). The anti‐myc staining after western 

blot of the B10 fly homogenate revealed that all B10  is found  in the supernatant.  In contrast, KW1 

was seen  in the supernatant but also  in the elution fraction. Thus, KW1 can be precipitated directly 

using protein A beads whereas B10 cannot. This  information  led  to  the  following experimental  set 

ups:  

1. For B10;Aβ42arc fly samples 6E10 was bound to the protein A beads to pull‐down Aβ and the 

fractions analysed by western blot are stained with anti‐myc to visualise B10. 

2. For KW1;Aβ40  fly samples no antibody was attached  to  the protein A beads and KW1 was 

precipitated. Western blot analysis of all fractions used 6E10 to detect Aβ. 

In figure 3.6.4E the western blot on B10;Aβ42arc flies  is shown. As seen before, Aβ  is bound to the 

protein A beads and occured  in  the elution  fraction. Additionally,  the anti‐myc antibody detection 

demonstrated  that B10  is  reduced  in  the supernatant and occured  in  the elution  fraction  together 

with Aβ42arc. This experiment indicated the binding of B10 to Aβ in vivo. To exclude any nonspecific 

interactions between 6E10 and B10, the same experiment was done using B10  flies  (figure 3.6.4F). 

Western blot analysis using anti‐myc showed all B10  in the supernatant. Since the B10 flies did not 

express Aβ, the western blot with 6E10 detected no bands at all. Taken together, these data  led to 

the conclusion that due to an in vivo interaction B10 is co‐precipitated together with Aβ. 

KW1;Aβ40 flies were used to demonstrate the  in vivo  interaction of KW1 and Aβ40 (figure 3.6.4G). 

Again western blot using anti‐myc revealed that a good amount of KW1 is bound to protein A beads 
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and can be visualised  in  the elution  fraction. The same  fractions, stained with 6E10, show Aβ40  in 

both  the  supernatant and  the elution  fraction. Together with  the  information  that Aβ40 does not 

bind to the protein Abeads itself (figure 3.6.4C) this experiment proves the in vivo interaction of KW1 

and Aβ40 in Drosophila melanogaster. 

 

Figure 3.6.4  Immunoprecipitation of Drosophila proteins using protein A beads.  (A) Schematic draft of an  IP 

including antibody binding, target binding and elution. Image was modified from Invitrogen. (B) IP on Aβ42arc 

flies. 6E10 was attached to the protein A beads. Western blot detection was carried out using 6E10. (C) IP on 

Aβ42arc  (right)  and  Aβ40  (left)  flies.  Beads were  not  conjugated with  an  antibody  before  IP.  Detection  in 

western blot used 6E10.  (D)  IP on B10  (right) and KW1  (left)  flies. No antibody was conjugated  to  the beads 

before IP and detection was carried out with anti‐myc antibody. (E) IP on B10;Aβ42arc flies. 6E10 was bound to 

the beads to pull Aβ. Anti‐myc and 6E10 were used for detection in western blot. (F) IP on B10 flies with 6E10 

attached  to  the beads. 6E10 and anti‐myc were used  for western blot detection.  (G)  IP on KW1;Aβ40  flies. 

Beads were not conjugated with an antibody before IP. Western blot detection was done using 6E10 and anti‐

myc. Abbreviations refer to total sample (T) before  IP, supernatant after  incubation with the beads (S), wash 

fraction (W), elution (E) and the beads after elution (B). 

 

3.7 Phenotypic characterisation of Aβ dependent neurodegeneration 

The expression of human Aβ  led  to  severe neurodegeneration  in Drosophila melanogaster 

depending on  the Aβ  variant  [95].  The  aggregation process developed  an  in  vivo phenotype  in  the 

short  lifespan of Drosophila melanogaster. This phenotype strongly correlated with the aggregation 

propensity of the Aβ variant [51, 95]. In this thesis the effect of the antibody domains B10 and KW1 was 

assessed using Aβ40, Aβ42  and Aβ42arc  flies.  Three different  assays were used  to determine  the 

phenotypic  effects  of  Aβ  in  comparison  to WT  flies:  survival  assay,  climbing  assay  and  scanning 

electron microscopy  (SEM).  Figure  3.7  gives  an overview  about  the phenotypic  changes observed 

upon  expression  of  the  three  Aβ  variants  Aβ(1‐40),  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐42)arc.  To  switch  on  the 

expression  of  the  Aβ  variants,  the  transgenic  Aβ  flies  were  crossed  with  the  neuronal  driver 

Gal4‐elavc155. The flies were raised and after hatching kept at 29 °C. A survival assay was carried out 

to  determine  the  lifespan  of  the  Aβ  expressing  flies.  In  this  assay  100  flies  per  genotype  were 
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counted every 2nd to 3rd day until all flies were dead and from this data the medium survival, where 

50 % of the flies are dead was determined (figure 3.7.A, table 3.2).The WT showed a medium survival 

of 43 ± 0.1 days (circles) and all flies died within 50 days. No difference from the WT was seen with 

Aβ40 flies (triangles, medium survival of 43 ± 0.6 days). Upon expression of Aβ(1‐42) the lifespan of 

Aβ42  flies  (diamonds) was  reduced  resulting  in a medium  survival of 32 ± 0.5 days. The  strongest 

phenotypic  change  was  seen  with  Aβ42arc  flies  where  all  flies  were  deceased  within  10  days 

(squares, medium survival of 7 ± 0.1 days). This Aβ dependent  lifespan decline correlated well with 

previously  observed  results  [95].  The  second  assay was  a  negative‐geotaxis  assay  to  estimate  the 

climbing ability of the flies (figure 3.7B). Therefore, every 2nd day 15 flies per genotype were tapped 

down in a 25 ml plastic vial and the number of flies reaching the top and staying at the bottom was 

counted after 45 seconds. These data enabled the determination of the mobility index (see 2.2.1.3). 

Young flies usually are highly mobile and reach the top of the vial quickly. However, during ageing the 

mobility decreases and 60 % of the 20 day old WT flies do not reach the top within the time of the 

experiment. WT flies (circles) as well as Aβ40 flies (triangles) lost their climbing ability within 30 days. 

Aβ42 flies (diamonds) presented a reduced climbing ability and were immobile by day 22. As with the 

lifespan assay Aβ42arc flies produced the most severe phenotype and were immobile by day 6.  

 

Figure 3.7 Phenotypic characterisation of Aβ expressing Drosophila melanogaster. (A,B) Aβ40 (triangles), Aβ42 
(diamonds)  and  Aβ42arc  (squares)  flies  were  compared  to WT  flies  (circles).  (A)  Viability  of  100  flies  per 
genotype was determined at 29° C. (B) Fraction of flies, reaching the vial top in a negative‐geotaxis assay. Error 
bars represent standard deviation from three independent samples using 15 flies each. (C) Comparison of the 
eye morphology using  SEM. All  eye  structures  are  shown  enlarged  (4x)  in  the boxes.    Scale bars  represent 
20 µm. 
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Table 3.2 Medium survival of Aβ transgenic flies. 

 

The third assay allowed the investigation of the compound eye structure. Therefore scanning 

electron microscopy (SEM) was used to assess the morphology of the external eye. The external eye 

of  the  fly  consists  of  regular,  hexagonal  arranged  ommatidia  including  the  photoreceptor  cells 

surrounded by mechanosensory bristles [176] (figure 3.7.C). The eye morphology was assessed on flies 

directly after hatching. Highly regular ommatidia were visible with the WT, Aβ40 and Aβ42 flies.  In 

contrast,  the neuronal expression of Aβ(1‐42)arc  resulted  in a disruption of  this geometrical array, 

known as rough eye phenotype [177]. This phenotype is characterised by fusion of ommatidia and loss 

inter‐ommatidial bristles. 

 

3.8 B10 does not alter the Aβ dependent neurodegeneration 

Now the effect of the fibril binder B10 on Drosophila melanogaster that also express Aβ was 

investigated.  The  double  transgenic  flies were  crossed with  the  Gal4‐elavc155  driver  line  and  the 

offspring was analysed regarding the lifespan, climbing ability and eye morphology (figure 3.8.1). For 

the  lifespan and  climbing ability assays  the  flies were kept at 29° C and  transferred  to  fresh  food 

every 2nd day. As seen before the median survival of the Aβ flies (black curves) declined in the order 

WT  = Aβ40  (43  ±  0.6  days,  triangles)  > Aβ42  (32  ±  0.3  days,  diamonds)  >  Aβ42arc  (7 ± 0.1  days, 

squares).  The  expression  of  B10  (red  curves)  resulted  in  a medium  survival  of  41 ±  0.9  days  for 

B10;Aβ40  flies, whereas  B10;Aβ42  flies  had  a medium  survival  of  31 ± 0.6 days  and  the medium 

survival  of  the  B10;Aβ42arc  flies  was  6  ±  0.3  days  (figure  3.8.1A;  table  3.3).  These  lifespan 

measurements  revealed no  significant differences  in  the  survival of  the B10  flies compared  to  the 

respective  non‐B10  flies.  Furthermore,  when  investigating  the  climbing  ability  (figure  3.8.1B)  of 

B10;Aβ40,  B10;Aβ42  and  B10;Aβ42arc  flies  (red  curves)  identical  results  to  the  respective  Aβ 

expressing flies without co‐expression of the antibody domain (black curves) were obtained. The eye 

morphology was then assessed on these B10;Aβ flies (figure 3.8.1C). Flies expressing Aβ40 and Aβ42 

showed a highly  regular eye  structure  in presence  and absence of B10  indistinguishable  from WT 

flies. B10;Aβ42arc  flies presented a  strongly disturbed eye morphology  similar  to  the one  seen  in 

Aβ42arc  flies.  In  conclusion  these data demonstrated  that no discernible effect of B10  is  seen on 

genotype  median survival  std.error  95 % lower confidence level  95 % upper confidence level 

WT  43  0.1  42.767  43.233 

Aβ40  43  0.6  41.8  44.2 

Aβ42  34  0.3  33.393  35.607 

Aβ42arc  7  0.1  6.846  7.154 
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Aβ40 flies and B10 was neither improving nor worsening the phenotype of flies expressing Aβ42 and 

Aβ42arc flies, although a definite in vivo interaction was demonstrated (figure 3.6.4).  

 

 

Figure 3.8.1 B10 does not alter Aβ expressing Drosophila melanogaster.  (A,B) Phenotypic  comparison of Aβ 

(black) and B10;Aβ (red) expressing flies. The following symbols were used: Aβ40 = triangles, Aβ42 = diamonds 

and Aβ42arc = squares. The grey curve represents the WT.   (A) Determination of the viability. (B) Fraction of 

flies,  reaching  the  top  after  45  seconds.  Error  bars  represent  standard  deviation  from  three  independent 

samples. (C) Comparison of the eye morphology in absence (top row) and presence (bottom row) of B10 using 

SEM. All eye structures are shown enlarged (4x) in the boxes. Scale bars represent 20 µm. 

 

Table 3.3 Medium survival of B10 and Aβ double‐transgenic flies. 

 

genotype  median survival  std.error  95 % lower confidence level  95 % upper confidence level 

Aβ40  43  0.6  41.8  44.2 

B10;Aβ 40  41  0.9  39.328  42.672 

Aβ42  34  0.3  33.393  35.607 

B10;Aβ42  33  0.6  31.901  34.099 

Aβ42arc  7  0.1  6.846  7.154 

B10;Aβ42arc  6  0.3  5.491  6.509 
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Afterwards the effect of B10 on the SDS‐solubility of Aβ was assessed. Fly heads of all three 

Aβ  variants  (Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc) were  investigated  in presence or absence of  the 

antibody domain B10 using sequential protein extraction. First the proteins were extracted using 1 % 

SDS in PBS and after a brief centrifugation the pellet was dissolved in a buffer containing 9 M urea to 

denature and extract all remaining proteins. The SDS‐soluble and  insoluble fractions were analysed 

by western blot (figure 3.8.2). Equal protein loading was confirmed by probing the membranes with 

an  anti‐actin  antibody.  Comparing  the  SDS‐soluble  and  insoluble  fractions  of  Aβ42arc  with 

B10;Aβ42arc  flies  (figure  3.8.2A)  showed  no  differences  in  the  band  intensity  of Aβ, observed  by  

probing  the membrane with 6E10. The densitometric analysis of  the bands revealed Aβ  levels  that 

were not  significantly different with or without B10 present. Aβ42 and Aβ40  flies also  showed no 

differences in presence or absence of B10 (figure 3.8.2B‐C). Comparison of the distribution of the Aβ 

peptides into SDS‐soluble and insoluble fractions showed effectively the same Aβ levels, irrespective 

of whether  or  not  B10  is  present  in  vivo.  Hence,  B10  did  not  notably  increase  or  decrease  the 

solubility of any of the three Aβ peptides. 

 

Figure 3.8.2 B10 has no influence on the distribution of Aβ. Proteins were extracted in a two step protocol to 

determine the SDS soluble and insoluble amount of Aβ in the fly brain in presence or absence of B10. Fractions 

were analysed by western blot using anti‐actin to ensure equal protein loading and 6E10 to detect Aβ. Western 

blot and graphical comparison of Aβ42arc flies (A), Aβ42 flies (B) and Aβ40 flies (C). All graphs were normalised 

to the actin bands. Colour coding in all graphs: white bars = actin, black bars = Aβ.  

 

3.9 KW1 potently effects the lifespan of Aβ‐transgenic flies 

Next, the in vivo effect of the oligomer binder KW1 was investigated. After crossing the flies 

with the neuronal driver  line Gal4‐elavc155 KW1;Aβ expressing  flies  (blue curves) were compared to 

Aβ  (black  curves)  expressing  flies  as  regards  their  lifespan,  climbing  ability  and  eye morphology 

(figure  3.9.1).  For  the measurement  of  the  lifespan  (figure  3.9.1A,  table  3.4)  and  climbing  ability 

(figure  3.9.1B)  the  flies  were  kept  at  29°  C,  whereas  the  eye  morphology  was  examined  after 

hatching  (figure  3.9.1C).  The  neurotoxicity  of  the  Aβ  peptides was  again  seen  in  the  order  Aβ40 

(triangles)  <  Aβ42  (diamonds)  <  Aβ42arc  (squares).  KW1;Aβ42  flies  corresponded  to  Aβ42  flies 

regarding  their  lifespan  (medium  survival of  32  ±  0.3 days),  climbing  ability  and  eye morphology. 
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Furthermore, KW1 had no discernible effect on Aβ42arc  flies showing a similar medium survival of 

7 ± 0.2 days, identical decline of the climbing ability and a strong rough eye phenotype. By contrast, 

KW1 showed a significant effect on Aβ40 expressing  flies. Aβ40  flies  (without KW1) had a medium 

survival of 43 ± 0.6 days. Additional expression of KW1 led to a significant decrease to 28 ± 1.1 days 

(figure 3.9.1A). These observations showed that KW1 increased toxicity in KW1;Aβ40 flies compared 

to Aβ40  flies alone. Further  it showed  that KW1 specifically  targets Aβ(1‐40) and does not bind  to 

Aβ(1‐42) or Aβ(1‐42)arc  in vivo were  in accordance with the  in vitro data  [135].  Interestingly, neither 

the  climbing  ability  nor  the  eye morphology  of Aβ40  flies was  affected  by  KW1  (figure  3.9.1B,C). 

Taken together, these data demonstrated that KW1 can induce Aβ(1‐40) dependent neurotoxicity in 

vivo but has no effect on Aβ42 or Aβ42arc flies.  

 

 

Figure 3.9.1 KW1 selectively affects  the  lifespan of Aβ expressing Drosophila melanogaster.  (A,B) Phenotypic 

characterisation of Aβ expressing flies (black) in comparison to KW1;Aβ expressing flies (red). The Aβ variants 

are  represented using  triangles  (Aβ40), diamonds  (Aβ42) and squares  (Aβ42arc). The WT  (grey)  is shown  for 

comparison. (A) Assessment of the viability. (B) Fraction of flies climbing top the top of the vial. Error bars stand 

for  standard  deviation  of  three  independent  measurements  using  15  flies  each.  (C)  Analysis  of  the  eye 

morphology using SEM. Aβ flies (top row) are compared to KW1;Aβ flies (bottom row). White boxes represent 

enlarged pictures (4x) of the eye structures. Scale bars represent 20 µm. 
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Table 3.4 Medium survival of KW1 and Aβ double‐transgenic flies. 

 

The KW1 induced neurotoxicity of Aβ(1‐40) was examined in two independent repeats of the 

lifespan measurement using the same fly stocks of Aβ40 and KW1;Aβ40 transgenic flies (figure 3.9.2). 

The experimental set up of the repeat assays was analogue to the first one (100 flies per genotype, 

29° C). The survival curves are shown  in  figure 3.9.2A  in comparison  to Aβ40  flies  (black  line). The 

medium  survival was  assessed  for  each  tube  of  10  flies  per  genotype  and  is  compared  in  figure 

3.9.2B. Additionally, the survival curve and medium survival of the first experiment using KW1;Aβ40 

flies was added  to  the graphs  (blue, solid  line). The medium survival of KW1;Aβ40  flies  in  the  first 

repeat resulted  in a medium survival of 30 ± 1.4 days (blue, dotted), whereas  in the second repeat 

the medium survival was 36 ± 1.7 days (blue, dashed). Although differences are seen within the three 

repeats  all  values  are  significantly  lower  than  Aβ40  flies  without  KW1  present.  Thus,  the  KW1 

induced Aβ(1‐40) dependent neurotoxicity is a reproducible effect.  

 

 

Figure 3.9.2 The KW1 dependent reduction of viability of Aβ40 flies can be repeated. (A) Graphical illustration 

of three independent survival assays using Aβ40 (black) and KW1;Aβ40 (blue) flies (B) medium survival of the 

flies determined from each of the 10 tubes per genotype tested in (A). Statistical analysis was performed using 

Mann‐Whitney test (GraphPad Prism).***:p<0.001. 

 

The  effect  of  KW1  on  the  distribution  of  Aβ  into  SDS‐soluble  and  insoluble  fraction was 

examined  to gain  insights  into  the mechanism of  the Aβ(1‐40)  induced neurotoxicity. A  sequential 

genotype  median survival  std.error  95 % lower confidence level  95 % upper confidence level 

Aβ40  43  0.6  41.8  44.2 

KW1;Aβ 40  28  1.0  26.046  29.954 

Aβ42  34  0.3  33.393  35.607 

KW1;Aβ42  35  0.3  34.414  35.586 

Aβ42arc  7  0.1  6.846  7.154 

KW1;Aβ42arc  7  0.2  6.614  7.386 
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protein  extraction was  applied  on  Aβ40  and  Aβ42  fly  heads  in  presence  or  absence  of  KW1.  All 

fractions were  analysed  by western  blot  using  6E10  to  detect  Aβ  and  an  anti‐actin  antibody  to 

confirm equal protein amounts in each sample (figure 3.9.3). Visual and densitometric analysis of the 

band intensity of Aβ42 flies showed no influence of KW1 on the distribution of Aβ42 (figure 3.9.3A). 

With Aβ40 flies KW1 also showed no effect on the distribution of Aβ(1‐40) (figure 3.9.3B). 

 

 

Figure  3.9.3  KW1  does  not  alter  the  distribution  of Aβ. A  sequential  protein  extraction was  carried  out  to 

determine if the distribution of Aβ into SDS soluble and insoluble fraction is affected by KW1. All fractions were 

analysed  by western  blot  using  6E10  to  detect  Aβ.  Anti‐actin  antibody was  used  to  confirm  equal  protein 

loading. (A) Western blot and graphical comparison of Aβ42 flies. (B) Western blot and graphical comparison of 

Aβ40  flies.   All graphs are normalised  to  the protein concentration determined by anti‐actin staining. Colour 

coding in all graphs: white bars = actin, black bars: = Aβ.  

 

3.10 B10 and KW1 demonstrate no in vivo toxicity 

In order to  investigate  if B10 and KW1 alter the fly phenotype of WT flies  independently of 

Aβ expression the three different assays (survival, climbing and SEM) were employed. In the obtained 

survival plots  (figure 3.10A,  table 3.5)  the WT  flies presented  a medium  lifespan of 43 ± 0.1 days, 

which  is  almost  identical  to  the  values obtained with B10  (43 ± 0.2 days)  and  KW1  flies  (42  ±  1.1 

days), showing that KW1 and B10 do not affect the lifespan.  

The climbing assay revealed that all WT flies are immobile by day 30 (figure 3.10B). Upon expression 

of  B10  or  KW1  no  discernible  difference was  observed  and  the  flies  showed  an  indistinguishable 

mobility and age‐dependent decline compared to the WT flies (figure 3.10B). 

SEM examination of B10‐ and KW1 expressing flies on day 1 after hatching revealed a highly regular 

eye  morphology,  which  is  similar  to  the  WT  and  characterised  by  intact  ommatidia  and  inter‐

ommatidial bristles (figure 3.10C). No signs of neurodegeneration were evident.  

In conclusion, none of the assays provided evidence that B10 and KW1 expression in neurons led to 

adverse  effects  in  Drosophila  melanogaster.  Thus,  the  observed  phenotypic  alterations  are  not 

caused by B10 or KW1. 
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Figure 3.10 Phenotypic characterisation of B10 and KW1 transgenes expressed in Drosophila melanogaster. (A) 
The  viability  of  one  hundred  flies  per  genotype  was  analysed.  The  lifespan  of  B10  (red)  and  KW1  (blue) 
expressing  flies  is  compared  to  non‐transgenic WT  flies  (black).  (B)  Fraction  of  flies,  reaching  the  vial  top 
depending on fly age. Error bars show standard deviation from three  independent experiments using 15 flies 
each. The climbing ability of B10 (red) and KW1 (blue) flies is shown in comparison to non‐transgenic WT flies 
(black).  (C) Scanning electron microscopy of  the eye  structure of WT, B10 and KW1 expressing  flies. All eye 
structures are shown enlarged (4x) in the small boxes. Scale bars represent 20 µm. 

 

Table 3.5 Medium survival of B10 and KW1 transgenic flies. 

genotype  median survival  std.error  95% lower confidence level  95% upper confidence level 

WT  43  0.1  42.767  43.233 

B10  43  0.2  42.591  43.409 

KW1  40  1.1  37.765  42.235 

 

3.11 KW1 positive Aβ40 aggregates accumulate in the fly brain while ageing. 

  The experiments presented above have shown that Aβ(1‐40) dependent neurotoxicity 

only arises upon presence of KW1. It was therefore important to analyse whether KW1 altered 

the  amount  and  distribution  of Aβ(1‐40)  peptide within  the  fly  brain.  IFM  analysis  enabled 

detailed  information about  the  spatial  localisation and amount of deposited Aβ(1‐40)  in  the 

adult  fly  brain.  To  study  the  effect  of  KW1,  brains  of  3‐  and  20‐days  old WT,  Aβ40  and 

KW1;Aβ40 flies were dissected. The ex vivo brains were infiltrated with 6E10 to stain Aβ and an 

the anti‐myc antibody to detect KW1. The cell nuclei were counterstained using Hoechst 33342 

(figure  3.11)  and  the  cell  body  region  between  the  optical  lobes  and  protocerebra  was 

analysed  (figure 3.11A).  Independent of  fly  age  the  anti‐myc  antibody produced no distinct 

signal  in WT  and Aβ40  flies  and  the  6E10  staining  revealed  only  a  slight  background  noise 
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without any distinct signals  (figure 3.11B  top and middle panel). The expression of KW1 was 

visible  in  the  3‐  and  20‐days  old  KW1;Aβ40  flies  using  the  anti‐myc  antibody  (figure  3.11B 

lower  panel)  resulting  in  distinct  signals  around  the  cell  nuclei.  The  staining  with  6E10 

produced  only  a  slight  background  in  3  day  old  KW1;Aβ40  flies,  whereas  in  20‐day  old 

KW1;Aβ40 flies clear signals were distinguishable from the background. A merge of the 6E10 

image  with  the  anti‐myc  image  demonstrated  that  the  signals  of  both  stainings  overlay 

indicating  co‐localisation of Aβ(1‐40)  and KW1. These data  indicated  that KW1  accumulates 

Aβ(1‐40)  in  the  fly  brain  during  ageing.  However,  the  presence  of  KW1  did  not  affect  the 

concentration of Aβ(1‐40) peptide in the fly. RT‐PCR and western blot analysis revealed similar 

levels of Aβ(1‐40) mRNA and peptide in 3‐day and 20‐day old Aβ40 and KW1;Aβ40 flies (figure 

3.11C,D). Thus, KW1 alters  the  spatial distribution of Aβ(1‐40) without  changing  the protein 

concentration. 

 



RESULTS       65 
 

 

 

Figure 3.11 IFM analysis displaying increasing amounts of KW1 positive Aβ40 aggregates during ageing. (A) IFM 
image of  the protocerebral  lobe  (PL) and optical  lobe  (OL)  regions of Drosophila melanogaster brain stained 
with Hoechst 33342. (B) Confocal IFM image of adult brain of WT (top), Aβ40 (middle) and KW1;Aβ40 (bottom) 
flies aged for 3 and 20 days. Left column (blue): Hoechst 33342 staining of the cell nuclei. The white boxes are 
enlarged in the following columns. Second column (red): Aβ‐staining with 6E10 antibody; third column (green): 
staining of myc‐tagged B10 or KW1 with anti‐myc antibody;  right column shows an overlay of  the 6E10 and 
anti‐myc signals. All preparations are  fly brain whole mounts viewed  frontally with dorsal on  top. Scale bars 
represent 50 µm. (C,D) Western blot (C) and RT‐PCR (D) analysis with heads from 3‐day and 20‐day old Aβ40 
and KW1;Aβ40  flies. The samples  in  (C) were probed with 6E10  to detect Aβ peptide  (black bars). Anti‐actin 
staining served as  loading control (white bars). All bars were normalised to the 3 day old Aβ40 sample (n=2). 
The  samples  in  (D) were  probed  for  Aβ mRNA.  Constitutively  transcribed  rp49 mRNA  served  as  a  loading 
control. 
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3.12 KW1 induces neurotoxicity on two Aβ(1‐40) expressing fly lines 

To confirm that the previously seen neurotoxicity of Aβ(1‐40) induced by KW1 is reliable, two 

more Aβ(1‐40) transgenic fly lines were included in the examination. These two transgenic lines had 

the Aβ  transgene  inserted  on  the  second  chromosome  (Aβ40‐29.1  and Aβ40‐51D)  instead  of  the 

third  chromosome  as was used  for  the earlier Aβ40  fly  line. Of particular  interest was Aβ40‐51D, 

because the Aβ(1‐40) gene was  inserted  in the same genomic region (2R 51D) as KW1. To generate 

flies that express these two Aβ40 transgenes located on the second chromosome and KW1 together, 

a  new  driver  line  Gal4‐elavc155/  Gal4‐elavc155;KW1/Cyo was  established  (2.2.1.2).  These  flies were 

viable  and  showed  no  toxic  effects  as  seen  in  figure  3.10  and  were  used  for  crosses  with 

+/Y;Aβ40/CyO flies. The resulting offspring Gal4‐elavc155/+;KW1/Aβ40 was analysed in a survival assay 

in  comparison  to Gal4‐elavc155/+; Aβ40/+. All  fly  lines were  raised  at  29°  C  and  kept  at  the  same 

temperature during the analysis.  

Figure 3.12.1 displayed the survival curves as well as the estimation of the medium survival 

of all three Aβ40 transgenes tested (table 3.6). The original Aβ40 line used is shown on the left side 

(A) in comparison to the new transgenes Aβ40‐51D (B) and Aβ40‐29.1 (C). Like the original Aβ40 flies, 

which survived 43 ± 0.6 days, the  lifespan of Aβ40‐51D  is  indistinguishable from WT flies showing a 

medium  survival  of  42  ±  1.15  days  (black).  KW1  significantly  reduced  this  medium  lifespan  to 

36 ± 0.83 days (KW1,blue). Hence, KW1 also induced neurotoxicity in the Aβ(1‐40)‐51D transgenic fly 

line.  Aβ40‐29.1  flies  presented  a medium  survival  of  39  ±  0.83  days,  showing  a  non‐significant 

decrease in lifespan from WT flies. Upon co‐expression of KW1 (blue) no significant change was seen 

in  the medium  survival  (39  ±  0.43  days).  Thus,  KW1 was  not  able  to  induce  neurotoxicity  in  the 

Aβ(1‐40)‐29.1 transgenic fly line. 
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Figure 3.12.1 KW1 affects the lifespan of different Aβ40 flies. (A‐C) Lifespan measurement and comparison of 

medium survival including p‐values of three Aβ40 expressing flies (black curves) with co‐expression KW1 (blue). 

(A) Aβ40 flies.  (B) Aβ40‐51D  (C) Aβ40‐29.1.   Statistical analysis was performed using the Mann‐Whitney test. 

Therefore  the  medium  survival  was  determined  for  each  of  the  10  tubes  used  per  genotype. 

n.s.: non‐significant, **: p<0.01, ***: p<0.001.  

 

Table 3.6 Medium survival of different Aβ40 flies with or without KW1. 

genotype  median survival  std.error  95 % lower confidence level  95 % upper confidence level 

Aβ40‐29.1  39  0.8  37.367  40.633 

KW1.;Aβ40‐29.1  39  0.4  38.152  39.848 

Aβ40‐51D  42  1.1  39.75  44.25 

KW1;Aβ40‐51D  36  0.8  34.377  37.623 

 

 

The three Aβ(1‐40) transgenic fly lines were characterised further to assist in understanding 

the observed alterations  in  lifespan. Using RT‐PCR and western blot analysis  the  transcription and 

translation  level of each  transgene were analysed  (figure3.12.2). The mRNA  level was determined 

using Aβ specific primers and the results were detected on an agarose gel. Similar band  intensities 

were observed  for  all  three  fly  lines  (figure 3.12.2A)  and  a PCR using  the  ribosomal primers  rp49 

showed equal mRNA  amounts were present  in  each  sample. Next,  the protein  concentration was 

determined by western blot using  the monoclonal antibody 6E10  to detect Aβ. The band  intensity  

indicated that the Aβ(1‐40)  level  is the highest  in the original Aβ40 fly  line (figure 3.12.2B) and that 

the  concentration when  compared  to  the original Aβ40  is  lower  in Aβ40‐51D  (64 ± 1 %) and again 
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lower  in  Aβ40‐29.1  (51  ±  0.5 %).  A  control  staining with  the  anti‐actin  antibody  revealed  equal 

protein  concentrations  on  the membrane  (figure  3.12.2B,  upper  panel).  Taken  together,  the  data 

indicated a correlation between  the Aβ(1‐40)  concentration  in vivo and  the observed  reduction of 

the lifespan upon linear regression fit (r = 0.86, figure 3.12.2C). 

 

 

Figure 3.12.2 KW1 dependent reduction of lifespan correlates with the Aβ40 concentration. (A) RT‐PCR analysis 

of Aβ mRNA in 20 fly heads of each Aβ40 29.3, Aβ40‐29.1 and Aβ40‐51D flies using Aβ primers. Ribosomal rp49 

mRNA served as  loading control.  (B) Western blot and graphical comparison of peptide  level. 6E10 antibody 

displayed Aβ bands at around 4 kDa. Anti‐actin western blot served as loading control. Black bars display actin 

bands. White bars show Aβ bands. All band intensities were normalised to the Aβ40 sample. (C) Reduction of 

the  lifetime  (Δ  lifetime)  of  KW1;Aβ40  flies  in  comparison  to  the  obtained  Aβ40  concentration.  A  linear 

regression was carried out to fit the data (r = 0.86). Δ lifetime = medium survival of KW1;Aβ40 flies subtracted 

from medium survival of Aβ40 flies. 

 

3.13 Mechanism of Aβ(1‐40) mediated toxicity 

The mechanism  of  Aβ mediated  neurotoxicity  is  not  fully  understood.  There  are  studies 

suggesting  that  Aβ  interacts  with  several  receptors  such  as  scavenger  receptor,  Receptor  for 

Advanced Glycation Endproducts  (RAGE) or N‐methyl‐D‐aspartate  (NMDA)  receptor  [178‐180] or with 

the cell membrane  leading  to  the  formation of pores  [181]. Especially  the NMDA  receptor has been 

found  to be  involved  in synaptic plasticity and synapse  formation, playing a critical role  in  learning 

and memory [182‐184]and the non‐competitive NMDA receptor antagonist memantine has been shown 

to  have  beneficial  effects  in  mice  and  rats  as  well  as  in  human  patients  [185‐189].  Studies  using 

Drosophila melanogaster  found  that  the  non‐competitive NMDR  receptor  antagonist MK‐801  can 

also improve the fly phenotype upon expression of Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc  [95]. The effects on the 

Aβ(1‐40)  mediated  neurotoxicity  were  tested  by  administering  3  µM  MK‐801  in  the  fly  food 

beginning from the embryonic stage. The flies were examined in a survival assay at 29° C in parallel, 

i.e. with (dashed  line) or without (continuous  line) MK‐801 treatment (figure 3.13.1A). The WT flies 

(black  circles) had  a medium  survival of  around 46 days  in presence or  absence of MK‐801. KW1 

expressing flies (blue circles) as well as Aβ40 flies (black triangles) were used as further controls and 

MK‐801 did not change the medium lifespan of these flies (figure 3.13.1B; table 3.7). KW1;Aβ40 flies 

presented  a  reduced  lifespan  as  seen  before  (medium  survival  of  30  ±  1.4  days).  Nevertheless, 
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treatment with MK‐801  did  not  significantly  improve  the  phenotype  (31  ±  1.4  days).  These  data 

suggested that either the NMDA receptor  is not  involved  in the Aβ(1‐40) mediated neurotoxicity or 

the effect of MK‐801 is too marginal to be detected under these assay conditions. 

 

Figure 3.13.1 MK‐801 treatment to antagonise the NMDA receptor. (A) Lifespan measurement of flies treated 

with MK‐801  or  vehicle.  The  fly  genotypes  are  represented  using  circles  (WT),  triangles  (Aβ40),  diamonds 

(Aβ42) and squares (Aβ42arc). Flies treated with MK‐801 are shown by the dashed line and the vehicle control 

is displayed by  the continuous  line.  (B) Medium survival determined  from 10  fly  tubes per genotype used  in 

graph (A). Flies on vehicle are represented by filled symbols and flies treated with MK‐801 are displayed using 

open symbols. Statistical analysis was performed using Mann‐Whitney test. n.s.: non‐significant. 

 

Table 3.7 Medium survival of flies treated without or without MK‐801. 

genotype  median survival  std.error  95 % lower confidence level  95 % upper confidence level 

no drug 

51D  46  1.1  43.853  48.147 

KW1  41  0.4  40.165  41.835 

Aβ 40  42  0.6  40.893  43.107 

KW1;Aβ 40  30  1.4  28.27  32.73 

3µM MK‐801 

51D  46  1.4  43.183  48.817 

KW1  42  0.5  41.038  42.962 

Aβ 40  43  0.4  42.158  43.842 

KW1;Aβ 40  31  1.4  28.27  33.73 

 

Another  method  to  investigate  the  role  of  the  NMDA  receptor  is  the  system  of  RNA 

interference  (RNAi), which  is used  to  target specific genes by  interfering with  the gene expression. 

The  RNAi molecules  bind  to mRNA  and  form  double‐stranded  RNA  (dsRNA) molecules which  are 

degraded by ribonucleases, thus leading to gene knock‐out phenotypes. By targeting the gene dNR1, 

which  is  the homologue  to  the NMDA  receptor subunit 1  located on  the 3rd chromosome  [190],  the 

NMDA  receptor  formation was  inhibited. First  the  functionality of  the RNAi  system was  tested by 

determining  the  transcription  level  of  dNR1  mRNA  (figure  3.13.2A).  RNA  was  extracted  from 
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transgenic RNAi and Aβ40  flies  in absence of Gal4 as well as  in RNAi;Aβ40  flies upon expression of 

Gal4  in the neurons of Gal4‐elavc155 flies. Equal RNA amounts were confirmed  in all samples using a 

control  PCR with  primers  for  the  ribosomal  protein  (rp49).  The  first  set  of  primers was  designed 

across the nucleotide sequence of the dNR1‐RNAi transgene. The PCR showed that a more intensive 

band is present in the elav;RNAi;Aβ40 flies compared to RNAi and Aβ40 flies proving the presence of 

both the dNR1 and dNR1‐RNAi mRNA (figure 3.13.2A, left). In a second PCR, a primer pair was used 

that  amplifies  the  last  exon  of  dNR1, which  is  not  included  in  the  dNR1‐RNAi  transgene  (figure 

3.13.2A, right). The result demonstrated that the expression of RNAi led to a lower amount of dNR1 

mRNA due to dsRNA mediated degradation. These data  indicated that the RNAi system successfully 

decreased the amount of functional NMDA receptors.  

Western  blot  analysis were  carried  out  to  exclude  RNAi  effects  on  the  expression  level  of 

Aβ(1‐40) (figure 3.13.2B). The anti‐actin antibody was used to prove equal protein concentrations on 

the membrane. Staining of the membrane with the monoclonal antibody 6E10 showed similar band 

intensities  in the Aβ40 as well as  in the RNAi;Aβ40 flies proving no  influence of the RNAi molecules 

on the overall expression of Aβ(1‐40) in vivo. 

 

Figure 3.13.2 NMDA receptor interference using the RNAi system. (A,B) RT‐PCR and western blot of RNAi versus 

non‐RNAi flies.(A) RT‐PCR analysis of dNR1 mRNA using 2 sets of primers. Left panel: primers are targeted to 

RNAi sequence. Right panel: primers are designed across the last exon of dNR1. Primers against the ribosomal 

rp49 mRNA served as loading control. (B) Western blot analysis of Aβ40 level in presence of RNAi. Detection of 

Aβ was carried out using 6E10. Anti‐actin antibody served as loading control. (C) Lifespan measurement of flies 

expressing RNAi in comparison to non‐RNAi flies. The fly genotypes are represented using circles (WT), triangles 

(Aβ40),  diamonds  (Aβ42)  and  squares  (Aβ42arc).  Flies  expressing  RNAi  are  displayed  by  the  dashed  line 

whereas  non‐RNAi  flies  are  represented  by  the  continuous  line.  (D) Medium  survival  from  10  flytubes  per 

genotype used in graph (A). Flies expressing RNAi are shown by open symbols and non‐RNAi flies are displayed 

using filled symbols. Statistical analysis was performed using Mann‐Whitney test. n.s.: non‐significant. 
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Flies expressing dNR1‐RNAi (dashed line) were also analysed in a survival assay in comparison 

to non‐RNAi flies (continuous line, figure 3.13.2C, D; table 3.8). WT flies (black circles) and KW1 flies 

(blue circles) served as negative controls.  In both fly,  lines the expression of RNAi did not alter the 

medium survival. A similar result was seen with Aβ40 expressing  flies (black triangles). The survival 

curve  of  RNAi/KW1;Aβ40  flies  a  slightly  lesser  decline  compared  to  KW1;Aβ40  flies.  The medium 

survival  values  showed  an  absolute  difference  of  3  days,  but  the  value  was  not  statistically 

significantly different  from  the non‐RNAi  fly  line  (figure 3.13.2D).  In conclusion,  the data  from  the 

MK‐801  and  the  RNAi  analysis  indicated  that  the NMDA  receptor  is  not  involved  in  the Aβ(1‐40) 

mediated neurotoxicity emerged by KW1 stabilised toxic Aβ(1‐40) aggregates. 

Table 3.8 Medium survival of non‐RNAi flies in comparison to RNAi expressing flies. 

genotype  median survival  std.error  95 % lower confidence level  95 % upper confidence level 

51D  46  0.5  45.115  47.885 

KW1  44  0.4  43.253  44.747 

Aβ 40  43  0.3  42.404  43.596 

KW1;Aβ 40  32  0.2  31.55  32.45 

51D/ RNAi;  46  0.3  45.454  46.546 

KW1/ RNAi  44  0.2  43.634  44.366 

RNAi;Aβ 40  43  0.5  41.982  44.018 

KW1/ RNAi;Aβ 40  35  0.3  32.632  35.368 

 

3.14 KW1 stabilised Aβ(1‐40) aggregates are structurally different from Aβ(1‐40) 

aggregates 

In  vitro data  suggested  that  KW1  is  able  to disturb  the Aβ  assembly  into mature  amyloid 

fibrils.  This  effect  was  confirmed  using  ThT  fluorescence  spectroscopy  of  Aβ(1‐40)  samples 

pre‐incubated for five days with or without KW1 (figure 3.14A). At a molar ratio of 1:5 (KW1:Aβ) the 

KW1  stabilised  Aβ(1‐40)  aggregates  displayed  lower  interactions  with  ThT  than  Aβ(1‐40)  alone. 

Aβ(1‐40)  alone  led  to  a  high  increase  in  the  ThT  fluorescence  intensity  at  480  nm  (black  curve) 

whereas KW1  stabilised Aβ(1‐40) aggregates  (blue curve)  showed a  significantly  lower peak at  the 

emission maxima.  Furthermore,  the  presence  of  KW1  also  delayed  the  aggregation  of  Aβ(1‐40). 

Aβ(1‐40) aggregated  fast and ThT positive species occurred after 20 hours.   Upon addition of KW1 

the  length of the  lag phase was  increased from 5.6 ± 0.5 h to 24 ± 2.7 h (figure 3.14B). By contrast, 

the  antibody  fragment  induced  the  formation  of  hydrophobic  surfaces  as  determined  by  ANS 

fluorescence spectroscopy (figure 3.14C). Aggregates formed by Aβ(1‐40)  in absence of KW1   (black 

curve) did not  lead  to an  increased  fluorescence  intensity and resulted only  in a minor shift of  the 

emission maxima  of  ANS.  In  contrast,  KW1  stabilised  Aβ(1‐40)  aggregates  (blue  curve)  showed  a 

significant  increase  in  the  fluorescence  intensity  resulting  in  a  high  emission  peak  at  480  nm. 
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Negative  stain  TEM  analysis  revealed  that within  five  days  Aβ(1‐40)  alone  formed  long,  straight 

fibrils.  In presence of KW1 small circular and short non‐fibrillar Aβ aggregation species were  found 

(figure 3.14D). 

 

 

Figure 3.14 Structural analysis of Aβ aggregates. (A) Time‐dependent ThT fluorescence at 490 nm using 25 μM 

Aβ(1–40) with (black) and without (grey) 5 µM KW1 (n=5, 37 °C). (B) ThT fluorescence spectroscopy of Aβ(1‐40) 

pre‐incubated with  (grey) or without  (black) KW1  for  five days at 37° C. The  control  contained dye without 

protein (dashed). The samples contained 15 µM ThT and 20 µM Aβ.  (C) ANS fluorescence spectroscopy of the 

samples used  in  (B). The spectra were recorded  from 20 µM Aβ mixed with 200 µM ANS.  (D) Negative stain 

TEM analysis of the aggregation species. Scale bars represent 200 nm. 

 

3.15 KW1 forms toxic aggregates in vitro 

To gain further information on the nature of the Aβ(1‐40) aggregates formed in presence of 

absence  of  KW1  a  cell  culture  model  was  used.  The  human  neuroblastoma  SH‐SY5Y  cells  are 

adherent growing neuronal‐like cells which are widely used to study Aβ dependent neurotoxicity.  

The neurotoxic effect was studied using two toxicity assays: 

1.   3‐(4,5‐Dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

2.   Lactate dehydrogenase (LDH) assay 

 

The MTT  assay  involves NADPH  dependent  reduction  of  the  tetrazolium  salt  to  purple  formazan 

inside  living cells.  In  the end, absorbance of  the coloured solution was measured  in a plate  reader 

and the signal intensity allows conclusions to be drawn about the redox activity of the cells. The LDH 

assay  is used  to measure  the amount of  the enzyme  lactate dehydrogenase  released  into  the  cell 

culture medium upon damage of the cell membrane. This enzyme catalyses a reaction in the medium 

which  leads to the generation of a yellow dye whose absorbance was determined  in a plate reader 

and the signal intensity is proportional to the number of dead cells.  

Aβ(1‐40) was  incubated  in  vitro  in  the  presence  or  absence  of  KW1  or  B10  (molar  ratio  of  5:1, 

Aβ:B10/KW1) in 50 mM HEPES (pH 7.4) containing 50 mM NaCl  at 37° C for five days. Two additional 
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samples containing either buffer only or KW1 alone were incubated for the same time period serving 

as no‐Aβ controls while cells treated with 2 µM of the toxin staurosporine served as positive control. 

The SH‐SY5Y cells were seeded in 96‐well plates at a density of 50 000 cells/well and after 24 hours 

the cell culture medium was replaced with medium containing the respective Aβ samples. The assays 

were undertaken after an  incubation period of 24 hours with  the Aβ or control samples. The MTT 

assay  (figure  3.15A)  displayed  no  decrease  of  the  redox  activity  of  cells  incubated with medium, 

buffer or KW1 alone whereas treatment with staurosporine  led to a nearly 100 % reduction of the 

cell  viability.  Cells  treated  with  Aβ(1‐40)  had  a  similar  cell  redox  activity  as  untreated  cells.  In 

contrast,  cells  treated with  the Aβ(1‐40)  aggregates  formed  in presence of  KW1 had  a  significant 

~12%  reduction  of  the  metabolic  activity.  Thus  by  MTT  analysis,  the  KW1  stabilised  Aβ(1‐40) 

aggregates were more  toxic  to  the  cells  compared  to  Aβ(1‐40)  aggregates  formed without  KW1. 

However,  the  encountered  effects  were  much  smaller  compared  to  the  general  cell  toxin 

staurosporine.  Additionally,  the  formation  of  these  Aβ(1‐40)  aggregates  depended  on  incubation 

time.  Their  activity was most  robustly  seen  if Aβ(1‐40) was  co‐incubated with KW1  for  five  to  six 

days, whereas no significant difference was observed from day one to day four of the pre‐incubation 

time (figure 3.15B). The  lactate dehydrogenase (LDH) release that monitors cell death showed only 

mild,  if  any,  toxic  effects,  and  all  tested Aβ  preparations were  far  less  active  than  staurosporine 

(figure 3.15C). These findings provided in vitro evidence that the activity of KW1‐induced aggregates 

disturbs neuronal activity without inducing apoptosis.  

  In consistency with  these observations were also  the  results obtained with  the LTP assay 

(figure  3.15D‐F).  This  assay  measures  the  disturbance  of  neuronal  network  functions  upon 

application of potent disturbing compounds to mouse hippocampal brain slices. The addition of KW1 

stabilised  Aβ(1‐40)  significantly  impaired  the  measurable  LTP  response  compared  to  the  buffer 

sample, reflecting their synaptotoxic potential (figure 3.15D). By contrast, no effect on the LTP was 

seen when the hippocampal brain slices were  incubated with Aβ(1‐40) pre‐incubated without KW1 

(figure 3.15E) and also KW1 alone did not cause any effects, displaying a nearly  identical LTP trace 

when compared to buffer (figure 3.15F). 

 
  Finally,  the  KW1‐induced  Aβ(1‐40)  aggregates  were  also  less  toxic  than  Aβ(1‐42)  and 

Aβ(1‐42)arc‐derived structures (figure 3.15E). Based on the MTT assay, Aβ(1‐42) aggregates reduced 

the  metabolic  activity  by  ~15%,  whereas  Aβ(1‐42)arc  treatment  induced  a  very  dramatic  ~70% 

reduction.  However,  the  MTT  reduction  caused  by  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐42)arc  was  not  further 

influenced  by  the  presence  of  KW1,  consistent  with  the  previously  observed  inactivity  of  this 

antibody  fragment  in KW1;Aβ42  and KW1;Aβ42arc  flies  (figure  3.9.1A, page 60). Moreover,  there 
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was a good correlation between the in vitro effects measured by MTT and the mean lifespan of the 

flies obtained upon co‐expression of these polypeptide chains (figure 3.15E). 

 

 

Figure  3.15  Determination  of  Aβ(1‐40)  cytotoxicity.  Throughout  all  SH‐SY5Y  experiments  the  cell  toxin 

staurosporine  (SSP, 2 µM, black bars) served as positive control.  (A) MTT assay of SH‐SY5Y cells treated with 

1 µM Aβ(1‐40) pre‐incubated with KW1 or B10  for  five days. Cells  treated with buffer where normalised as 

100 %. (B,C) SH‐SY5Y cells treated with 1 µM Aβ(1‐40) pre‐incubated for one to six days alone (white bars) or 

with KW1 (grey bars). (B) MTT assay: Cells treated with buffer where normalised as 100 %. (C) LDH assay: The 

bars are normalised  to  LDH activity of  the SSP  treated  cells.  (D‐F)  LTP measurements on hippocampal  slices 

incubated with 1 µM Aβ pre‐incubated for five days at 37° C with KW1 (D) or alone (E). Control measurements 

were carried out with KW1 added after Aβ  incubation (F) or sample solution containing only buffer (D‐F).The 

LTP  experiments  were  carried  out  by  Dr.  Raik  Rönicke  (Leibniz  Institute  for  Neurobiology,  Madgeburg, 

Germany). (G) MTT assay of SH‐SY5Y cells treated with 1 µM Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) or Aβ(1‐42)arc pre‐incubated 

alone  (white bars) or with KW1  (grey bars). Cells  treated with buffer where normalised  as 100 %.  (H) MTT 

reduction  plotted  against  the  lifespan  of  the  corresponding  flies.  Data  were  fitted  by  linear  regression 

(r = 0.9796). All error bars represent standard deviation of n=6 (A‐C,G) or standard error of mean n=10 (D‐F). 

n.s.: non‐significant, **: p<0.01, ***: p<0.001. 
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4. Discussion 

4.1 Drosophila melanogaster models are appropriate for targeting Aβ aggregates 

To date, the culprit of AD has not been definitively established. AD research is focused either 

on  the  Tau  protein, which  is  found  in  neurofibrillary  tangles,  or  the  Aβ  peptide, which  is  found 

deposited in extracellular plaques in the brains of AD patients. To better understand the role of Aβ in 

AD, experimental animal models have been developed that reproduce the pathological hallmarks of 

AD.    It  is known that several Aβ peptide variants are present  in the extracellular plaques of human 

brains  [148,  191]. These variants display heterogeneity at both polypeptide  chain ends, e.g. Aβ(x‐38), 

Aβ(x‐40)  and  Aβ(x‐42),  with  Aβ(1‐40)  being  the  most  commonly  observed  Aβ  species  [192‐194].  

Nevertheless,  in vivo studies have suggested that the Aβ(1‐42) variant  is neurotoxic while Aβ(1‐40) 

does not play a toxic role [94, 195]. The reason for this may lay in the different aggregation behaviour of 

both  peptide  variants.  Its  extension  by    two  C‐terminal  amino  acids,  Isoleucine41  and Alanine42, 

results  in  the dramatically  increased aggregation propensity of Aβ(1‐42) compared  to Aβ(1‐40)  [196, 

197]. Furthermore, the specific regions and residues controlling Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42) oligomerisation 

differ,  suggesting  different  toxicity mechanisms  [198].  However,  despite  their  distinct  aggregation 

behaviour  both  peptides  form  amyloid  fibrils  as well  as  a  range  of  differently  shaped  fibrillation 

intermediates,  including  oligomers  and  protofibrils  [62,  148].  Several  aggregation  intermediate 

structures of Aβ have been  identified as able to trigger AD pathology, but so far this has only been 

observed in vitro or via injection into animal models  [14, 199, 200]. The invasive nature of Aβ infusion in 

model  systems  is  inevitably  accompanied  by  brain  trauma  which  may  complicate  inflammatory 

reactions. To date, all such attempts lack a direct demonstration of the in vivo neurotoxic Aβ species.  

Within this thesis an approach was developed to explore the in vivo relevance of fibrillar and 

intermediate Aβ  structures by endogenous  targeting of  these  species using conformation‐sensitive 

antibodies. Throughout the experiments transgenic Drosophila melanogaster were used as a model 

organism. So  far, various animal models have been used  to  investigate AD. These can be classified 

into spontaneous or induced models, but so far none of them recapitulates all aspects of AD [201, 202]. 

Mice  models  are  the  most  widely  used  in  current  AD  research,  nevertheless,  most  studies 

undertaken in these models did not examine the toxicity of single Aβ variants. This limitation occurs 

because these mouse models express the full‐length APP, which after cleavage results in a mixture of 

APP fragments,  including multiple Aβ variants,   comprising neurotoxic, neuroprotective or signalling 

functions that influence learning and memory. Moreover, in mouse models researchers have to wait 

for several months until the AD pathology develops.  

Over  the  last  decade, Drosophila melanogaster  has  become  a widely  used  genetic model 

organism,  used  to  screen  medically  relevant  compounds  for  their  treatment  effects  and  to 
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investigate neurodegenerative diseases like AD  [203‐206]. The invertebrate is an ideal model organism, 

due to low costs and experimental set ups which provide results in short time periods. It also allows 

for genetic manipulations,  like gene knock‐down or transgenic  insertion. Several Drosophila models 

were  established  that  successfully  reflect  the  AD  phenotype,  including  showing  intracellular  Aβ 

accumulation,  extracellular  Aβ  deposition  and  neurodegeneration  accompanied  by  cognitive 

impairment,  reduced  locomotor  behaviour  and  longevity  [93‐95].  These  models  enabled  high 

throughput  screens  of  potentially  relevant  compounds,  as  well  as  studies  examining  single  Aβ 

variants  in parallel. Furthermore, one advantage of the Drosophila systems  is the simple generation 

of transgenic organisms and the lack of a stringent blood‐brain‐barrier, which allows an easy access 

of  compounds  to  the  nervous  system. Overall, Drosophila melanogaster  is  an  appropriate model 

system to investigate AD allowing a broad range of experiments determining phenotypic alterations 

upon neuronal Aβ expression. 

One limitation of the Drosophila melanogaster model is its inability to determine the efficacy 

of compounds to treat AD like antibody‐mediated Aβ clearance upon T‐ or B‐cell activation. Thus, the 

Drosophila melanogaster model is most appropriate for initial forward screenings of compounds for 

AD prior to testing in rodents. Its use results in significant reductions in the time and expense needed 

to  check  compounds  for  toxic  side effects and  to help  identify  the most promising  candidates  for 

further clinical trials. Transgenic Drosophila melanogaster have recently been generated expressing 

specific antibodies against neurodegenerative diseases and are being used to investigate their effects 

in vivo. The first antibody shown to be  functional  in Drosophila melanogaster  is the single‐chain Fv 

antibody  fragment  C4,  which  was  efficacious  against  Huntington’s  disease  [207].  Furthermore,  an 

engineered small binding protein (affibody) was found to eliminate neurotoxicity of the Aβ peptide in 

a Drosophila melanogaster model of AD  [208]. These  trials have proven  the  suitability of Drosophila 

melanogaster for Aβ targeting and antibody screening in vivo. 

 

4.2 Antibody mediated Aβ clearance of AD 

The  steady‐state  level of Aβ depends on a balance between  its production  and  clearance. 

Thus a number of current  intervention strategies focus on either blocking the formation of amyloid 

fibrils or degrading the existing plaques. Current approaches primarily  involve Aβ degradation using 

antibodies  applied  by  active  or  passive  vaccination  [113,  114].  For  the  general  clearance  of  Aβ  by 

antibodies  three  possible mechanisms  have  been  proposed  (figure  4.1):  the  toxic  species  can  be 

disaggregated directly (A), removed via Fc receptor‐mediated phagocytosis by microglial cells (B) or 

the equilibrium between plasma and central nervous system  is altered, causing Aβ efflux  from  the 

brain (peripheral sink hypothesis [125], C).  
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Figure  4.1  Antibody mediated  Aβ  clearance  from  the  brain.  (A)  Directed  disaggregation  of  fibrils,  (B)  Fc‐

mediated phagocytosis through microglial cells and (C) decrease of plasma Aβ levels causing Aβ efflux from the 

brain. Figure adapted from Weiner & Frenkel 2006 [209]. 

 

Depending on the mechanism mentioned above, an Aβ‐specific antibody would require several 

features. Besides  recognising Aβ  it needs  to be  small enough  to penetrate  the blood brain barrier 

(BBB) or must be engineered to be actively transported into the brain via a receptor or channel to be 

able target Aβ plaques directly. Small engineered antibody fragments which  lack the Fc region may 

be  able  to  enter  the  brain  easily  and  have  been  shown  to  disrupt  existing  Aβ  fibrils  [124,  209,  210]. 

Comparing the size of the VHH domains B10 and KW1 (~17 kDa) with single chain Fv antibodies (~25 

kDa) it is anticipated that both antibody fragments have the ability to enter the brain and there bind 

to  their  respective Aβ  species.  Both  antibody  fragments  have  been  reported  to  stain  brain  slices 

derived  from human AD brains  [135, 138], thus their respective epitopes occur during the aggregation 

process  in  vivo.  However,  Drosophila  melanogaster  has  only  an  innate  immune  system  and  is 

therefore not suitable for antibody studies that involve the adaptive immune system.  

In  an  alternative  mechanism,  anti‐Aβ  antibodies  that  circulate  in  the  blood  can  clear 

monomeric Aβ by causing a shift in the concentration gradient of Aβ across the BBB, which leads to a 

greater efflux from the brain [125]. So far passive immunisation attempts based on this peripheral sink 

hypothesis  showed  benefits  in  animal  models,  reducing  the  Aβ  burden  without  the  need  for 

antibodies  to  cross  the BBB. One  such monoclonal antibody, applied  intravenously,  is  currently  in 

phase III clinical trials to obtain information about its efficacy in human AD patients [211, 212]. The use 

of highly  conformation‐selective Aβ  binders within  the Drosophila model provides  an  appropriate 

method to probe the pathogenic relevance of  individual Aβ aggregates and the antibody fragments 

B10  and  KW1  are  also  used  to  perturb  the  aggregation  process  in  vivo.  The  data  obtained with 

Drosophila  melanogaster  can  subsequently  be  related  to  biophysical  and  cell  culture  based 
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observations with pure polypeptide samples in vitro. Furthermore, if the endogenous targeting of Aβ 

aggregates  in  Drosophila melanogaster would  provide  significant  results,  B10  and  KW1  could  be 

administered in other animal model systems such as mice to study their efficacy in clearing Aβ from 

the brain. B10 might disaggregate existing fibrillar Aβ plaques and indirectly increase the amount of 

misfolded Aβ being cleared from the body, whereas KW1 could bind Aβ(1‐40) oligomers and  inhibit 

their interaction e.g. with membrane receptors thus, decreasing their toxic potential. Thus, this thesis 

provides  fundamental  research  results  for  the development of  small  antibody  fragments  that  can 

subsequently be administered to human AD patients. 

 

4.2.1 Therapeutic benefits emerging from conformation‐ and sequence‐sensitive 

antibodies  

In  addition  to  the  three  suggested  binding  mechanisms  new  antibody  based  therapeutic 

approaches  have  to  consider  whether  the  antibody  shall  bind  one  specific  aggregation  species, 

identified  via  its  conformation,  or  all  Aβ  variants  through  a  sequence‐specific  epitope.  AD 

immunotherapy  research  intends  to  reduce  the  Aβ  burden  in  the  brain  by  active  or  passive 

immunisation  and  the  generated  antibodies  included  both  sequence‐  and  conformation‐sensitive 

anti‐Aβ antibodies. Both approaches have shown benefits  in animal models and certain antibodies 

have been  considered or used  for  clinical  trials  [114,  211,  213‐215]. A broad  specificity  is expected  from 

sequence‐specific antibodies. These antibodies bind to a particular amino acid sequence within the 

peptide  chain. Where  this  sequence  is  present  on  the  surface  of  the Aβ  aggregation  species  the 

antibody can also recognise the aggregated structures. Monoclonal antibodies raised against the N‐

terminal  region  of  Aβ  have  been  shown  to  recognise monomeric  and  fibrillar  Aβ  as  well  as  to 

disaggregate  fibrils  and  block  the  amyloid  dependent  neurotoxicity  [124,  216].  However,  antibodies 

raised against the central or C‐terminal part, which  is buried within the β‐sheet strands  in Aβ fibrils 

[217,  218],  may  lack  the  potential  of  disassembling  pre‐existing  aggregation  species  and  are  only 

effective  in  clearing monomeric  or  dimeric  Aβ.  The  efficacy  of  sequence‐specific  antibodies was 

published  by  Hoyer  et  al.  who  demonstrated  that  the  affibody  ZAβ3  inhibits  Aβ  aggregation  by 

stabilising monomeric Aβ [219]. Furthermore, this affibody completely abolished Aβ toxicity in vivo [208]. 

These  data  suggested  that,  as  regards  Aβ,  the major  focus  for  AD  treatment  should  be  pointed 

towards blocking the fibril formation or dissolving oligomers and mature fibrils followed by clearing 

the Aβ monomers (figure 4.2).  



DISCUSSION       79 
 

 

 

Figure 4.2 Mechanisms of antibody‐mediated Aβ clearance. Anti‐Aβ antibodies bind Aβ either via a sequence‐ 

or conformation‐sensitive epitope. The antibodies dissolve aggregates and clear monomeric Aβ  (modified from 

Schenk et al. 2004 [211]) 

 

The  first antibodies assessed  in human AD  trials were derived  from active vaccination and 

stimulated the human T‐cell response causing  inflammatory reactions. AN1792 vaccination  induced 

predominantly a pro‐inflammatory T‐helper 1 (TH1) mediated  immune response,  leading to adverse 

effects  [220]. A  significant number of patients developed  autoimmune meningoencephalitis,  caused 

primarily by  the  infiltration of autoreactive T  lymphocytes  into  the brain  in  response  to  the active 

immunisation [221, 222]. A second active vaccination trial failed because the antibodies were not able to 

dissolve Aβ  plaques  in  the  brain,  although  B‐  and  T‐cell  responses were  elicited  [223].  Thus,  to  be 

beneficial  for  immunotherapy  the antibodies have  to overcome a number of different  challenges. 

One  possibility was  developed  after  the  identification  of  B‐cell  epitopes within  the  Aβ  sequence 

(Aβ1‐15) 
[224]. Petrushina et al. demonstrated that active vaccination with Aβ segments, which exclude 

the T‐cell epitope, could prevent the adverse effects by selectively  initiating the B‐cell response  [121, 

225]. An alternative, potentially non‐inflammatory, approach is provided using single chain antibodies, 

which lack the FC part. These antibodies have been found to inhibit Aβ aggregation in vitro as well as 

to  prevent  toxicity  and  reduce  Aβ  burden  in  vivo  [210,  226‐228].  Furthermore,  a  recent  study  was 

published using VH antibodies that present a linear sequence epitope in the CDR 3 region that binds 

to Aβ via hydrophobic interactions  [229]. In vitro data demonstrated the inhibition of fibril formation, 

disruption of existing fibrils and elimination of Aβ toxicity, suggesting the therapeutic utility of these 

antibodies  [229].  For  therapeutic  approaches,  the  application  of  such  antibodies  via  passive 

immunisation has several advantages over active vaccination,  including greater safety, high efficacy 

and the possibility to target specific Aβ aggregates via a conformation‐sensitive epitope.  
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When  amyloid  fibrils  were  first  identified  in  the  extracellular  plaques  of  AD  brains,  this 

species  was  thought  to  cause  neurodegeneration.  Antibodies  were  generated  that  specifically 

recognise  amyloid  fibrils,  thus  contributing  to  the  understanding  of  these  structures  and  the 

development of  therapeutic agents  [136‐138]. Later, such conformation‐sensitive antibodies were also 

raised against oligomers or protofibrils [133, 134, 214]. Based on data derived using these antibodies, it is 

now known that amyloid fibrils share a common structural motive [171], whereas for oligomers various 

structures  have  been  postulated  [171,  199].    In  general,  conformation‐sensitive  antibodies  enable 

specific targeting of Aβ aggregation intermediates and subsequent analyses of their toxic properties. 

Recently, the two conformation‐sensitive camelid antibody fragments B10 and KW1 were generated 

to  recognise  specific  Aβ  aggregation  intermediates  in  vitro  [135,  138].  However,  their  therapeutic 

relevance in vivo remained elusive. Therefore the efficacy of B10 and KW1 was characterised in this 

thesis  using  a  Drosophila  melanogaster  model  of  Alzheimer’s  disease.  Generating  Drosophila 

melanogaster  animals  transgenic  for  either  B10  or  KW1  allowed  investigations  regarding  the 

consequences  for  in  vivo neurotoxicity of both  fibril  and oligomer binding.  Furthermore,  the data 

allow conclusions about the suitability of conformation‐sensitive antibodies for treating AD.  

 

4.3 Antibody domains B10 and KW1 are functionally expressed in Drosophila melanogaster 

In order  to determine whether B10 or KW1 can modify Aβ aggregation  in vivo, Drosophila 

melanogaster transgenic for B10 and KW1 were generated. To date, only one antibody derived from 

Camelidae has been endogenously expressed  in Drosophila melanogaster.  In  the  respective  study, 

the  efficiency  of  a  monoclonal  Llama  anti‐PABPN‐1  intrabody  was  tested  in  a  Drosophila 

melanogaster model of Oculopharyngeal muscular dystrophy  [230] where  it  successfully  suppressed 

muscle  degeneration.  Before  characterisation  of  the  two  antibody  fragments  B10  and  KW1  in 

Drosophila melanogaster, the genes for B10AP and KW1AP were cloned into a transfection vector for 

Drosophila  S2  cells.  After  establishing  stable  transfected  cells,  both  antibody  domains  termed  as 

B10AP‐S2  and  KW1AP‐S2,  were  synthesised  and  purified  via  their  His‐tag  using  Ni‐chelate 

chromatography. The efficacy of the purified proteins derived from S2 cells was tested  in spot blot 

analysis. B10AP‐S2 recognised Aβ(1‐40) fibrils, whereas it did not bind to disaggregated or oligomeric 

Aβ(1‐40)  (figure 3.2). Additionally, B10AP‐S2 did not discriminate between Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and 

Aβ(1‐42)arc fibrils. On the other hand, KW1AP‐S2 showed reactivity with Aβ(1‐40) oligomers but did 

not  recognise  disaggregated  or  fibrillar  Aβ(1‐40)  (figure  3.2).  Furthermore,  KW1AP‐S2 was  highly 

specific  for Aβ(1‐40)  oligomers  and  did  not  bind  oligomers  derived  from Aβ(1‐42)  or Aβ(1‐42)arc 

peptides.  These  results  were  in  accordance  with  published  results  demonstrating  the  binding 
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characteristics of B10AP  and KW1AP, expressed  recombinantly  in E.  coli, where both presented  a 

specific conformation‐sensitive binding pattern [135, 138]. 

These  data  revealed  that  the  antibody  domains  B10  and  KW1  are  fully  functional  in 

Drosophila melanogaster. Thus, further investigations can be undertaken concerning the pathogenic 

role of Aβ aggregation intermediates in vivo.   

 

4.3.1 Aβ peptide variants are successfully expressed in Drosophila melanogaster 

The  efficacy  of  B10  and  KW1  to modify  Aβ  aggregation  in  Drosophila melanogaster was 

characterised using  three  fly  lines, each with a different Aβ variant: Aβ40, Aβ42 and Aβ42arc. The 

data in this study clearly demonstrate that the Aβ burden is different depending on which Aβ variant 

is expressed in the fly.  

All previously established Drosophila melanogaster AD models demonstrated that Aβ(1‐42) is 

highly toxic, while Aβ(1‐40) shows no discernible effect on the organism [93‐95]. Analysis of the Aβ flies 

used in our study demonstrated that although Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc are transcribed at 

similar concentrations, the resulting protein quantities in vivo increased in the order Aβ(1‐40) < Aβ(1‐

42) < Aβ(1‐42)arc  (figure 3.5.1). Further,  IFM  images showed  that no Aβ aggregates are present  in 

Aβ40  fly  brains,  while  Aβ42  fly  brains  display  some  distinct  Aβ  deposits  and  Aβ42arc  fly  brains 

contain  high  numbers  of  Aβ  plaques  (figure  3.5.1).  These  data  are  fully  in  accordance  with  the 

previous  Drosophila melanogaster models  [94,  95].Notably,  similar  results were  demonstrated  in  a 

mouse model established to study the amyloid deposition of specific Aβ variants in vivo [195].  

All  three peptides, Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc, have been  shown  to  form amyloid 

fibrils  in  vitro. Additionally,  in  vitro  studies determined  that  the aggregation of  these Aβ peptides 

occurred  via  different  intermediate  species  including  oligomers  and  protofibrils  [62,  100,  148].  Aβ 

extractions from human AD patients, AD animal models and Aβ‐enriched cell  lysates demonstrated 

the  presence  of  soluble Aβ  structures  ranging  from  dimers  and  trimers  to  high molecular weight 

oligomers and protofibrils [14, 200]. Many studies were carried out to detect the pathological impact of 

single  Aβ  aggregation  intermediate  species,  to  establish  the  species  responsible  for  the  AD 

pathology. Taking all these studies together, there  is evidence  that each species may contribute  to 

neurotoxicity  [64,  161,  231].For  this reason, current understanding remains undecided whether a single 

toxic moiety is responsible for causing the AD pathology or if a number act synergistically. However, 

the Aβ structures used in the assays so far were either in vitro prepared Aβ conformers, derived from 

recombinant or synthetic Aβ peptide, or derived from Aβ‐enriched cell lysates, brain homogenates or 

precipitates [199, 200]. Furthermore, all these studies used invasive injection procedures when applying 
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the Aβ species, without reference to the natural environment of the organism. The establishment of 

a set of transgenic Drosophila melanogaster lines, which express the two camelid antibody domains 

B10 and KW1, has for the first time enable endogenous targeting of Aβ fibrils and oligomers. These 

models will allow  in depth analysis of  the pathogenic  role of Aβ  intermediate species within AD  in 

vivo, without external influences to the organism. 

 

4.4 The pathogenic role of Aβ fibrils characterised in vivo using the fibril binder B10.  

The  conformation‐sensitive  antibody  domain  B10 was  used  to  target  Aβ  protofibrils  and 

mature fibrils  in vivo, to gain  information regarding their pathogenic role  in AD. In the brains of AD 

patients the extracellular plaques are primarily composed of Aβ fibrils [14, 232] and these Aβ fibrils were 

first thought to be responsible for causing the AD pathology. Several early studies identified Aβ fibrils 

as a  toxic species  in cultured neuronal cell models  [64,  233‐236]. However, Aβ peptides were  found  to 

form heterogeneous  fibril  species  in  vitro  [237]  suggesting  that  several  fibril morphologies occur  in 

vivo.  Later  research  on  human  patients  demonstrated  that  plaque  counts,  as  determined 

histolocically,  do  not  correlate well with  the  degree  of  AD  dementia  [46].  It  thus  remains  elusive, 

whether a general amyloid fibril dependent mechanism exists which causes neurotoxicity in vivo. 

To help answer the question of Aβ fibril pathogenicity, a conformation‐sensitive fibril binder 

B10 was developed. This camelid antibody domain, B10, was previously found to bind to Aβ fibrils in 

vitro as well as to inhibit the formation of mature fibrils by stabilising Aβ protofibrils [138]. Protofibrils 

have been  identified as a pathogenic species and have been shown to cause a decreased neuronal 

viability  in  primary  cell  culture  models  [65,  235].  Furthermore,  research  using  human  AD  samples 

identified B10 positive Aβ  aggregates  in brain  samples of AD patients which were  lacking  in non‐

demented  control  patients  [138,  238].  By  using  endogenous  targeting  of  Aβ with  this  conformation‐

sensitive fibril binder we can determine precise conclusions about the pathogenic role of Aβ fibrils in 

vivo. 

Drosophila melanogaster  flies  transgenic  for Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc were used 

to test the  in vivo ability of the fibril binder B10 to target Aβ protofibrils and mature fibrils  in vivo. 

This provided  insights  into  the pathologic  relevance of  these  species  as well  as  into  the potential 

therapeutic application of B10. Double‐transgenic B10;Aβ flies were crossed with the neuronal driver 

line Gal4‐elavc155 to enable the expression of both the Aβ variants and the antibody domain B10. IFM 

and IP analysis demonstrated that B10 is physically attached to Aβ in vivo. Thus, the overall presence 

of Aβ fibrils in Drosophila melanogaster, as well as a B10‐Aβ interaction, was confirmed (figures 3.6.1 

and 3.6.4).  
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All three lines of B10;Aβ expressing flies were characterised phenotypically by measuring the 

lifespan, climbing ability and eye morphology. These tests determine  if fibril targeting by B10 alters 

the Aβ dependent neurotoxicity  in  vivo.  In uncrossed  flies,  the  lifespan  and  climbing  ability of Aβ 

expressing flies declines in the order WT = Aβ40 > Aβ42 > Aβ42arc. Upon expression of B10 this order 

was not altered,  suggesting  that B10 has no effect  the neurotoxic properties of Aβ(1‐42) or Aβ(1‐

42)arc  (figure 3.8.1). Additionally, western blot  studies displayed  that B10 does not affect  the SDS 

solubility of the Aβ peptides (figure 3.8.2). Analyses of the neuronal expression of B10 alone revealed 

that the antibody domain does not modify the phenotype of WT flies (figure 3.10).   

To summarise, the data demonstrated that B10  itself  is not toxic to the fruit fly and has no 

significant effect on the neurotoxicity of any Aβ variant when co‐expressed in B10;Aβ flies. However, 

B10 was  able  to  interfere with  the  aggregation  process,  as  demonstrated  by  IP  analysis  (figures 

3.6.4). Since  it  is known  that B10 perturbs  the aggregation of Aβ by stabilising protofibrils  [138],  the 

lack of protective effect of B10  in Aβ expressing flies  implies that the debilitations  in these flies are 

not  caused  by  either  protofibrils  or mature  amyloid  fibrils.  These  data  are  consistent with  other 

studies showing that Aβ fibrils do not significantly contribute to AD pathology [14, 199]. For example, Aβ 

fibrils have little effect the LTP of mouse neuronal cells [152, 239]. Instead, recent analyses have claimed 

that  the  deposited  fibrils  potentially  play  a  detoxifying  role,  and  are  more  likely  to  act  in  a 

neuroprotective  role  by  binding,  and  therefore  reducing  the  amount  of,  circulating  toxic 

intermediates  [14,  240].  Additionally,  certain  amyloid  structures  were  found  to  have  beneficial 

physiological functions in organisms such as bacteria, yeast and humans [2, 241‐243]. The data presented 

herein, strengthens the theory that fibrils may adopt a non‐toxic role  in vivo and that amyloid fibril 

formation  under  physiological  conditions  is  a  common  and  potentially  functional  property  of 

polypeptides [2, 244]. 

 

4.5 The pathogenicity of Aβ oligomers is analysed in vivo using the oligomer‐specific 

antibody domain KW1. 

The culprit of AD pathogenesis remains unclear. Current research has now established that 

Aβ fibrils are unlikely to be the major pathogenic species, directing the research focus towards a role 

for earlier Aβ aggregation  intermediates.   This has been fortified by a study demonstrating that Aβ 

fibrils  can  be  disaggregated  into  smaller  aggregation  intermediates  [124,  228,  245] which  leads  to  an 

increase in their toxicity [246]. Furthermore, post mortem analyses of human AD brains indicated that 

the  levels of soluble non‐fibrillar Aβ aggregates correlate well with  the extent of synaptic  loss and 

cognitive decline [61, 161, 247]. These soluble aggregates can range from monomeric to dodecameric Aβ 
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species [199] and are known as low molecular weight oligomers. These species have been detected in 

brains of human AD patients and appear to occur at early stages of the aggregation process [248‐250].  

The  camelid  antibody domain  KW1AP was  found  to  recognise Aβ oligomers  in human AD 

brains [135].  To determine whether  the  antibody domain KW1  can be used  as  an  in  vivo probe  for 

targeting  Aβ  oligomers  an  approach  was  set  up  by  generating  Drosophila  melanogaster  flies 

transgenic for KW1. 

Phenotypic analyses of Drosophila melanogaster transgenic for KW1 revealed that KW1 alone 

does not modify  the  lifespan or behaviour  compared  to WT  flies. Double‐transgenic KW1;Aβ  flies, 

using the three Aβ species: Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc, were then analysed to determine the 

efficacy of KW1 to target Aβ oligomers in vivo. The presence of Aβ(1‐40) oligomers in the neurons of 

Drosophila melanogaster was characterised by IFM and IP analysis. IFM data suggested that KW1  is 

able to bind Aβ in vivo and the co‐precipitation of KW1 and Aβ upon IP analysis revealed that KW1 is 

physically bound  to Aβ oligomers within  the  fly brain  (figures 3.6.1 and 3.6.4).  In conclusion, KW1 

positive Aβ oligomers are formed in vivo. Thus, Drosophila melanogaster transgenic for the oligomer 

binder KW1 and Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) or Aβ(1‐42)arc can be used to determine   firstly the pathogenic 

role of  the  three peptide variants, and secondly    the potential pathogenic role of Aβ oligomers, as 

demonstrated by the effects of KW1 targeting in vivo. 

 

4.5.1 Aβ(1‐40) is able to  form neurotoxic aggregates in vivo 

Using Drosophila melanogaster transgenic for KW1 allowed studies regarding the pathogenic 

role of Aβ(1‐40) and Aβ(1‐42)  in vivo due  to  the highly  selective binding  specificity of KW1  (figure 

3.9.1). The phenotypic analysis revealed  that KW1 has no discernible effects on Aβ42 and Aβ42arc 

flies. By contrast, KW1 showed a definite effect on  the medium survival of Aβ40  flies. Surprisingly, 

the Aβ40 flies died earlier in presence of KW1 when compared to Aβ40 flies without co‐expression of 

KW1.  These  data underscore  the high  selectivity of  conformational  targeting  and  show  that  KW1 

recapitulates its biophysical specificity for Aβ(1‐40) in vivo.  

No  phenotypic  changes  between  Aβ40  flies  with  or  without  KW1  were  visible  when 

measuring  the  climbing behaviour, which  is  an  early  indicator  for neurodegenerative  impairment. 

These  findings  are  in  contrast  to  earlier  observations  demonstrating  that  Aβ(1‐40)  impairs  the 

cognitive  function,  leading  to  age‐dependent  learning  defects,  but  did  not  cause  extensive 

neurodegeneration  in  Drosophila melanogaster[94].  To  clarify  how  Aβ(1‐40)  toxicity  arises  in  this 

study, neuroblastoma cells were used  to compare  the synaptotoxic potential of Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) 

and  Aβ(1‐42)arc  when  incubated  alone  or  in  presence  of  KW1.  The  cell  culture  experiments 
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confirmed  the  results  described  above,  revealing  that  KW1  stabilises Aβ(1‐40)  aggregates  in  vitro 

which disturb the redox activity of neuronal cells while fibrillar Aβ(1‐40) does not interfere with this 

redox activity (fig.3.15A,B). Cells treated with Aβ(1‐42) showed a greater disruption of redox activity 

and  the even more aggregation prone Aβ(1‐42)arc presented  the highest  reduction of  the  cellular 

metabolic activity (fig.3.15G). However, KW1 did not alter the cellular  impairments caused by Aβ(1‐

42) or Aβ(1‐42)arc. When comparing the cell culture data with the Drosophila melanogaster results, 

it was clear that the influence of the three Aβ variants on the redox potential of the neuroblastoma 

cells correlated strongly with the decreased lifespan of Drosophila melanogaster (fig.3.15H). 

Taken  together,  the  foremost  finding  of  this  data  is  the  proof  that  under  certain 

circumstances Aβ(1‐40)  leads  to neurotoxicity  in vivo. Previous  research claimed only  low  levels of 

toxicity  for  this  Aβ  variant [251]  and  Aβ(1‐40) was  thought  to  play  a  protective  role  by  inhibiting 

Aβ(1‐42) aggregation and its subsequent neurotoxic effects [252, 253]. However, upon KW1 targeting of 

Aβ(1‐40) there is a strong proof that Aβ(1‐40) contributes to pathogenicity in vivo. It was also shown 

earlier that Aβ(1‐40) is able to cause neurotoxicity itself in cell culture models [251] and that mutations 

are  sufficient  to  transform  Aβ(1‐40)  into  a more  aggregation  prone  form  that  causes  toxicity  in 

Drosophila melanogaster [149]. However, KW1 did not increase the overall amount of the Aβ(1‐40) but 

instead  altered  its  spatial  distribution,  thus  confirming  the  capability  of  Aβ(1‐40)  to  form  toxic 

aggregates in vivo (figure 3.11).  

Earlier  studies  suggested  that  Aβ  toxicity  depends  on  its  aggregation  on  the  cell  surface, 

showing that toxicity correlates well with the presence of aggregates on cell surfaces  [251]. Although 

many studies still claim that Aβ(1‐42) aggregation is essential for causing AD [195, 254], it is not possible 

to  state whether Aβ(1‐40) or Aβ(1‐42) alone are  responsible, but  rather  that multiple Aβ  variants 

contribute to neurotoxicity. There is a clearly demonstrated influence of the C‐terminal length of the 

Aβ peptide on the AD phenotype  [95,  255]. However, other post‐translational modifications have also 

been  shown  to  play  relevant  roles  in  AD.  These  modifications  include  N‐terminal  truncation, 

pyroglutamination, phosphorylation,  isomerisation and  racemisation of  the Aβ peptide  [256‐259]. The 

toxicity of these was demonstrated in vivo using transgenic Drosophila melanogaster or mice [191, 259]. 

For example, the pyroglutamate (pGlu) modification of N‐terminally truncated Aβ peptide  led to an 

enhanced aggregation propensity and toxicity, demonstrating the neurotoxic potential of such post‐

translational  modifications  [260].  In  the  brains  of  AD  patients  pGluAβ  is  highly  abundant  and 

represents approximately 25 % of  total deposited Aβ  [261]. An  increasing effect of  this modification 

was  seen  in  the order pGluAβ(3‐42) > pGluAβ(3‐40)  [262],  suggesting  an  additional  effect of  the N‐

terminal  modification  on  the  C‐terminal  influence,  regarding  the  aggregation  and  neurotoxicity 

potential  of  the  Aβ  peptide.  Thus,  due  to  post‐translational  modifications  the  variety  of  Aβ 
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aggregates  contributing  to  AD  is much  higher  and  different  aggregates  can  also  interact  in  vivo, 

leading to enhanced neurotoxic effects and a more severe disease progression.  

The influence of the antibody domains B10 and KW1 on the post‐translational modifications 

and the interaction of different Aβ aggregates could not be measured in the used Drosophila model 

and demonstrate  the major  limitation of our system. Additionally,  the mechanism of Aβ  toxicity  in 

Drosophila melanogaster remained elusive. As Aβ(1‐42) aggregation  intermediates do not  interfere 

with  KW1,  the  conclusion  is  drawn  that  these  intermediates  structurally  differ  from  Aβ(1‐40) 

aggregation intermediates. Thus, the data presented here suggest that the mechanism behind Aβ(1‐

40) toxicity might be completely different from that of Aβ(1‐42) species. 

 

4.5.2 Oligomer targeting in vivo leads to increased neurotoxicity 

In vitro studies have indicated that soluble Aβ oligomers are toxic to cultured neurons [133, 263, 

264] and there is growing evidence that Aβ oligomers are also neurotoxic in vivo [151, 265, 266]. However, it 

remains elusive  if a specific size or conformation of  these oligomers represents  the main culprit  in 

AD. In one case, Tomiyama et al. generated transgenic mice carrying an APP mutation that lead to an 

enhanced formation of Aβ oligomers  [267]. These mice displayed cognitive  impairment and neuronal 

cell death without fibrillar Aβ deposits. In a second study, the application of Aβ oligomers onto living 

brain tissues lead to an impairment of the LTP and memory and also affected the synaptic plasticity 

[14,  151,  161,  268]. Additionally, Aβ oligomers were  found  to decrease  the number of synaptic spines of 

cultured neurons and  the effect  could be  rescued by using monoclonal anti‐Aβ antibodies  [264,  269]. 

Other  studies  further  demonstrated  that  oligomer‐specific  antibodies  inhibit  the  toxicity  of  Aβ 

oligomers  in cell culture systems and were able to detect these oligomers  in human and mouse AD 

brains  [133,  270]. Our use of  the bivalent  antibody domain KW1AP,  generated  against Aβ oligomers, 

showed  to  be  highly  specific  for  Aβ(1‐40)  oligomers.  Additionally,  the  camelid  antibody  domain 

KW1AP was able to prevent the  formation of mature amyloid  fibrils  in vitro and was also  found to 

recognise Aβ oligomers  in human AD brains. Furthermore,  it was demonstrated  that Aβ oligomers 

bound by KW1AP  restore  the  LTP effects, as measured with mouse hippocampal  slices  [135]. These 

data imply a protective effect of KW1 by targeting Aβ oligomers in vivo.  

Although  recent  in  vitro  data  suggested  that  KW1AP  can  inhibit  the  oligomer  dependent 

toxicity  [135],  the  current data demonstrated  that  targeting Aβ(1‐40) with KW1  in vivo  leads  to  the 

formation of neurotoxic aggregates. This conclusion  is drawn  from the observation that Drosophila 

melanogaster  expressing  KW1  and  Aβ(1‐40)  die  significantly  faster  than  Aβ(1‐40)  expressing  flies 

(figure 3.9.1‐2).  IFM  analysis  revealed  that during  ageing KW1  redirects  the  spatial distribution of 
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Aβ(1‐40) and causes accumulation of Aβ(1‐40) within the cell, leading to the formation of Aβ deposits 

(figure 3.11).  This  is  consistent with  the  general  finding  that Aβ(1‐42)  and Aβ(1‐42)arc, which  are 

more aggregation prone that Aβ(1‐40), are also usually found accumulated within the cell. However, 

the presence of KW1 does not affect the steady state concentration levels of Aβ(1‐40), compared to 

normally secreted Aβ(1‐40) alone. 

The  analysis  of  several Aβ(1‐40)  fly  lines  displayed  a  good  correlation  between  the  initial 

Aβ(1‐40) concentration and  the medium survival  rates  (figure 3.12.2).  In conclusion,  the current  in 

vivo  data  demonstrated  a  toxic  effect  of  oligomer‐specific  targeting  that  is  age‐dependent  and 

critically depends on the Aβ(1‐40) peptide. These results were strengthened by toxicity analysis on a 

cell culture model and using hippocampal brain slices (figure 3.15). Aβ(1‐40) incubated alone neither 

affected the redox activity of neuroblastoma cells nor  impaired the LTP of mice hippocampal brain 

slices.  By  contrast,  the  presence  of  KW1  during  the  aggregation  of  Aβ(1‐40)  lead  to  significant 

disturbance of the redox activity of neuroblastoma cells and  impairment of the LTP, confirming the 

presence of neurotoxic Aβ aggregates. 

In contrast to previous expectations no neutralisation of Aβ toxicity by KW1 was observed. 

An  explanation  for  this  contradiction would  be  that  KW1  does  not  trigger  an  immune  answer  in 

Drosophila melanogaster.  It  is known  that Aβ activates  inflammatory pathways  in  the brain of AD 

patients. Aβ  is theorised to stimulate microglia, which constitute the  innate  immune system of the 

brain [271, 272].  Microglia were also found to accumulate around Aβ plaques in the brain and to exhibit 

chemotaxis towards aggregated Aβ [273, 274]. The innate immune defence of Drosophila melanogaster  

has similarities to the human  innate  immune defence  [275].  It has been published that  in Drosophila 

melanogaster glia  cells also play a  role  in  the  innate  immune  response and  that  they occasionally 

accumulate  Aβ  intracellularly  [174,  276].  The  neurotoxic  Aβ  aggregates  bound  by  KW1  could  be 

internalised  into  glia  cells  and  cause  cytotoxic  reactions  that  is  by  activating  pro‐inflammatory 

cytokines.  In  summary,  against  all  expectations  KW1  was  not  able  to  sequester  Aβ  from  the 

aggregation pathway but instead it caused the accumulation of toxic Aβ(1‐40) aggregates that impair 

neuronal cells.  

 

4.5.3 Aβ(1‐40) oligomers mediate toxicity via neuronal cell surface receptors  

In comparison to other studies based on cell culture models or animal  injections  [14, 199], this 

thesis substantiated animal‐based discoveries regarding Aβ(1‐40)  toxicity  in vivo without additional 

external  manipulation.  Nevertheless,  the  exact  mechanism  of  toxicity  of  Aβ  oligomers  in  vivo 

remained elusive. Studies suggested that neuronal cell death is mediated by Aβ oligomer interaction 

with  neuronal  cell  surface  receptors  such  as  nerve  growth  factor  (NGF),  RAGE, NMDA,  Insulin  or 

Frizzeled  receptor  (figure  4.3)  [180,  264,  277‐280].  Furthermore,  other  studies  demonstrated  that  Aβ 
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induced cell death could be inhibited by extracellular insulin or NMDA receptor antagonists [95, 278, 279, 

281]. Recent observations also implied that the cellular prion protein (PrPC) can act as an Aβ oligomer 

receptor  and  that  this  interaction  may  block  the  PrPC  –  NMDA  receptor  interaction  leading  to 

synaptic dysfunction [282]. Thus, Aβ mediated toxicity may occur via multiple pathways. 

 

 

Figure 4.3 Potential mechanisms of Aβ oligomer mediated toxicity on neuronal cells (modified from Sakono et 

al. 2010 [283]). 

 

A more detailed  look  into  the mechanism of  the Aβ(1‐40) dependent  toxicity was  taken by 

treating KW1;Aβ40 flies with the NMDA receptor antagonist MK‐801 and also using RNAi‐mediated 

down  regulation  of  the NMDA  receptor  in Drosophila melanogaster  (figures  3.13.1‐2).  These  two 

approaches were carried out to test the involvement of the NMDA receptor in the Aβ(1‐40) mediated 

neurotoxicity upon co‐expression of KW1. The survival data of both approaches did not display any 

significant differences  in the viability of KW1;Aβ40 flies upon  inhibition of the NMDA receptor. The 

successful  RNAi  mediated  down  regulation  of  the  NMDA  receptor  was  proven  by  RT‐PCR,  and 

resulted  in much  lower  transcription  levels of  the NMDA  receptor  subunit 1, which  is  required  to 

form a functional receptor (figures 3.13.2A). Although a small absolute difference of 3 days occurred 

between RNAi/KW1;Ab40 and KW1;Aβ40 flies, presenting a slightly  lower decline for the RNAi flies, 

this data was not statistically significant and thus does not prove whether the down‐regulation of the 

NMDA receptor can inhibit the Aβ(1‐40) derived viability decrease. Another study that analysed MK‐

801 on flies showed its beneficial effects with Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)arc flies [95]. Although the results 

were  significant,  the  lifespan  of  the  flies  was  prolonged  only  a  couple  of  days  upon  MK‐801 

treatment.  Comparing  the  peptide  concentrations  of  Aβ(1‐42)  and  Aβ(1‐40)  flies  leads  to  the 

conclusion that due to the low amount of Aβ(1‐40) peptide the MK‐801 mediated lifespan extension 

might be too small to be detectable within this assay. 
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After consideration of the above data it is neither approved nor disapproved whether Aβ(1‐40) 

mediates  its  toxicity via  the NMDA  receptor. Further experiments, e.g. using neuronal cells, which 

enable specific RNAi mediated down regulation of the cell surface receptors and the usage of greater 

Aβ amounts, would be required to conclusively demonstrate this point. 

 

4.5.4 KW1 induces the formation of neurotoxic off‐pathway aggregates 

A recent publication demonstrated that KW1AP is able to bind Aβ(1‐40) oligomers and block 

their  transition  into  mature  fibrils  [135].  Furthermore,  KW1AP  completely  inhibited  the  oligomer 

mediated toxicity towards  living brain slices  [135]. The data presented in this thesis demonstrate that 

its monovalent  counterpart, KW1,indeed prevents  the  formation of mature amyloid  fibrils  in  vitro 

(figure 3.14). TEM analysis revealed that KW1 does not bind Aβ(1‐40) oligomers, but rather stabilises 

non‐fibrillar  aggregates  which  are  a  heterogeneous  mix  ranging  from  spheres  to  curvilinear 

structures (figure 3.14 D). Instead of preventing the toxicity of Aβ(1‐40) oligomers, these non‐fibrillar 

Aβ(1‐40) aggregates comprise neurotoxic species as seen by the reduction of the metabolic activity 

of cells and the impairment of the LTP (figure 3.15 D). These results enable insights into the possible 

pathogenic process occurring in Drosophila melanogaster when KW1 is present. Similar to the in vitro 

data KW1 binding to Aβ(1‐40) inside the fly brain might block the aggregation process and lead to the 

formation of non‐fibrillar aggregates  in vivo. However, further studies are required to demonstrate 

the exact mechanism of this process.  

In vitro studies suggested that KW1 possess a hydrophobic cavity that binds preferentially to 

hydrophobic molecules [135]. Oligomeric aggregates derived from Aβ peptides are known to comprise 

solvent  exposed hydrophobic  surfaces  [147].  Therefore, KW1 might bind  to hydrophobic oligomeric 

aggregates  in  vivo  and,  instead  of  blocking  the  aggregation  process,  KW1  may  redirect  the 

aggregation pathway (figure 4.4). This assumption was supported by ANS spectroscopy data showing 

that  KW1  stabilised Aβ(1‐40)  aggregates  comprise  hydrophobic  surfaces  (figure  3.14).  This  is  also 

consistent with other data, suggesting that changes of hydrophobic surfaces, which lead to increased 

ANS  fluorescence,  are  in  good  correlation with  cytotoxicity  [168,  284]. This  correlation has  also been 

shown  for  the pGlu modification of Aβ, which, due  to a higher  surface hydrophobicity, potentially 

enhances  the  interference of Aβ with neurons  [262]. Regarding  the development of AD,  there may 

exist additional undiscovered hydrophobic molecules within  the brain  that bind Aβ and  induce  its 

toxicity. 
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Figure  4.4  KW1AP  perturbs  the  formation  of  Aβ(1‐40)  fibrils  by  inducing  the  formation  of  neurotoxic 

aggregates. 

 

In conclusion, this thesis established that KW1 perturbs the aggregation pathway rather than 

simply  targeting  an  individual  Aβ  aggregation  species.  KW1  induces  the  formation  of,  and 

subsequently maintains, hydrophobic non‐fibrillar  aggregates which  represent  a  toxic off‐pathway 

species. Potentially, these aggregates could subsequently bind to the lipid membrane or cell surface 

receptors  of  neurons  and mediate  toxicity  by  interfering with  the  synaptic  processes.  Therefore, 

interaction studies with artificial  lipid membranes could confirm the possible binding of these non‐

fibrillar Aβ to cell membranes  in vivo. Indeed,  in vitro studies have already demonstrated that Aβ  is 

able to interact with synthetic lipids and lipid membranes altering the permeability, conductivity and 

fluidity  [148, 285‐289]. In such cases, the Aβ dependent neurotoxicity could be prevented by blocking  its 

membrane interaction [290]. 

The  inhibition  of  the  cellular  redox  activity  has  previously  been  described  as  an  early 

indicator of Aβ mediated  cell death  [236]. Hence,  it  is  likely  that  soluble Aβ  aggregates disturb  the 

function of neurons before causing neurodegeneration. This is consistent with the observation that, 

while  neurodegeneration  only  becomes  visible  in  later  phases  of  AD,  there  is  a  good  correlation 

between early disruptions, such as the reduction of synaptic spines and memory deficits  [58]. This  is 

further underlined by analysis showing that soluble Aβ aggregates such as oligomers and non‐fibrillar 

aggregates commit synaptotoxic effects by inhibition of the LTP (figure 3.15) [152, 239]. 

 

4.6 Conformational targeting in vivo is essential for understanding AD pathogenesis  

Within  this  thesis, a unique approach was developed based upon Drosophila melanogaster 

altered to be double transgenic, for both human Aβ and conformation‐sensitive antibody domains. 

For the very first time  it was possible to show Aβ(1‐40) dependent toxicity, thus demonstrating the 
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pathogenic potential of this Aβ variant which  is known to constitute the bulk of cerebral Aβ  [199, 291]. 

Further  details  into  the  extent  to which  Aβ(1‐40)  contributes  to  the  pathogenesis  of  human  AD 

remains  to  be  established.  The  observation  of  Aβ(1‐40)  toxicity  significantly  extends  previous 

research that mainly focussed on C‐ or N‐terminally modified versions of Aβ. These latter variants are 

clearly more aggregation prone than Aβ(1‐40) [53, 148, 260], suggesting a C‐terminal influence, and data 

consistent with this finding are also provided in this thesis. KW1 clearly modified the aggregation of 

Aβ(1‐40),  leading to  increased hydrophobicity as also seen for posttranslational modifications of Aβ 

[260,  262]. As a result, we  theorise  that  the  influence of  the  length of  the C‐terminus and  the surface 

hydrophobicity together potentially lead to enhanced neurotoxicity of Aβ. 

Additionally,  the data presented here  imply  that blocking  the  formation of mature  fibrils  is 

not necessarily beneficial against AD development. This, consequently, strengthens the theory that 

early state aggregates provoke neurotoxicity. The obtained results also question the assumption that 

a single neurotoxic Aβ conformer underlies AD. Instead, the data suggest that multiple pathogenic Aβ 

conformations, probably also  involving different Aβ variants, are required to elicit the full spectrum 

of  neuronal  disturbances  characteristic  for  AD  in  vivo.  Furthermore  conformation‐sensitive 

antibodies have unexpected activities, which may be  limitations. One such was the oligomer binder 

KW1  being  able  to  redirect  the  aggregation  of  Aβ  to  produce  off‐pathway  species.  This 

interconversion created Aβ dependent toxicity and would be damaging, instead of beneficial, for AD 

patients.  From  a  therapeutic  point  of  view  oligomer‐targeting,  as  demonstrated  with  the  highly 

selective  oligomer  binder  KW1,  elucidated  that  this method  of  exterminating  a  single  neurotoxic 

structure will  inevitably  fail, because several aggregation species are  involved  in  the AD pathology. 

Thus,  despite  some  evidence  supporting  the  strategy  of  conformation‐sensitive  targeting,  these 

results  propose  that  therapeutic  approaches  generally  recognizing  Aβ  peptide  using  primarily 

sequence‐sensitive binder seem to be more efficient. Up to now, no  in vivo experiments or clinical 

studies  exist  that  state  the  therapeutic  potential  of  a  specific  antibody.  However,  based  on  the 

results demonstrated here antibodies, when selected with care, remain still the most powerful tool 

for passive immunisation studies to abate or cure AD. 

The current results are ultimately relevant in the context of AD immunotherapy. Based on IP 

analysis  it was possible to demonstrate that Aβ aggregates  formed  in vitro are also present  in vivo 

strengthening  the  importance  of  the  in  vitro  studies.  Using  transgenic  Drosophila melanogaster 

enabled  the  characterisation of  these aggregates  in an  intact  system without having  to extract or 

inject  the  proteins,  thus  removing  the  need  for  biochemical  procedures  that  lead  to  a  loss  of 

structural integrity in the aggregates present in AD brains. Combining these studies ultimately lead to 

fundamental insights into the molecular basis of AD pathogenesis.  
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5. Summary 
 

Alzheimer’s disease  (AD)  is a neurodegenerative disease  that  involved  the aggregation and 

deposition of the two polypeptides Aβ and Tau. To date, it remains unclear how the disease is caused 

and no  cure  is  available.  This  thesis  focused on  the Aβ peptide  that  is  found post mortem  in  the 

extracellular plaques of brains of AD patient. The Aβ aggregation process was elucidated in vitro and 

conformation‐sensitive antibodies were  raised  to  study  specific aggregation  species  in vitro and  in 

vivo.  

Two monoclonal camelid heavy‐chain antibody domains, termed KW1 and B10 were used in 

this  thesis.  B10  and  KW1 were  generated  in  vitro  via  phage  display  using  oligomers  or  fibrils  as 

epitopes  for selection. Both antibody domains were characterised  in‐depth via  in vitro studies and 

were shown  to be suitable  tools  to highly selectively  target  their  respective Aβ aggregates. Within 

this  work,  these  antibody  domains  were  expressed  in  Drosophila  melanogaster  flies  that 

transgenically expressed Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) or Aβ(1‐42)arc peptide within the (CNS). Fly models are 

powerful  systems used  to  investigate aggregating proteins  that are  involved  in neurodegenerative 

diseases. 

The results of the studies described here demonstrated that conformational targeting of Aβ 

aggregates with appropriately selected antibody fragments is a simple way to determine which types 

of aggregates are present in the intact CNS of a living animal. The antibody domains enabled further 

analysis of the functional effects of these aggregates. The transgenic expression of B10 and KW1  in 

vivo together with Aβ showed that oligomer targeting, but not fibril targeting, affects Aβ toxicity and 

fly  viability.  In  addition,  the  thesis  presented  data  that  reveal  specific  perturbations  of  the  Aβ 

aggregation process upon  co‐expression of KW1  in  vivo  and  the  subsequent  effects.  In particular, 

KW1‐  targeting  of Aβ(1‐40)  led  to  the  formation  of  neurotoxic Aβ(1‐40)  aggregates  in Drosophila 

melanogaster  while  the  Aβ(1‐42)  phenotype  was  completely  unaffected  by  KW1.  This  result 

demonstrated the potential of Aβ(1‐40) to contribute to AD pathology in vivo and also suggested that 

multiple toxic Aβ aggregates are required to elicit the full AD pathology rather than one single toxic 

Aβ aggregation species.  
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6. Zusammenfassung 

 

Die Alzheimersche Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung, die mit der Aggregation 

und Ablagerung der beiden Polypeptide Aβ und Tau einhergeht. bis zum heutigen Tage ist es unklar 

wie  die  Krankheit  einsteht  und  es  gibt  keine  Heilung.  Diese  Arbeit  konzentriert  sich  auf  das  Aβ‐

Peptid, welches post morgen  in den extrazellulären Plaques der Gehirne von Alzheimer   Patienten 

gefunden  wird.  Der  Aggregationsprozess  von  Aβ  wurde  bereits  in  vitro  aufgeklärt  und 

konformationssensitive  Antikörper  wurden  entwickelt,  um  einzelne  Aggregationsarten  zu 

untersuchen. 

Zwei  monoklonale  kamelide  Schwere‐Kette‐Antikörperdomänen,  bezeichnet  als  B10  und 

KW1, wurde  in dieser Arbeit verwendet. Diese Antikörperdomänen wurden  in vitro mittels Phagen‐

Display generiert, wobei Aβ Oligomere oder Fibrillen als Epitope  für die Selektion genutzt wurden. 

Beide Antikörperdomönen wurden eingehend in vitro charakterisiert und sind geeignete Werkzeuge 

um  ihre  entsprechenden  Zielaggregate mit  hoher  Selektivität  zu  binden.  Innerhalb  dieser  Arbeit 

wurden  die  beiden  Antikörperdomänen  in  Drosophila  melanogaster  eingebracht,  die  zusätzlich 

transgen  die  Peptide Aβ(1‐40), Aβ(1‐42)  oder Aβ(1‐42)arc  innerhalb  des  zentralen Nervensystems 

(ZNS)  exprimieren.  Fliegenmodelle  sind  ein  geeignetes  System,  um  aggregierende  Proteine  zu 

untersuchen, die an neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt sind. 

Die Ergebnisse zeigen, dass gezieltes konformationssensitives Binden von Aβ Aggregaten mit 

geeigneten Antikörperdomänen eine Möglichkeit  ist,  zu bestimmen, welche Aggregate  im  intakten 

ZNS  lebender  Organismen  vorkommen.  Zusätzlich  erlauben  die  Antikörperdomänen  weitere 

Analysen der  funktionalen Effekte dieser Aggregate. Die transgene Expression von B10 und KW1  in 

vivo zusammen mit Aβ zeigte, dass Oligomer‐Bindung, jedoch nicht Fibrillen‐Bindung, die Aβ‐Toxizität 

und  Lebenserwartung  von  Fliegen beeinflusst. Besonders, die Aβ(1‐40)‐Bindung durch KW1  führte 

zur Bildung von neurotoxischen Aβ(1‐40) Aggregaten in Drosophila melanogaster, während Aβ(1‐42) 

von  KW1  unbeeinflusst  blieb.  Das  Ergebnis  zeigte  das  Potenzial  von  Aβ(1‐40)  an  der  Alzheimer‐

Symptomatik in vivo mitzuwirken und deutete darauf hin, dass eher mehrere toxische Aβ Aggregates 

an  der  Ausprägung  der  Alzheimer  Pathologie  beteiligt  sind  als  eine  einzige  toxische  Aβ 

Aggregationsform. 
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8. Appendix 

Appendix A    Amino acid sequences 

 

 

 

Polypeptide chains expressed in Drosophila melanogaster (A), in Drosophila S2 cells (B) and E. coli (C). 

Underlined  is  the  secretion  signal  peptide  used  in  Drosophila.  Flag‐tags  (DYKD),  Myc‐tags 

(EQKLISEEDL) and His‐tags (HHHHHH) are marked  in bold and  italic. The coding sequence for B10  is 

highlighted in red and the coding sequence for KW1 is highlighted in blue.  
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Appendix B  Establishment of Drosophila melanogaster transgenic for 

bivalentantibody domains 

 

B.1.1 Generation of an inactive alkaline phosphatase 

In  vitro  studies  found  that B10 and KW1 have higher affinities when expressed as dimeric 

version. This was achieved by N‐terminal  fusion of each antibody domain  to alkaline phosphatase 

(AP), which  naturally  forms  dimmers  [292],  thus  leading  to  bivalent  B10  and  KW1 moieties.  Since 

alkaline phosphatase is a widely distributed enzyme that also exists in Drosophila melanogaster (Aph‐

1 ‐ Aph‐4) its expression may have an effect in the fruit fly. Therefore we decided to clone a mutated 

version of  the AP where  two  amino  acids were exchanged  to obtain  an enzyme whose  activity  is 

close to the level of non‐enzymatic reactions. Site‐specific mutagenesis of the Zn2+ and Mg2+ binding 

amino acid 51 (D51A) revealed that this mutant was not able to catalyse phosphate ester hydrolysis 

and a mutation  in the active site  (S102G) had a 6 x 105‐fold  lower efficiency compared to the non‐

mutated  enzyme  [293,  294].  Consequently,  the  double‐mutant D51A/S102G  should  lead  to  complete 

abolishing of the enzymatic activity of the alkaline phosphatase (B10APi). To prove this assumption 

the resultant alkaline phosphatase was fused to B10 and expressed in E. coli. After purification using 

a Ni‐NTA and a Q‐Sepharose column we obtained a pure fraction (≥ 95 %) containing B10APi as seen 

in a SDS‐PAGE (figure B.1.1 A). Afterwards the protein was tested  in a dot blot assay  in comparison 

with non‐mutated B10AP. Therefore Aβ1‐40 fibrils were bound to a nitrocellulose membrane (figure 

B.1.1 B). The protein load was examined using Ponceau S staining (left lane). Three more Aβ1‐40 fibril 

membranes  were  stained  with  either  B10AP,  B10APi  alone  or  in  combination  with  an  anti‐AP 

antibody  and  detection  with  anti‐rabbit‐AP  conjugated  secondary  antibody.  An  active  alkaline 

phosphatase  can  easily  be  detected  using  a  one  step  alkaline  phosphatase  substrate  (NBP/BCIP, 

Pierce). 

 

Figure B.1.1 Establishment of an  inactive alkaline phosphatase.  (A) Purification of B10AP_D51A/S102G  from 
E. coli leads to ≥ 95 % pure protein as demonstrated by SDS‐PAGE and a respective band around 66 kDa. (B) The 
binding of B10APi was tested in a dot blot assay. B10APi was tested alone (2nd lane) or detected using an anti‐
AP antibody (4th lane). The staining was done in comparison to a B10AP staining (3rd lane). Ponceau S was used 
to confirm equal protein loading. 
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Aβ1‐40 fibrils incubated with B10AP develop distinct dark purple signals, which are absent in case of 

the B10APi  incubation. To examine  the binding ability of B10APi a  third membrane was  incubated 

first with  the  B10APi  variant,  followed  by  detection  using  an  anti‐AP  antibody  and  subsequently 

developed  using  a  secondary  antibody  and  the  same  alkaline  phosphatase  substrate.  This  led  to 

resultant purple signals which were also concentration dependent but weaker, compared to the non‐

mutated B10AP. Nevertheless the blot demonstrates the abolished enzymatic activity of the mutated 

B10APi without losing its binding ability to Aβ(1‐40) fibrils.  

 

B.1.2 Characterisation of B10APi, B10mAPi and KW1APi 

Subsequently to the generation of an inactive AP variant, the gene for the AP double‐mutant 

was  cloned  into  the  existing  Drosophila  melanogaster  expression  plasmids  pUASTattB‐B10  and 

pUASTattB‐KW1 to obtain the bivalent antibody domains B10APi and KW1APiin vivo. Additionally the 

gene  sequence B10 was mutated  to generate a negative  control. With  respect  to  the  fact  that an 

amino acid exchange at position 39 and 61 results in a nearly complete loss of its binding ability [172] 

the same mutations R39A and R61A were introduced into the original B10 vector pGA4_B10 leading 

to  pGA4_B10R39AR61A  (B10m).  This  vector  was  then  used  to  generate  the  mutated 

variantpUASTattB‐B10mAPi.  

The  constructs  (figure B.1.2A) were used  to generate  transgenic Drosophila melanogaster and  the 

resulting  fly  lines were  crossed with  the  neuronal  driver  line Gal4‐elavc155.  The  transcription was 

analysed  by  RT‐PCR.  A  control  PCR  was  carried  out  using  rp49  primers  to  confirm  equal  cDNA 

quantities  in all PCR samples (figure B.1.2B). B10 and KW1 specific primers were used to determine 

the  transcription of  the  antibody domain displaying  strong  transcription  in  the  fly heads  and  also 

some expression in the remaining fly bodies (figure B.1.2C). No KW1‐mRNA was detected in WT flies 

or  in the absence of the elav driver. However, small amounts of B10‐mRNA and B10m‐mRNA were 

detected in the samples without the elav driver demonstrating that the construct is not fully inactive. 

A PCR using AP specific primers confirmed the existence of the AP in all three fly lines (figure B.1.2D) 

being transcribed in the same samples as the antibody domains. 

Western blot analysis was carried out to investigate the translation of the antibody domains 

(figure B.1.2E). Detection with the anti‐myc antibody shows strong bands at around 17 kDa only  in 

the fly heads similar to the distribution of the mRNAs. No bands are visible  in flies  lacking the elav 

driver. A  control  staining using  the  anti‐actin  antibody displays  indistinguishable bands  around 35 

kDa confirming equal protein  loading. These data revealed that all three dimeric antibody domains 

are translated correctly in the fly neurons.  
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A western blot using  the monoclonal antibody 6E10  (figure B.1.2F) demonstrated  that none of  the 

dimeric antibody domains has an influence on the overall expression level of Aβ. Again equal protein 

loading was confirmed using the anti actin‐antibody. 

 

 

Figure B.1.2 Expression of dimeric antibody domains in Drosophila melanogaster. (A) Schematic representation 
of the expression constructs. (B‐D) RT‐PCR analysis of B10‐, B10m‐ and KW1‐mRNA transcription in the head or 
remaining  body;  i.e.  thorax  and  abdomen,  of  different  fly  lines  as  indicated  in  the  panels.  Constitutively 
transcribed rp49 mRNA presented equal cDNA loading (B). Antibody‐domain specific primers were used in (C) 
and AP  specific primers  in  (D).  (E) Western blot with  an  anti‐myc primary  antibody  showed  strong band  at 
around 17 kDa in the fly heads upon expression and no band in absence of the elav driver. Anti‐actin western 
blot served as  loading control.  (F) Western blot with 6E10 primary antibody  to detect Aβ displayed a strong 
band  at  around 4  kDa  in Aβ  expressing Drosophila melanogaster. Anti‐actin western blot  served  as  loading 
control.  
 

A survival assay was carried out to determine the lifespan of the flies expressing the dimeric 

antibody domains B10APi, B10mAPi and KW1APi. 100 flies per genotype were analysed to determine 

the medium survival. The obtained survival plots (figure B.1.3A) demonstrated a medium survival of 

44 ± 0.46 days for the WT flies. Flies expressing B10APi lived slightly longer (48 ± 0.11 days). Similar 

values were obtained for B10mAPi (48 ± 0.42 days) and KW1APi flies (49 ± 0 days). 

A negative‐geotaxis assay was carried out to estimate the climbing ability of the flies (figure B.1.3B). 

All young flies were highly agile and the mobility decreases during ageing. All WT flies were immobile 

by  day  30.  Expression  of  B10APi,  B10mAPi  or  KW1APi  did  not  lead  to  any  obvious  difference 

compared to the WT flies.  
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Figure  B.1.3  Phenotypic  characterisation  of  bivalent  antibody  domains  in  Drosophila  melanogaster.  (A) 
Percentage of survival  from an  initial stock of 100  flies per genotype. The  lifespan of B10APi  (red), B10mAPi 
(orange) and KW1APi (blue) expressing flies is compared to WT  flies (black). (B) Fraction of flies, reaching the 
vial  top within 45  sec  relative  to  total number of  flies  and depending on  fly age. Error bars  show  standard 
deviation  from  three  independent  experiments using 15  flies  each.  The  climbing  ability of B10AP  (red)  and 
KW1AP (blue) flies is shown in comparison to WT flies (black).   

 

All  three  dimeric  antibody  domain  fly  stocks  were  used  subsequent  to  establish  double 

transgenic  Drosophila  melanogaster  stocks  for  further  analysis.  The  flies  were  crossed  with 

Drosophila melanogaster transgenic for Aβ(1‐40), Aβ(1‐42) and Aβ(1‐42)E22G (see method 2.2.1.2). 

This led to the following fly lines:   

 

Table B.1Drosophila melanogaster double transgenic for Aβ and B10APi, B10mAPi or KW1APi. 

+/+; B10APi/CyO; Aβ40/TM6B  +/+; B10APi/CyO; Aβ42/TM6B  +/+; B10APi/CyO; Aβ42arc/TM6B 
+/+; B10mAPi/CyO; Aβ40/TM6B  +/+; B10mAPi/CyO; Aβ42/TM6B  +/+; B10mAPi/CyO; Aβ42arc/TM6B 
+/+; KW1APi/CyO; Aβ40/TM6B  +/+; KW1APi/CyO; Aβ42/TM6B  +/+; KW1APi/CyO; Aβ42arc/TM6B 

 

 

B.2. Dimeric antibody domains do not lead to different phenotypes 

In vitro studies enclosed that B10 and KW1 have higher affinities for their respective species 

when  expressed  as  dimeric  variants  (3.4).  Drosophila  melanogaster  transgenic  for  the  dimeric 

antibody  domains  B10APi  and  KW1APi  and  Aβ  were  crossed  with  the  neuronal  driver  line 

Gal4‐elavc155. The offspring was analysed regarding  their  lifespan and climbing ability  (figure B.2.1). 

For both assays the flies were raised and kept at 29°C during the whole experiment with fresh food 

every  two  days.  Additionally,  the  double  mutant  B10mAPi  was  included  into  the  examination 

because it has been shown to lack its binding ability to Aβ fibrils [172].  

The measurement of the lifespan and the climbing ability of Aβ42arc flies is shown in figure 

B.2.1A,D. The Aβ42arc  flies have a medium  survival of 7 ± 0.1 days and  lose  their  climbing ability 
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within  5  days.  Upon  expression  of  B10APi,  KW1APi  and  B10mAPi  these  values  do  not  change 

significantly  presenting  medium  survivals  of  7  ±  0.03  days,  7  ±  0.05  days  and  7 ± 0.07 days, 

respectively. Thus, none of the dimeric antibody domains has an effect on the phenotype of Aβ42arc 

flies. Analysing Aβ42 flies leads to similar results. The medium survival of Aβ42 flies is 33 ± 0.31 days 

and by day 20 all flies are immobile. None of the three dimeric antibody domains alter the medium 

survival  values  significantly.  B10APi;Aβ42  flies  have  a medium  survival  of  32  ±  0.29  days  while 

KW1APi;Aβ42  flies present a medium  survival value of 32 ± 0.26 days and  the medium  survival of 

B10mAPi;Aβ42  flies  is 30  ± 0.55 days. Neither B10APi nor KW1APi  change  the progression of  the 

climbing ability curve  (B10mAPi was not  tested). Finally  the phenotype of Aβ40  flies was assessed 

upon expression of the dimeric antibody domains. As seen before the Aβ40 flies behave like WT flies 

showing a medium survival of 43 ± 0.6 days. These flies have the slowest decline of the lifespan and 

are  immobile by day 26. Compared to Aβ40 flies alone all three antibody domains B10APi, KW1APi 

and B10mAPi lead to a reduced lifespan (medium survival of 33 ± 0.31 days; 35 ± 0.68 days and 33 ± 

0.49  days,  respectively). No  effect  is  seen  on  the  climbing  ability when  B10APi  or  KW1APi  is  co‐

expressed (B10mAPi was not tested).  

 

Figure B.2.1 Phenotypic  characterisation of  the dimeric antibody domains  in Drosophila melanogaster.  (A‐C) 
Lifespan measurement and (D‐E) determination of climbing ability of Aβ42arc (A,D), Aβ42 (B,E) and Aβ40 (C,F) 
flies  in presence or absence of the dimeric antibody variants B10APi (red curve), KW1APi (blue) and B10mAPi 
(orange). All Aβ variants without antibody domain are displayed in the black curves. Error bars in D‐F stand for 
standard deviation of three independent measurements using 15 flies each. 

 

To investigate this result further the Aβ(1‐40) concentration in all four Aβ fly lines used in the 

survival  assay  in  figure B.2.1E was  characterised. Western blot  analysis was  carried out using  the 
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antibodies  6E10  (Aβ)  and  anti‐actin.  The  anti‐actin  staining  in  figure B.2.2  confirms  equal  protein 

loading in all samples while the 6E10 staining reveals no difference in the band intensity and thus no 

difference  in the Aβ concentration. Because B10mAPi does not bind to Aβ fibrils this result  is more 

likely due to the flies itself and cannot be trusted. 

 

Figure B.2.2 The Aβ40 level is not affected by the co‐expression of the dimeric antibody domains. Western blot 

analysis was carried out to determine the expression level of Aβ(1‐40) upon co‐expression of B10APi, KW1APi 

and B10mAPi. The monoclonal antibody 6E10 was used for detection of Aβ while anti‐actin staining displayed 

equal protein loading. 
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of  time.  I  also  thank  you  for  all  experimental  ideas  that  helped me  solve many 
unanswered questions. 

 
To all my friends: You made me laugh every time I was down. Thanks for your support during 

hard times and all the times we spent together. 
 
To my family: You know how challenging  it was for me to do the PhD.  I thank my parents, 

who supported all my decisions and encouraged me to make my own way. I’m proud 
we’ve come that far. I would also like to thank Olaf for being with me all the time and 
help to see my problems so much smaller. 

 
To all people I’ve met during my PhD: The sun not always shines in live – but you made every 

day a bit brighter. I’m grateful to have started and finally finished my PhD. 
 
 



EIDESSTAATLICHE ERKLÄRUNG      120 
 

 

Eidesstaatliche Erklärung 

 
Hiermit erkläre  ich  an Eides  statt, dass die  vorliegende Arbeit  gemäß der Promotionsordnung der 

Naturwissenschaftlichen  Fakultät  der Martin‐Luther‐Universität  Halle‐Wittenberg  vom  13.06.2012 

selbstständig und nur unter Benutzung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel erstellt wurde. 

 

Ich  versichere,  dass  ich  mich  mit  dieser  Arbeit  weder  an  der  Martin‐Luther‐Universität  Halle‐

Wittenberg,  noch  an  einer  anderen  Einrichtung  um  die  Erlangung  eines  akademischen  Grades 

beworben habe.  

 

 

Halle (Saale), d.20.11.2012 

 

 

Jessica Wacker 


