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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung (AD) spielt Amyloid-betai-42 (AB1-42)
eine zentrale Rolle. Es gilt als eines der neuropathologischen Hauptmerkmale der AD
und ist Hauptbestandteil der Amyloid-Plaques. Des Weiteren zeigen bestimmte
Aggregations-Intermediate von ABi-42 neurotoxische Eigenschaften vermittelt durch
die Bindung an das Prion-Protein (PrP¢). PrP¢ wird auf der Membran von Exosomen
verstarkt exprimiert. Dort ist es in der Lage mit ABi142 zu interagieren und einen
Komplex zu bilden.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Analyse der Rolle des Exosomen-APi-s2-
Komplexes in der Pathogenese der AD. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der
Exosomen-ABi-42-Komplex in vivo im Gehirn von Mausen zu einer Rekrutierung von
Mikroglia-Zellen fuhrt. Diese fuhren zu einer gesteigerten Degradation des Komplexes.
Der Exosomen-AB1-42-Komplex liel? sich des Weiteren in humanen Liquor-Proben von
Patienten verschiedener AD-Risikogruppen nachweisen, wobei sich keine direkte
Korrelation der Menge des im Liquor nachgewiesenen Exosomen-Afi-42-Komplexes
mit dem Verlauf der AD-Pathogenese darstellte. Die Menge an Exosomen nimmt im
Liqguor mit fortschreitendem AD-Krankheitsverlauf tendenziell ab. Begrindet kénnte
dies durch eine reduzierte Drainage von ABi-42 aus dem Gehirn im Verlauf der AD-
Pathogenese sein, welches Ablagerung von AB1-42 im Gehirn férdern wirde.

Das exosomale Prion-Protein (ePrP¢) ist maRgeblich an der Bildung des Exosomen-
AB1-42-Komplexes beteiligt. Mittels Kleinwinkel-Rontgenstreuungs-Messungen und
ATR-Infrarotspektroskopie konnte gezeigt werden, dass ePrP¢ einen direkten Einfluss
auf die Aggregationskinetik von AB1-42 hat. Es fordert die Bildung von Amyloid-Fibrillen
in B-Faltblatt-Strukturen Uber spezifische AB-Aggregations-Intermediate. Exosomen
ohne ePrP¢ zeigten keine vergleichbare Einflussnahme auf die AR142-
Aggregationskinetik. Um ein gezieltes Tracking des Exosomen-ARi-s2-Komplexes in
biologischen Systemen zu ermdéglichen wurde in Rahmen dieser Arbeit eine Methode

zur longitudinal stabilen Funktionalisierung von Exosomen etabliert.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Aufgrund des demografischen Wandels in unserer modernen Gesellschaft erhdht sich
die Inzidenz neurodegenerativer Erkrankungen vor allem in den Aalteren
Bevolkerungsschichten 1. Zu den neurodegenerativen Erkrankungen gehoren
beispielsweise die Alzheimer-Erkrankung (AD = engl.. alzheimer’s disease), die
Parkinson-Erkrankung, = Motoneuronen-Erkrankungen  wie die  amyotrophe
Lateralsklerose und darliber hinaus Prion-Erkrankungen wie die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit, wobei die Prion-Erkrankungen nicht mit dem Alter zunehmen. All diesen
Erkrankungen ist die Aggregation und Ablagerung fehlgefalteter, endogener Proteine
und der daraus resultierende progressive und irreversible Untergang von Neuronen
gemein 23, Patienten neurodegenerativer Erkrankungen zeigen verschiedene Formen
von kognitiven, neurologischen und psychiatrischen Symptomen 4.

Die AD stellt mit etwa 25 Millionen Patienten weltweit die am haufigsten auftretenden
Form der Demenz dar 6. Neuropathologisch gekennzeichnet ist diese Erkrankung
durch extrazellulare Amyloid-beta-Plaques (AB-Plaques) sowie intrazelluléaren
Anreicherungen von hyperphosphoreliertem Tau-Protein-Aggregaten (Tangles),
welche zu einem Absterben von Neuronen fithren 7. Aufgrund der kontinuierlich
steigenden Lebenserwartung kommt es vermutlich bis zum Jahr 2050 zu einer
rasanten Zunahme der Anzahl an Neuerkrankungen auf ca. 135 Millionen Patienten 8.
Aktuell liegt fur die AD keine Kausaltherapie vor, weshalb die Erkrankung sowohl fur
die Patienten und deren Angehdérigen als auch fir unser Gesundheitssystem eine hohe
Belastung darstellt. Die Untersuchung der molekularen Mechanismen der Alzheimer-
Erkrankung sind von grofRer Bedeutung, um die Ursache der Krankheit zu verstehen

und neue Therapieansatze zu entwickeln.

1.1.1 Historie der Alzheimer-Erkrankung

Erstmals beschrieben wurde die AD 1907 von dem deutschen Nervenarzt und
Neuropathologen Alois Alzheimer in einer Abhandlung mit dem Titel ,Uber eine
eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“ °. Darin beschrieb er den Fall der 1901 in eine
psychiatrische Klinik in Frankfurt am Main eingewiesenen Patientin Auguste Deter (51

7
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Jahre). A. Alzheimer untersuchte und dokumentierte ihren Krankheitsverlauf Gber 5
Jahre. Er beschrieb progressive Gedachtnisstérungen, Halluzinationen, Apraxien
(neurologische Bewegungsstdrungen) sowie sensorische und motorische Aphasien
(schwere Sprach- und soziale Verhaltensstorungen). Nach ihrem Tod im Jahre 1906
wurde eine Autopsie durchgefuihrt, bei welcher eine schwere Atrophie des Gehirns
sowie intrazellulare neurofibrillare Tangles und extrazellulare Proteinablagerungen
beobachtet werden konnten. Auguste Deter war somit der erste beschriebene Fall fur

die heute als Alzheimer-Erkrankung bekannte Form der Demenz 1°,

1.1.2 Pravalenz, Epidemiologie und Atiologie der Alzheimer-Erkrankung
Demenzen stellen, neben den Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Bluthochdruck und
Diabetes, eine der Haupttodesursachen in den westlichen Landern dar. Die AD ist die
am haufigsten auftretende Form der Demenz und Hochrechnungen beschreiben, dass
sich die Pravalenz dieser Erkrankung ungefahr alle 5 Jahre verdoppelt 1112,

Die AD kann vereinfacht in zwei Subtypen unterteilt werden. Die frih einsetzende
Form der AD (EOAD, engl.: early onset AD) tritt vor dem 60. — 65. Lebensjahr auf.
Etwa 10% der AD Félle sind diesem Subtyp zuzuordnen. Der zweite Subtyp wird als
spat auftretende AD (LOAD, engl.: late onset AD) bezeichnet, welche rund 90% der
AD Falle ausmacht 3. Hier tritt die Symptomatik nach Erreichen des 60. — 65.
Lebensjahres auf. Darliber hinaus kann die AD eine sporadische oder genetische
Ursache aufweisen. Die sporadische AD (SAD) wird wahrscheinlich durch multiple
genetische Ursachen und/oder Umweltfaktoren ausgelost. Dies gilt vor allem fir die
LOAD 4, Bei der EOAD hingegen kdnnen bis zu 60% der auftretenden AD Falle auf
eine vererbbare genetische Ursache (familiare AD = FAD) zurlickgefuihrt werden .
Beispiele hierflr sind Mutationen des Prasenilin-1- oder Prasenilin-2-Gens sowie
Mutationen im Gen des Amyloid-Vorlauferproteins (APP, engl.: amyloid precursor
protein) 1416, Diese Mutationen fordern unter anderem die Aggregation von aus APP
entstehendem AR sowie die Bildung neurofibrillarer Tangles .

Daruber hinaus gibt es verschiedene Risikofaktoren, die eine Erkrankung an Alzheimer
beglnstigen. Der physiologische Hauptrisikofaktor ist das Alter. Bei der
Bevolkerungsgruppe der unter 65-Jahrigen ist die Pravalenz mit 1:1000 relativ niedrig.
Dies andert sich drastisch bei der Betrachtung der tGber 65-Jahrigen, bei welchen die
Pravalenz bereits bei 1:20 18 liegt. Der genetische Hauptrisikofaktor ist das

Apolipoprotein E (ApoE). Dieser Lipid-Transporter liegt beim Menschen in drei
8
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verschiedenen Isoformen (ApoE2, ApoE3, ApoE4) vor, welche in unterschiedlicher
Verteilung in der Bevolkerung auftreten °. Fir die Isoform ApoE2 konnte gezeigt
werden, dass sie den Ausbruch der FAD deutlich verzégert 2°. Die Isoform ApoE3
konnte nicht in Verbindung mit der Entwicklung einer AD gebracht werden und liegt
homozygot bei ca. 60% der Bevolkerung vor 2. Ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung
einer SAD besteht fir die Trager der Isoform ApoE4 2. Des Weiteren wurden die Gene
PLD3 (engl.: phospholipase D3) und TREM2 (engl.: triggering receptor expressed on
myeloid cells 2) als weitere genetische Risikofaktoren fiir die SAD identifiziert 22-24,
Weitere Studien beschreiben, dass in Reaktion auf AB-Ablagerungen im Gehirn die
Aktivitat von Mikroglia-Zellen beeinflusst wird, welche sich auf die AD-Pathogenese
auswirkt 2°.

Je nach Stadium der AD, in welcher die Diagnose gestellt wird, variiert die
Uberlebenszeit der betroffenen Patienten zwischen 8 und 10 Jahren. Da sich eine AD
unterschiedlich schnell entwickelt und der Ausbruch der ersten deutlichen Symptome
von Fall zu Fall variiert, kommt es zu unterschiedlich ausgepragten Progressionszeiten
26 Aktuell ist die Erkrankung einige Jahre vor den ersten auftretenden Symptomen,
durch die Kombination verschiedener Testverfahren, nachweisbar 27?8, Eingesetzt
werden hierbei psychometrische Tests (Feststellung der Gedachtnisleistung),
bildgebende Verfahren (Feststellung von Veranderungen im Gehirn), Liquordiagnostik

und Gentests 29
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Abbildung 1.1: Auftreten ausgewahlter Todesursachen aller Altersgruppen in den Jahren 2000 — 2013 *2,

Es zeigt sich eine deutliche Zunahme der AD (71%) als Todesursache im Vergleich zu anderen prominenten Erkrankungen wie
HIV (humanes Immundefizienz-Virus), Schlaganfallen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und verschiedenen Tumoren. (enthommen
aus Gaugler et al., 2016)
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1.1.3 Neuropathologie der Alzheimer-Erkrankung

Neuropathologisch zeichnet sich die AD durch den Untergang von Neuronen
vorwiegend im zerebralen Cortex aus. Besonders betroffen sind dabei der mediale
Temporallappen einschliel3lich des Hippocampus sowie die Parietal- und
Frontallappen. In Folge dessen tritt eine kortikale Atrophie sowie eine Schrumpfung
der Hirnrinde und eine Erweiterung der Ventrikel (Liquorraume) auf 3031, Ein
neuropathologisches Hauptmerkmal der AD ist wie bereits zuvor erwahnt das
Auftreten mikroskopisch nachweisbarer extra- und intrazellularer
Proteinablagerungen. Extrazellular kommt es zur Bildung von senilen AB-Plagues,
intrazellular zu einer Bildung neurofibrillarer Tangles bestehend aus
hyperphosphoreliertem Tau-Protein 7. Des Weiteren lassen sich haufig Neuropilfaden,
dystrophische Neuriten, eine zerebrale Inflammation sowie eine assoziierte
Astrogliose beobachten 2.

Nach der ,Amyloid-Kaskaden-Hypothese“ wurde lange angenommen, dass AB-
Fibrillen und dessen Plagues das neurotoxische Agens sind 33. Aktuell hingegen
tendiert die Wissenschaft hingegen zu der Annahme, dass losliche AB-Oligomere zum
Untergang von Neuronen beitragen und die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins

beglnstigen 3435,

Abbildung 1.2: Neuropathologische Merkmale der AD, mikroskopisch nachweisbare extra- und intrazellulare
Proteinablagerungen.

(A) AB-Plaque im frontalen Cortex in einer H&E-Farbung. (B) Intraneuronales Tau-Tangle im Hippocampus in einer H&E-Farbung.
(C) Durch Silberfarbung hervorgehobener AB-Plaque neben einem Tau-Tangle. (D) AB-Plague in einer immunhistochemischen
Farbung gegen AB.(E) Tau-Tangle in einer immunhistochemischen Farbung gegen das Tau-Protein. (modifiziert aus A. Serrano-

Pozo et al., 2011%?)
10
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1.1.4 Therapie der Alzheimer-Erkrankung

Eine Kausaltherapie der AD ist aktuell nicht mdglich und die pharmakologische
Behandlung ihrer Symptome ist nur begrenzt wirksam sowie mit erheblichen
Nebenwirkungen verbunden 36.

Zur pharmakologischen Behandlung der AD sind aktuell nur vereinzelte Praparate
zugelassen, Beispiele hierfir sind: ein Cholinesterase-Inhibitor sowie ein N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptorantagonist. Diese zielen darauf ab, kognitive und weitere
Verhaltensauffalligkeiten zu lindern. Der Einsatz dieser Medikamente verzogert den
Krankheitsverlauf jedoch nicht. Des Weiteren zeigen sie Nebenwirkungen, welche
kontrovers diskutiert werden 36-3°. Weitere pharmakologische Behandlungsansatze
zielen auf den Abbau von AB1-42 und hyperphosphoreliertem Tau ab 4.
Nichtpharmakologische Behandlungsmethoden fur AD-Patienten oder anderer
Demenzformen sind ein unterstiitzender Therapieansatz. Dazu zahlen Ubungen zur
Erhaltung motorischer Fahigkeiten, kognitives Training, sowie das Verwenden
moderner Technik (virtuelle Realitat) fur interaktive Therapiespiele. Allerdings ist deren

klinische Relevanz bisher nicht bewiesen 36.

1.2 Amyloid-beta

AB-Plaques, bestehend aus dicht gepacktem fibrillarem AR, sie sind neben den
Tangles eines der neuropathologischen Hauptmerkmale der AD 4442, AB entsteht
durch die proteolytische Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins (APP) 743, Die
Menge des im Gehirn vorhandenem AB-Proteins wird beeinflusst durch eine verstéarkte

Produktion und einem eventuell verringertem Abbau des Proteins 44.

1.2.1 Amyloid-Vorlauferprotein

Das Amyloid-Vorlauferprotein ist ein integrales 110 — 135 kDa grof3es Typ-1-
Transmembranprotein, bestehend aus einer N-terminalen extrazellularen Domane,
einer singularen  Transmembranregion und einer kurzen C-terminalen
zytoplasmatischem Domane %°. Es wird ubiquitar im Zentralnervensystem (ZNS) von
Neuronen, Astrozyten, Mikroglia-Zellen, Endothelzellen und einigen nicht neuralen
Zelltypen exprimiert 4647, Zusammen mit den APP-ahnlichen Proteinen APLP-1 and -
2 (engl.: APP-like proteins 1, 2) gehort es zu einer hoch konservierten Proteinfamilie
4849 Welche physiologische Funktion APP erfillt, ist aktuell nicht klar definiert 4°.

11
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Studien zeigen einen Einfluss bzw. eine Beteiligung an Prozessen wie der
Zellproliferation und -differenzierung, dem Wachstum von Neuriten, der Zellmigration

und -adhésion, der Synaptogenese sowie einiger neuroprotektiver Prozesse °0-4,

1.2.2 APP-Prozessierung

APP kann auf unterschiedlichen Wegen prozessiert werden. Aus dem nicht-
amyloidogenem Weg entstehen Produkte, denen neuroprotektive Wirkungen
zugeschrieben werden. Bei der amyloidogenen APP-Prozessierung hingegen entsteht
unter anderem das neurotoxische APi-42. Im physiologischen Zustand koexistieren
beide Wege *°.

Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung (a-sekretorische Prozessierung) kommt
es zuerst zu einer Spaltung mittig der AB-Sequenz an den Aminosauren (AS) 16 - 17
durch die Aktivitat einer a-Sekretase °°. Die hierbei beteiligten Metalloproteasen mit a-
Sekretase-Aktivitat sind Mitglieder der ADAM- (engl.: a disintegrin and
metalloproteinase domain) Familie (ADAM10 und ADAM17/TACE) 5758, Aus dem
ersten Prozessierungsschritt entsteht das an der Plasmamembran verankerte 83 AS
groBe C-terminale-Fragment aCTF (auch C83), sowie das losliche N-terminale-
Fragment sAPPa (engl.: soluble APP), welches in den extrazellularen Raum entlassen
wird und in seiner physiologischen Funktion am Wachstum von Neuriten und Axonen
beteiligt ist 5960, Das aCTF wird anschlieRend durch eine y-Sekretase in einer
Intramembranproteolyse zu dem sezernierten P3-Peptid und dem zytosolischem AICD
(engl.: APP intracellular domain) umgesetzt 7:5661.62  A|CD ist in der Lage im Zellkern
als Transkriptionsfaktor zu fungieren oder im Komplex mit anderen Proteinen Einfluss
auf die Signaltransduktion zu nehmen 63,

Bei der amyloidogenen Prozessierung von APP (B-sekretorische Prozessierung)
erfolgt innerhalb der N-terminalen extrazellularen APP-Doméne zuerst eine Spaltung
durch die B-Sekretase Aspartylprotease BACE1l (engl.: beta-site APP-cleaving
enzyme 1). Hierbei entstehen zwei Spaltprodukte: das in den extrazellularen Raum
entlassene l6sliche sAPPB sowie das membranstandige C99-Fragment %5, Die weitere
Spaltung des C99-Fragmentes erfolgt in einer Intramembranproteolyse durch eine y-
Sekretase, identisch zur nicht-amyloidogenen Prozessierung, wodurch extrazellular
AB und intrazellular das AICD-Fragment entsteht 4. Diese finale Spaltung des C99-
Fragmentes ist nicht prazise und kann zwischen den AS 37 — 43 erfolgen. Daraus
resultierend entstehen AB-Peptide verschiedener Langen 9. Die Hauptprodukte
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hierbei sind AB1-40 (~ 90%), das in der AD beteiligte neurotoxische ABi-42 (~ 5 — 10%)

sowie kleinere Peptide wie AB1-37 und AB1-3s (~ 5%) 6.

Non-amyloidogenic Amyloidogenic
% & T
Q oo \ i e _x_f I.fff;ste S
AR AP T o Y i Lo

y-Secretas ecretase

DL et o LML LUNULUAL o el UL
(\ (&) o (&)

AICD CTFa (C83) CTFB (C99) AICD

Abbildung 1.3: Prozessierungen des human APP ¢,

In der nicht amyloidogenem Prozessierung von APP (links), kommt es durch a- und y-Sekretaseaktivitat zur Bildung des
extrazellularen sAPPa- und P3-Peptides. Bei der amyloidogenem Prozessierung (rechts) hingegen fuhrt die - und y-
Sekretaseaktivitat zur Bildung von extrazellularem sAPPB sowie verschieden grofRRen, teils neurotoxischen, AB-Spezies.
(entnommen aus Chen GF et al., 2017)

1.2.3 Amyloid-betai-42

AB1-42 ist die dominante Spezies in den AB-Plaques und spielt vermutlich eine zentrale
Rolle in der AD-Pathogenese %69, Im Vergleich zu anderen AB-Spezies zeigt ABR1-42
die hdchste Tendenz zur Aggregation und weist potente neurotoxische Eigenschaften
auf 4470 Strukturell bestehen AB1-42-Peptide aus a-Helices sowie aus parallelen und
antiparallelen B-Faltblattstrukturen. Die ausgebildete C-terminale Hydrophobizitat des
Peptides wird in Verbindung mit seiner Toxizitat und dem Aggregationsverhaltens von
AB1-42 gebracht "1-73, Das durch die amyloidogene APP-Prozessierung gebildete AB1-
42-Monomer unterliegt einer Aggregationskaskade, welche in zwei Phasen erfolgt: der
Nukleationsphase und der Elongationsphase. In der Nukleationsphase kommt es
durch eine Konformationsédnderung des Api-42-Monomers zu einer gesteigerten

Tendenz der Selbstaggregation. Es bilden sich die neurotoxischen AB1-42-Spezies von
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Dimeren bis hin zu I6slichen ABi-42-Oligomeren. Diese ABi-42-Oligomere dienen in der
anschlieBenden, langsamer ablaufenden Elongationsphase als Keim fur die Bildung
von Protofibrillen und unléslichen Amyloid-Fibrillen. Bei diesem Prozess werden ABi-
s2-Monomere fur das weitere Wachstum der Amyloid-Fibrillen rekrutiert. Die
Nukleationsphase findet unter energetisch ungunstigen Verhaltnissen statt und
schreitet daher im Vergleich zur Elongationsphase deutlich langsamer voran 4.

Im Gegensatz zur 1992 aufgestellten ,Amyloid-Kaskaden-Hypothese®, welche einen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Amyloid-Fibrillen in senilen Plagues und
den fortschreitenden neurodegenerativen Prozesse der AD beschreibt 7°, liegen die
neurotoxischen Eigenschaften des ABi-42 aus heutiger Sicht bei den kleinen Iéslichen
AB1-42-Oligomeren 76, Dies wird durch die Erkenntnis unterstiitzt, dass die Bildung und
das Auftreten von senilen Plaques einige Zeit vor dem Auftreten erster Symptomatiken
bei AD-Patienten nachweisbar sind ’’. Die monomere Form des AB1-42 hingegen hat

keine nachgewiesenen neurotoxischen Eigenschaften 8.

1.2.4 molekulare Mechanismen der AB1-42-Neurotoxizitat

Fur AB1-42 ist eine hohe Diversitat an toxischen Wirkungsmechanismen beschrieben,
welche in Bezug auf die AD sowohl in vitro als auch in vivo experimentell
nachgewiesen werden konnen 728, Allerdings sind die genauen physiologischen und
pathologischen sowie die Vermittlung der Toxizitat von AB1-42 in der AD-Pathogenese
nicht bekannt 8%, Die bisher in Studien beschriebenen Effekte, welche durch ABi-42
ausgelost werden, sind in diverse Mechanismen unterteilt. Beschrieben sind
beispielsweise Zusammenhange mit oxidativem Stress, Funktionsstérungen von
Mitochondrien, synaptische Dysfunktion, Veranderungen der Membranpermeabilitét,
Inflammation und Excitotoxizitat durch die Beeinflussung von Rezeptoren, welche mit
Neurotransmittern interagieren 80-85,

AB1-42 hat dartiber hinaus einen direkten Einfluss auf den oxidativen Stress im Gehirn,
welches nur geringe Kapazitaten aufweist, mit diesem umzugehen. Interaktionen von
AB1-42 und redoxaktiven Metallen kdnnen Kaskaden auslésen, welche zur Bildung von
oxidativem Stress und chemisch modifizierten Formen von ABi-42 flihren &°.

Die Anreicherung von AB1-42 fihrt des Weiteren an Nervenzellen zur Beeintrachtigung
der Regulation der Langzeit-Potenzierung (LTP) sowie der Langzeit-Depression
(LTD). Der durch die pathologische Akkumulation von AB1-42 forcierte Untergang von
Synapsen wird auf eine Reduzierung der glutaminergischen Transmission an den
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Synapsen zurtickgefuhrt 8-, Verschiedene Studien zeigen, dass der Einfluss von
AB1-42 auf die LTP/LTD durch eine Desensibilisierung des NMDA-Rezeptors (NMDAr)
zustande kommt. Die NMDAr regulieren die Menge des intrazellularen Calciumlevels
und spielen dadurch eine zentrale Rolle beim Einleiten der LTP bzw. LTD 9091,
Neben NMDAr sind weitere Rezeptoren und Signaltransduktionswege beschrieben,
mit denen AB1-42 interagiert. Zu diesen gehdren die AMPA-Rezeptoren (engl. a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor), deren Anzahl an der
Postsynapse durch ABi42 reduziert wird 8%%2, Cholinerge Rezeptoren, wie der a7-
Nikotin Rezeptor, spielen eine wichtige Rolle bei der Internalisierung von ABi-42 in
cholinerge Neuronen und tragen somit zur selektiven Toxizitat von AB1-42 in der AD bei
80.93 Einer der prominentesten Rezeptoren auf Neuronen, mit dem AB1-42 interagiert ist
das zellulare Prion-Protein (PrPC). Diese Interaktion flhrt zur Aktivierung der
Tyrosinkinase Fyn sowie zur Aktivierung von NMDAr. In beiden Fallen werden
Signalkaskaden ausgelost, die zum Untergang von Neuronen filhren kénnen °4.
Weitere Rezeptoren, die durch die Bindung von APi42 zu der Auslésung von
zellschadigenden Signalkaskaden fiihren, sind der Insulin-Rezeptor, Toll-ahnliche
Rezeptoren und RAGE (engl. receptor for advanced glycation endproducts) .

Des Weiteren fiihrt die Interaktion von ABi-a2 mit Neuronen zu einer Storung der
Translokation und Phosphorylierung des Tau-Proteins in den Dendriten und somit zur
Bildung von neurofibrillaren Tangles, zur Dysregulation der Calcium-Homdoostase und
verstarkt zu oxidativen Stress °°. Zudem kommt es durch die Anreicherung von AB1-42
zur Fehlregulation der Mitochondrien und Neuroinflammation aufgrund einer anomalen
Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten 0.9,

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen negative Effekten von ABi-42, welche
zumeist mit einer pathologischen ABi-42-Expressionserhéhung einhergehen, zeigen
verschiedenen Studien positive Eigenschaften von AB1-42. Beschrieben wurde hierbei,
dass APi42 in geringen Mengen antioxidative Wirkmechanismen unterstitzt,

neuroprotektive Effekte aufweist und die LTP fordert 8°.
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1.3 Das zellulare Prion-Protein (PrP¢)

1.3.1 Struktur und Funktion

PrP¢ ist ein membranassoziiertes Glykoprotein, welches auf Neuronen stark exprimiert
wird. Geringere Mengen PrP€ finden sich auch auf anderen Zelltypen wie lymphoiden
Zellen und Myozyten °-9, Fiir PrP¢ sind unterschiedliche physiologischen Funktionen
in verschiedenen Zell- und Gewebetypen in der Literatur beschrieben worden °°. Dazu
gehort die Beteiligung am Entwicklungsprozess von Zellen und Geweben 100101 gn
der Zelladhasion 192103 dem Wachstum von Neuriten, die axonale Differenzierung und
die Entstehung von Synapsen °9104-108 Des Weiteren ist bekannt, dass PrP¢ eine
Rolle bei der Neuroprotektion spielt 19°-111 an der Regulation des Rhythmus *? sowie
an der Aufrechterhaltung der Myelinscheiden beteiligt ist 13, Dartber hinaus erfullt
PrP¢ vielfaltige Funktionen in verschiedenen Signaltransduktionswegen 99:114.115,
Struktuell besteht PrP¢ aus einer unstrukturierten N-terminalen Domane, welche eine
neurotoxische Domane, einen hydrophoben Kern und eine Oktarepeat-Region
aufweisen. An der Oktarepeat-Region kommt es zu einer Bindung mit Cu?*, welche
Interaktionen mit B-Faltblatt-reichen Proteinen vermittelt. Des Weiteren beststeht PrP¢
aus einer globularen strukturierten C-terminalen Untereinheit, welche hauptséchlich
aus o-helikalen Bestandteilen aufgebaut ist und zwei variabel besetzte
Glykosylierungsstellen tragt. Fur die Verankerung in der &uf3eren Schicht der
Zellmembran dient C-Terminal ein GPI- (engl.: glycosylphosphatidylinositol) Anker.
Lokalisiert ist PrP¢ in cholesterinreichen Doméanen auf der Zelloberflache,
sogenannten Lipid-Rafts 98116117  prpC durchlauft wie APP eine proteolytisch
Prozessierung, welche hochkonserviert ist. Die dadurch entstehenden Fragmente
stehen in Verbindung mit den bereits erwahnten physiologischen Funktionen sowie zu
neurodegenerativen Erkrankungen 18,

Das wohl bekannteste Beispiel fur die Beteiligung des PrP¢ in einer
neurodegenerativen Erkrankung sind die Prion-Erkrankungen, zu welchen die humane
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit oder auch die bovine spongiforme Enzephalopathie
(BSE) zahlt. PrPC ist dabei der grundlegende Bestandteil und das Substrat im Prozess
der Fehlfaltung von PrP¢ zu PrPS¢, welcher den tbertragbaren Prion-Erkrankungen zu
eigen ist 29119121 Durch eine Fehlfaltung der physiologischen Form des PrP¢ entsteht
das infektiobse PrPS¢ (engl.: Scrapie Prion-Protein), welches sich durch einen selbst

propagierenden Mechanismus auszeichnet. PrPS¢ hat die Eigenschaft das
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physiologische PrP¢ zu rekrutieren und in diesem die Fehlfaltung zu PrPS¢ zu initiieren.
Dies fuhrt zu einer Vervielfachung des Proteins, seiner Aggregation und Ablagerung
im Gehirn 122,

Doch auch PrP€ in seiner Funktion als Rezeptor auf der Zellmembran von Neuronen
ist an verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt. So fuhrt die Bindung
von toxischen Oligomeren wie PrPs¢ (Prion-Erkrankung), APi42 (Alzheimer-

Erkrankung) oder a-Synuclein (Parkinson-Erkrankung) zur Auslosung neurotoxischer
Signalkaskaden 94:99.123.124,
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des zellularen Prion-Proteins.

PrP€ tritt verstarkt in Lipid-Rafts (Mikrodomanen in Membranen eukaryotischer Zellen) auf und ist mittels eines GPI-Ankers in die
oberste Lage der Zellmembran verankert. Der C-terminale Teil des Proteins hat eine globulare Struktur und weist zwei
Glykosylierungsstellen auf. Der flexible N-terminus enthélt eine neurotoxische Doméne (rot). Des Weiteren ist er in der Lage
Kupferionen sowie AB-Oligomere (lila Dreiecke) zu binden. (modifiziert aus H. Altmeppen et al., 2012 18)

1.3.2 PrPCin der Alzheimer-Erkrankung

Pathophysiologisch ist PrP¢ vielfaltig an verschiedenen Ebenen der AD beteiligt 12°.

Einige Daten weisen darauf hin, dass PrP¢ an der Formation von Amyloid-Plaques
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beteiligt sein konnte und mit ihnen kolokalisiert 126127, Des Weiteren wurde ein direkter
Einfluss auf die EOAD und die Amyloid-Plague-Belastung festgestellt 128, Prp¢
beeinflusst zudem die APP-Prozessierung, wobei eine PrPC-Uberexpression zu einer
Inhibierung der B-Sekretase und somit zu einer geringeren Bildung von ABi-42 fuhrt.
Bei Abwesenheit von PrP¢ hingegen steigen die extrazellularen AB1-42-Mengen an 12°,
Wie bereits beschrieben ist der flexible N-Terminus von PrP€ in der Lage, Interaktionen
mit B-Faltblatt-reichen Proteinen einzugehen. Zu diesen Proteinen gehéren mit hoher
Affinitat die neurotoxischen Formen der ABi-42-Oligomere. ABi-42-Monomere oder
Fibrillen hingegen zeigen diesen Effekt nicht 23, Fiur murines PrP¢ wurden zwei
Bindestellen an den AS 95 — 100 und den AS 23 — 27 identifiziert 130, Die Bindung der
AB1-42-Oligomere fuhrt zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase Fyn und von NMDAr.
Dies fuhrt wiederum zu einer Aktivierung neurotoxischer Signalkaskaden °. Des
Weiteren kommt es durch die AB1-s2-PrPC-Interaktion zur Unterdriickung der LTP 131,
Darliber hinaus konnte fiir die AD ein Zusammenhang zwischen PrP¢ und Exosomen

beschrieben werden 132,

1.4 Exosomen

1.4.1 Biogenese und Definition von Exosomen

Die Informationen in dem hier folgenden Abschnitt wurden in dem Review ,Exosomes
and the Prion Protein: More than One Truth“ in dem Journal Frontiers in Neuroscience
publiziert °8,

Exosomen sind kleine extrazellulare Vesikel, welche von den verschiedensten
Zelltypen freigesetzt werden und in vielen Kdrperflissigkeiten wie Blut, Urin oder der
Zerebrospinalflissigkeit (CSF, engl.: cerebrospinal fluid) vorkommen kdnnen. Ihre
GroRe liegt im Bereich von 50 — 150 nm im Durchmesser 133,

Die Biogenese von Exosomen erfolgt durch die Bildung von intraluminalen Vesikeln
(ILVs, engl.: intraluminal vesicles). Im ersten Schritt kommt es zu einer Invagination
der Plasmamembran, wodurch intrazellular das friihe Endosom (engl.: early
endosome) entsteht. Durch Vesikelknospungen in das Lumen des frihen Endosoms
reift dieses zu dem multivesikularen Endosom (MVBs, engl.: multivesicular bodies).
Dieser Vorgang wird reguliert durch den ESCRT-Proteinkomplex (engl.: endosomal
sorting complex required for transport). Die MVBs kdnnen anschlieRend entweder mit
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dem Lysosom fusionieren und degradiert werden oder mit der Plasmamembran
fusionieren, wodurch es zur Freisetzung der ILVs als Exosomen in den extrazellularen
Raum kommt. Hierbei ist zu beachten, dass nicht alle Prozesse in der Biogenese von
Exosomen vollstandig verstanden sind. Studien zeigen, dass MVBs ohne Beteiligung
des ESCRT-Proteinkomplexes in der Lage sind, ILVs auszubilden 98132-134,

Die Unterscheidung von Exosomen zu anderen Vesikeltypen, wie beispielsweise zu
Mikrovesikeln, ist nicht trivial. Im Gegensatz zu Exosomen entstehen die meisten
Vesikeltypen durch die direkte Ausstulpung und Abschnirung der Plasmamembran in
den extrazellularen Raum. Zudem &hneln sich verschiedene Typen in ihrer
Morphologie und GrolR3e. In Bezug auf die publizierte Literatur wird in dieser Arbeit der
Begriff Exosom zur Beschreibung von Vesikeln verwendet, welche definiert sind durch
ihre  GroRRe, ihrer Proteinkomposition, ihre Form und ihre Separation im
Sukrosegradienten 8132, Die am haufigsten genutzte Methode zur lIsolation von
Exosomen aus Zellkulturmedium oder Korperflissigkeiten ist die differentielle
Zentrifugation 35, Die Charakterisierung der Exosomen erfolgt tiber kennzeichnende
Proteine, welche aus dem MVBs stammen wie CD9, CD63, CD81 oder TSG101.
Allerdings schwankt deren Auftreten und Konzentration in Abh&ngigkeit des
sezernierenden Zelltyps und dem aktuellen physiologischen Status der Zellen 136,
Selbst nach der Ultrazentrifugation und der weiteren Aufreinigung durch einen
Sukrosegradienten ist die isolierte Vesikelpopulation nicht homogen in ihrer Grof3e und
Proteinkomposition. Daher beinhaltet die Vesikelpopulation nach der Isolation von
Exosomen immer einen Anteil nicht exosomaler Vesikel. Man spricht von einer
Exosomen angereicherten Vesikelpopulation °8135137-141 " Dje Proteinsignatur von
Exosomen ist  charakterisiert  durch eine Uberreprasentation von
plasmamembranstandigen Proteinen, zytosolischen Proteinen und
Transportproteinen und zeigt ihnre Abstammung aus der Zellmembran. Auch PrpP€,
welches kein fur Exosomen kennzeichnendes Protein darstellt, ist stark auf Exosomen
vertreten und scheint aktiv und gezielt in Exosomen sortiert zu werden 9132142,
Exosomales-PrPC oder -PrPS¢ wird im Weiteren als ePrPC bzw. ePrPS¢ beschrieben.
Exosomen erfillen dartiber hinaus physiologische Funktionen als Transportvesikel fur
Proteine, Lipide und Nukleinsduren von ihrem Ursprungsort auf kurze und lange
Distanzen in gerichteter Art und Weise zu ihren Bestimmungsorten 3. Sie dienen

daher der intrazellularen Kommunikation und ermoéglichen die Kommunikation
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zwischen Neuronen und Gliazellen im ZNS, unterstitzen das Wachstum und die
Reparatur von Neuronen, dienen als Regulatoren der Immunantwort und der

Prasentation verschiedener Antigene 98:143-146,
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Abbildung 1.5: Schemata der Biogenese und Sekretion von Exosomen 3,

Die Invagination der Plasmamembran fiihrt zur Bildung des frihen Endosoms, in dem sich Vesikel ins Lumen abschniren.
Dadurch entsteht das multivisikulare Endosom. Dieses fusioniert zum einem mit dem Lysosom, was zur Degradation fiihrt, oder
es verschmilzt mit der Plasmamembran was zur Abgabe der Exosomen in den extrazellularen Raum fihrt. ER=

endoplasmatisches Retikulum, MVE= multivisikulares Endosom (entnommen aus Raposo und Stoorvogel, 2013)

1.4.2 Die Rolle von Exosomen in neurodegenerativen Erkrankungen

Exosomen sind an neurodegenerativen Erkrankungen, wie der AD oder der Prion-
Erkrankung, auf verschiedene Art und Weise beteiligt und riicken daher aktuell in den
Fokus als attraktive Ziele flur diagnostische Untersuchungen 9%147.148 |n der
Pathophysiologie dieser  Krankheiten konnen Exosomen sowie ePrP¢
krankheitsfordernde Funktionen als auch protektive Eigenschaften einnehmen %,
Dass ePrP¢ eine Rolle in Prion-Erkrankungen spielt, ist bekannt und gewinnt immer
mehr an Aufmerksamkeit. In vitro Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen
Exosomen und PrPS¢ im Zellkulturmedium infektioser Zellen %14°, Des Weiteren
konnte demonstriert werden, dass Exosomen und Retroviruspartikel mit Prpsc

assoziiert sind und zu dessen Ausbreitung beitragen °°, wobei sich der Einfluss der
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Retroviruspartikel auf die Ausbreitung von PrPs¢ in vivo nicht bestatigen lieR 151152,
Eine weitere Studie zeigte einen Zusammenhang zwischen der Biogenese von
Exosomen und der Prioninfektiositat durch das Entlassen von PrPS¢ aus der Zelle.
Durch die Inhibierung des ESCRT-Proteinkomplexes in der Biogenese der Exosomen
konnte unter anderem die Infektiositat gesenkt werden. Die Stimulation der Exosomen-
Freisetzung durch Monensin hingegen zeigte eine gesteigerte Infektiositat. Exosomen
die aus infektiosen in vitro Kulturen isoliert werden, fiihren zu einer Ubertragung der
Prion-Erkrankung in vivo 9146153154  Annliche Effekte zeigten sich bei der
Untersuchung von Prion-infizierten neuronalen Zelllinien in vitro. Das von diesen
Zellen abgenommene Zellkulturmedium Ubertrug die Infektion auf vorher nicht
infizierte neuronale Zellen und die Isolation und Injektion der Exosomen aus diesen
Zellen fiihrten zu einer Ubertragung der Prion-Erkrankung auf M&use in vivo %, Des
Weiteren sind Exosomen im Blut von Prion-infizierten Mausen infektios und kénnen
die Erkrankung nach Injektion in gesunde Mause erfolgreich tbertragen 15,

ePrPsSc konnte durch seine Beteiligung in Prion-Erkrankungen des Weiteren ein
hilfreiches diagnostisches Mittel sein. In lhrer klinischen Préasentation unterscheiden
sich die verschiedenen humanen Prion-Erkrankungen mitunter deutlich. Spezifische
PrPsc-Isoformen sind assoziiert mit humanen Prion-Erregerstammen, welche
unterschiedliche Manifestationen und Krankheitsverlaufe aufweisen 98157158  Dije
Diagnose des vorliegenden Prion-Erregerstamms einer Prion-Erkrankung war lange
Zeit nur postmortem moglich. Neue Diagnosemethoden basierend auf der
Vorgeschichte des Patienten, Kklinischen Symptomen und Analysen von
Korperflissigkeiten (Blut oder CSF) ermdglichen heutzutage eine Bestimmung des
Prion-Erregerstamms am lebendem Patienten!®%-162, Weitere Techniken ermdglichen
es, minimale Konzentrationen an PrPS¢ im Blut nachzuweisen 163-165 Maglicherweise
tragt ePrPS¢ zur Ausbreitung von Prion-Erkrankungen bei und ist in Korperflissigkeiten
nachweisbar. Dies konnte zur Entwicklung neuer Diagnosemethoden, welche es
erlauben den spezifischen Prion-Erregerstamm am lebenden Patienten zu
diagnostizieren, beitragen °8.

Mittlerweile geht der Grof3teil der Studien davon aus, dass in der AD die loslichen
AB1-42-Oligomere fir die synaptischen Fehlfunktionen verantwortlich sind. In
fortgeschrittenen Stadien der AD reichern sich ABi-42-Fibrillen in AB-Plagues an,

allerdings sind die toxischen ABi-42-Oligomere weiterhin prasent 98166, Exosomale
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Proteine akkumulieren in AB-Plagues von AD Patienten. Daher wird vermutet, dass
Exosomen an der AD-Pathogenese beteiligt sind 7. Eine Studie zeigte, dass die
Inhibition der Exosomen in AD-Mausmodellen zu einer Reduktion des AB1-42-Spiegels
und der AB-Plagueformation fiihrt 6. Auch eine direkte Interaktion zwischen ARi-42
und Exosomen konnte demonstriert werden 32, In Gegenwart von Exosomen zeigte
sich eine Reduzierung der durch extrazellulare I6sliche AB1-42-Oligomere verursachten
Synaptotoxizitat durch die Induktion der Aggregation von ABi42 in nicht toxische
Fibrillen in vitro %170, Um die beschriebenen Effekte zu ermdglichen, missen
Exosomen in der Lage sein, direkt mit AB1-42 zu interagieren. Prinzipiell kann auf den
Exosomen die Prozessierung von APP zu AB1-42 stattfinden 171, Wahrscheinlicher ist
allerdings, dass von Zellen sezerniertes extrazellulares ABi-42 mit Exosomen
interagiert °8. Wie diese Interaktion vermittelt werden konnte, ist zentraler Bestandteil
des folgenden Abschnitts.

Das ePrP¢ bindet spezifisch ABi-42-Oligomere 2. Dies ist sehr interessant, da die
Bindung von loslichen Api42-Oligomeren an neuronales PrPC¢ zur Aktivierung
neurotoxischer Signalkaskaden fiihrt 123172, Dies erweitert die AB-Rezeptorhypothese
um eine weitere Facette und konnte erklaren, warum die Anreicherung von PrP¢ auf
Exosomen mit der Fahigkeit dieser korreliert, toxische AB1-42-Oligomere zu binden und
zu detoxifizieren %, Zusatzlich zeigte sich, dass kleine l6sliche APi-42-Oligomere,
welche die neurotoxischen AB1-42-ldentitéaten sind, bevorzugt an neuronales sowie an
exosomales PrPC binden 98123132172 Wir konnten zeigen, dass die Bindung von
neurotoxischen AB1-42-Oligomeren an ePrP¢ eine beschleunigte Aggregation dieser in
nicht neurotoxischen AB1-42-Fibrillen vermittelt. Exosomen isoliert aus PrP¢-knock-out
neuronaler Zellkultur hingegen zeigten keinen Einfluss auf die ABi-42-Aggregation.
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Exosom-ABi-42-Interaktion durch ePrP¢
vermittelt wird 32, Die Interaktion von Exosomen und ABi42 in der AD wurden in
verschiedenen Publikationen thematisiert. Die Injektion von Exosomen in das Gehirn
von AD-Mausmodellen zeigte, dass diese mit A interagieren und die Pathologie der
AD verlangsamt werden konnte 17, In diesen Studien wurde allerdings vermutet, dass
die Exosom-ABi.z-Interaktion durch Glykosphingolipide und nicht durch ePrP€

vermittelt wird 173,
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Abbildung 1.6: Die unterschiedlichen Beteiligungen von ePrP€ in neurodegenerativen Erkrankungen .

Am Beispiel der Rolle von ePrPC in Prion-Erkrankungen (links) und in der AD (rechts). In Prion-Erkrankungen wird PrPS¢ von
Prion-infizierten Zellen tiber Exosomen sekretiert, oder extrazellulare PrPS¢ bindet an ePrPC und wandelt dieses in PrPS¢ um.
Dadurch tragen Exosomen zur Transmission und Verbreitung von PrPS¢ bei. In der AD tragt ePrP€ zur Detoxifizierung
neurotoxischen Af.4-Oligomeren und weist einen neuroprotektiven Character auf. Der Exosomen-Af;.s-Komplex spielt
vermutlich eine Rolle in der ABi.s.-Plaqueformation oder fordert die Degradation des Komplexes durch Mikroglia-Zellen.
(entnommen aus Hartmann et al., 2017)
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1.5 Zielsetzung

Aus den bisher bekannten Funktionen des Prion-Proteins in der AD, wird eine duale
Rolle des Prion-Proteins in der AD postuliert 132, Einerseits konnte gezeigt werden,
dass die Bindung von toxischen ABi-42-Oligomeren an neuronales PrP¢ die Induktion
neurotoxischer Signalkaskaden vermittelt. Andererseits fiihrt die Interaktion von
toxischen AB1-42-Oligomeren mit ePrP¢ zu einer beschleunigten Aggregation der Api-
42-Oligomere in nicht toxische ARi-s2-Fibrillen %8132, Dies kann entweder zu einer
verstarkten Degradation von ARi42 durch Mikroglia-Zellen fiihren 74 oder die
Deposition der AB1-42-Fibrillen in AB-Plaques férdern 167, Das exosomale Prion-Protein
kénnte daher eine spezifische Rolle in der Pathogenese der AD einnehmen. Dabei ist
bis zum heutigen Zeitpunkt unklar, ob das exosomale Prion-Protein die Progression
der AD fordert oder hemmt. Aufgrund unserer Vorergebnisse vermuten wir, dass das
exosomale Prion-Protein die Toxizitdt von APi42 reduziert und somit einen
hemmenden Effekt auf die AD-Pathogenese ausibt. PrPC ist in der Lage mit AB1-42 zu
interagieren, inwieweit ePrP¢ die Aggregationskinetik von AB1-42 beeinflusst ist bisher
noch weitgehend unbekannt. Des Weiteren fokussierte sich die Arbeit auf die
biologische Etablierung eines Verfahrens zur fotochemischen Funktionalisierung von
Exosomen. Dabei soll ein Fotoaffinitatslabel in der exosomalen Membran longitudinal
stabil verankert werden und eine Diffusion des Labels aus der Membran der Exosomen
verhindern.

Daraus leiten sich die nachfolgenden Hauptfragestellungen fiir die vorliegenden Arbeit
ab:

1) Fuhrt die Injektion des Exosomen-ARi-42-Komplexes in der Maus in vivo zu
einer AB1-42-Ablagerung im Gewebe oder wird der Komplex durch Mikroglia-
Zellen aufgenommen und degradiert?

2) Lasst sich der Exosomen-AB1-42-Komplex in humanen CSF nachweisen und
korreliert dessen Konzentration mit der AD-Pathogenese?

3) Wie beeinflusst das ePrP¢ die Aggregationskinetik von AP1-42?
4) st eine longitudinal stabile Funktionalisierung von Exosomen mit einem

Fotoaffinitatslabel méglich und verhindert dies die Diffusion des eingebrachten
Labels aus der exosomalen Membran?
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2. Material und Methoden

2.1 Laborgerate und Materialien

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 2.1: verwendete Gerate

Gerat

Autoklav
Bildgebendes
Durchflusszytometer
Block-Heizgerat
Blotting Modul
Blotting Modul
Durchflusszytometer
Durchflusszytometer
Drucker

Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop

Fraktionssammler

Gel Imaging System
GroRenaufschluss-
chromatographie
GroRenaufschluss-
chromatographie
Infrarotspektroskopie
(ATR-FTIR)
Inkubator
Invers-Mikroskop
Konfokalmikroskop
Kihlzentrifuge

Kihlzentrifuge

Geratetyp
Technoklav50
Amnis Image Stream®*
Mark Il
Thermo-Mixer C
Mini Protean
Mini Trans

Aria llu

Canto Il

P93D

CP3202S
ApoTome
Frac-950

Odyssey® CLx
AKTAexplorer

Superose 12 10/300 GL
Superose 6 5/150 GL
Vortex 70

Heraeus

Axiovert S100
TCS SP8
Eppendorf 5804R
Eppendorf 5417R

Hersteller
Technorama, Fernwald

Merck, Darmstadt

Eppendorf (Hamburg)
BioRad, Munchen
BioRad, Munchen

BD Bioscience, USA
BD Bioscience, USA
Mitsubishi, Ratingen
Sartorius, Gottingen
Zeiss, Oberkochen
Amersham Pharmacia
Biotech, UK

Licor, Bad Homburg
Amersham Pharmacia
Biotech, UK

GE Healthcare, UK

Bruker, USA

Thermo Scientific, Schwerte

Zeiss, Oberkochen
Leica

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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Kihlzentrifuge
Klhlzentrifuge
Magnetrihrer
Microplate Reader
Microplate Reader

Mikrowelle

Nano-tracking-analysis

Netzgerat (Proteingele)

pH-Meter
Fotometer
Pipettierhilfe
Pipette reference
Pipette reference
Pipette reference
Sicherheitswerkbank
Speed Vac
Tiefkihler (-80°C)
Tiefkhler (-80°C)
Tischzentrifuge

Sonifikator

Ultrazentrifuge (Rotoren

SW40Ti, SW60Ti)
UV-Flachenstrahler
Vortex

Western Blot Imaging

System

Zellzahler (automatisiert)

Uberkopfschiittler

Eppendorf F45-24-11
Allegra X-22R

RCT basic IKAMAG
Safire?

Tecan Infinite M200
Micromat
NonoSight LM10
Power Pac Basis
CG 840
BioFotometer Plus
Pipetteboy

100 - 1000 pl

10 — 100 pl

1—10 pl

Heraeus® HERASafe®

Savant™ SPD121P
UF80-450S

TSX Serie

Mini MC 6

Sonifier 250
Optima L100XP

N9O
Vortex Genie 2
ChemiDoc XRS

Countess™ ||

Rotator

Eppendorf, Hamburg
Beckman-Coulter, USA
IKA-Werke GmbH, Staufen
TECAN, Mannedorf

Tecan Group AG, Schweiz
AEG, Frankfurt am Main
Malvern Panalytical, UK
BioRad, Miinchen

Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg
Integra Bioscience
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Colora Messtechnik GmbH
Thermo Scientific, Schwerte
Sarstedt, Nurnbrecht
Branson, Deutschland

Beckmann Coulter, USA
Benda, Wiesloch
Scientific Industries, USA

Bio-Rad, USA

Thermo Scientific, Schwerte

LabMarket, Mannheim
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2.1.2 Glas- und Kunststoffverbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: verwendete Glas- und Kunststoffverbrauchsmaterilien

Bezeichnung

6 well-plate

12 well-plate

48 well-plate

96 Micro Well Optical Bottom Plates

96 Well Platten Nunc MaxiSorb

u-slide V194 ibiTreat

8 well chamber, removable, glass slide
Einfrierréhrchen Cryo Pure Tubes
Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
MicroAmp™ Optical Adhesive Film
Mikrotiterplatten fiir gRT-PCR MicroAmp®
Nitrocellulose-Membran
PCR-Reaktionsgefalle

Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 pl)
Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 ul)
Low Binding Barrier Pipet Tipps
PVDF-Membran

ReaktionsgefalRe (1,5 ml)
ReaktionsgefalRe (2,0 ml)
Reaktionsgefal3e (15 ml)
Reaktionsgefale (50 ml)
Reaktionsgefale 300K Filter (1,5 ml)
ReaktionsgefalRe Protein LoBind (1,5 ml)
Reaktionsgefalle Protein LoBind (2 ml)
Sterile Filter (30 um)

Spritzenfilter (0,22 pm)

Spritzenfilter (0,10 pm)

Corning®Costar® Transwell Culture Assay,

Porengrof3e 8 um

Hersteller

Thermo Scientific, Schwerte
Thermo Scientific, Schwerte
Thermo Scientific, Schwerte
Nunc, Wiesbaden

Thermo Scientific, Schwerte
ibidi, Mtinchen

ibidi, Mtinchen

Sarstedt, Nurnbrecht

BD Bioscience, USA

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
BioRad, Munchen

Rapidozym, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Corning, USA

BioRad, Munchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Pall Life Sciences, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sysmex Europe GmbH, Norderstedt
Roth, Karlsruhe

Merck, USA

Merck, USA
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Whatman-3 MM Papier
Zellkulturflasche T75
Zellkulturflasche T175

Zentrifugen Filter Ultracel-15 (100K)
Zentrifugen Rohrchen (14 x 95 mm)
Polypropylene / Ultra-Clear
Zentrifugen Rohrchen (11 x 60mm)
Polypropylene / Ultra-Clear

2.1.3 Chemikalien und Enzyme

Whatman, Maidstone/UK
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Merck, USA

Beckmann Coulter, USA

Beckmann Coulter, USA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, sofern nicht anders angegeben,

stammten von den folgenden Firmen:

Fermentas (St. Leon-Rot), Invitrogen

(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Promega (Heidelberg), Roth (Karlsruhe), Sigma-
Aldrich (Hamburg) SouthernBiotech (USA) und Thermo Scientific (Schwerte).

2.1.4 Antikdrper und Farbstoffe

Tabelle 2.3: verwendete Primér- und Sekundarantikdrper

Bezeichnung

anti-mouse
anti-Actin, clone C4
anti-Calnexin
anti-Flottelin1
anti-GM130
anti-LSAMP
anti-POM1
anti-POM2
anti-TSG101
anti-6E10
Mob 410
anti-rabbit
anti-CD9

Firma Kat.Nr / Quelle
Primarantikorper

Merck MAB1501

BD Bioscience 610523

BD Bioscience 610820

BD Bioscience 610822
avivasysbio 41089

A. Aguzzi, Schweiz e

A. Aguzzi, Schweiz 175

GeneTex GTX70255
Covance SIG-39320-500
Diagnostic BioSystems MOB410
Santa Cruz SC-18869
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anti-CD9-FITC
anti-CD63
anti-CD81 (TAPAL1)
anti-CD81-PE (TAPAL1)
anti-Histon H3
anti-LGALS3BP
anti-LRP1
anti-mGIuR5
anti-NMDAR2B
anti-PDI

anti-lbal

anti-goat

anti-GFP

anti-rat
anti-mGIluR1-5
anti-human
anti-CD9-FITC
anti-CD63-FITC
anti-CD81-FITC

donkey-anti-mouse Alexa 790

goat-anti-mouse Alexa 680
goat-anti-rabbit Alexa 680
goat-anti-rabbit Alexa 790

chicken-anti-rabbit Alexa 647
donkey-anti-goat Alexa 555

donkey-anti-mouse Alexa 488

rabbit-anti-goat Alexa 680

eBioscience
Santa Cruz
Abcam
Invitrogen
Cell signaling
Abcam
Abcam
Abcam
Millipore
Stress Marq
Wako

Novus

Invitrogen

BioLegend
BioLegend
BioLegend
Sekundarantikdrper
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Thermo Fisher

11-0091-81
SC-15363
ab109201
16-0811-82
9715
ab156081
ab92544
ab76316
ab1557
SPC-114
013-27691

NB100-1770

PA1-4663

312103
353005
349503

Al11371
A28183
A21109
A27041
A21441
A21432
A21202
A27020

29



Material und Methoden

Tabelle 2.4: verwendete Farbstoffe

Bezeichnung Fluorochrom Firma
PKH26 PKH26 Merck, USA
R87 Rohdamin B Can GmbH, Hamburg
2.1.5 Kits
Tabelle 2.5: verwendete Kits
Bezeichnung Anwendung Hersteller
MWGF200-1KT Gel Filtration Gelchromatografie Sigma-Aldrich, USA

Markers Kit for Protein Molecular
Weights 12000 — 200000 Da

gEVoriginal Size Exclusion Vesikelisolation
Columns

Zenon™Alexa Fluor™ 647 Fluoreszenskopplung
Mouse IgG1 Labeling Kit primarer Antikdrper
Zenon™Alexa Fluor™ 750- Fluoreszenskopplung
Allophycocyanin Mouse 1gG1 primarer Antikérper
Labeling Kit

2.1.6 Agentien

IZON science,
Neuseeland
Thermo Scientific,
Schwerte

Thermo Scientific,

Schwerte

Fur die im Folgenden beschriebenen zellbiologischen Experimente wurden die

nachfolgenden Agentien verwendet:

Tabelle 2.6: verwendete Agentien

Bezeichnung

rekombinantes humanes AB1-42

rekombinantes humanes AB1-42

Protease-Inhibitor (cOmplete Tablets, Mini EDTA-free,
EASYpack)

Hersteller
GenicBio, China
rPeptide, USA

Roche, Schweiz
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2.1.7 Software

Zur Erstellung der vorliegenden Arbeit wurden die folgende Software verwendet:

e AxioVision (Zeiss)

o Excel 2016 (Microsoft)

e FACS Diva 6 (BD Pharmingen)

e Fiji (GPL Vv2)

e |IDEAS® 6.2 (Merck)

e Image Studio 5.2 (Licor)

¢ IMARIS (Bitplane)

e INSPIRE® (Merck)

e LAS X (Leica)

e NTA 3.0 0064 (Malvern Instruments Ltd.)
e Powerpoint 2016 (Microsoft)

e Primusqt (ATSAS Team, EMBL, Hamburg)
e Prism5 (GraphPad)

e PyMOL (Schrédinger)

e SciDAVis 1.23 (Tilman Benkert)

e Word 2016 (Microsoft)

e QuantStudio™ (Thermo Fisher Scientific)

2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zelllinien

Die folgenden Zelllinien wurden fir die Versuche der vorliegenden Arbeit verwendet:

Tabelle 2.7: murine Zelllinien

Zelllinie Spezifitat
Neuro2a (N2a-WT) albino Neuroblastoma-Zellen
N2a-WT-GFP stabile Transfektion mit GFP

Prion-Protein knock-out (TALEN),
stabile Transfektion mit GFP

N2a-PrPYT-GFP

Prion-Protein knock-out (Crisper
Cas)

N9-WT immortalisierte Mikroglia-Zellen

N2a-Prp©0

Medium

DMEM + 10% FBS
DMEM + 10% FBS
DMEM + 10% FBS

DMEM + 10% FBS

RPMI mit GlutaMAX™
+10% FBS
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2.2.2 Nahrmedien

Fur die Kultivierung muriner N2a-Zellen wurde DMEM (1x) (Dulbeccos’s Modiefied
Eagle Medium, gibeco®by Life Technologies™) genutzt. Zur Kultivierung von murinen
N9.WT-Zellen wurde 1x RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium,
GlutaMAX™) verwendet. Die Medien basieren auf einer Losung aus Glukose, Salzen,
Aminosauren und Vitaminen sowie fir die Zellen wichtigen Inhaltsstoffen wie
Mineralien und Hormonen. Dem Medium wurden 10 % FBS (Fetal Bovin Serum High
Quality, PAA Laboratories GmbH) zugesetzt. Fur die Isolation von Exosomen wurde
fur die Medien 10 %iges Exo-FBS™ (Exosome-Depleted Fetal Bovine Serum, ATLAS
Biologicals) genutzt. Die Medien enthalten des Weiteren den pH-Indikator Phenolrot,

mit dessen Hilfe der pH-Wert extrapoliert werden kann.

2.2.3 Subkultivierung eukaryontischer Zellen

Nach Erreichen einer relativen Zelldichte in den Zellkulturflaschen wurden diese
passagiert. Hierzu wurde das verbrauchte Medium mit Hilfe einer Glaspipette und einer
Absaugvorrichtung von den Zellen entfernt. Diese wurden im nachsten Schritt mit
5-10ml 1xPBS (pH 7,4 gewaschen. Die Zugabe von 1ml einer
0,05 %Trypsin/EDTA-L6sung (Life Technologies) und einer Inkubation von etwa 2 min
bei 37°C und 5 % COz fuhrt zu einer Ablésung der Zellen von der Zellkulturflasche.
Die Zellsuspension wurde in einer definierten Menge Medium aufgenommen und fir
die anschlieRende Subkultivierung mit einer spezifischen Zellzahl auf eine neue, mit
frischem Medium vorgelegte Zellkulturflasche gegeben und nach vorsichtigem
Schwenken im Inkubator bei 37°C und 5 % CO:2 kultiviert.

2.2.4 Zellzahlbestimmung
Die Bestimmung spezifischer Zellmengen wurde mit Hilfe eines automatisierten
Zellzahlers durchgefuhrt. Dabei wurde zusatzlich eine Trypan Blau Farbung (0,4 %,

life technologies) durchgefihrt, welche Informationen zur Zellvitalitat liefert.

2.2.5 Kryokonservierung und Aussaat eukaryontischer Zellen

Zur langerfristigen Lagerung der verwendeten Zelllinien erfolgte eine
Kryokonservierung bei -80°C. Hierfir wurde das Nahrmedium abgenommen, die
Zellen mit 1x PBS gewaschen und mittels 1 ml 1x 0,05 % Trypsin/EDTA-L6sung vom
Boden der Zellkulturflasche gelést. Anschlieend wurden die in frisches Medium

aufgenommenen Zellen bei 1000 UpM fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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vom Zellsediment abgenommen und die Zellsuspension in Medium, welches 10 %
DMSO (Dimethylsulfoxid) und 50 % FBS enthélt, resuspendiert. Dieses wurde in Kryo-
Rohrchen (1,5 ml oder 2 ml) Uberfihrt und in einem speziellen Behalter (Mr. Frosty
Cryo 1°C Freezing Container, NALGENE) mit Isopropylalkohol bei -80°C eingefroren.
Das im Kryomedium enthaltene DMSO schiitzt die Zellen, indem es die Bildung von
Eiskristallen im Zelllumen verhindert.

Das Auftauen von Zellen erfolgte in moglichst kurzer Zeit, da das im Medium
enthaltene DMSO zu einer Zellschadigung fuhren kann. Die kryokonservierten Zellen
wurden in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und schnellstmdglich in 10 ml frisches
DMSO-freies Nahrmedium aufgenommen. Es folgt eine Zentrifugation bei 1000 UpM
fir 5 min, wobei der Uberstand verworfen und das Zellsediment in frischnem Medium
resuspendiert und auf Zellkulturflaschen gegeben wurde. Die Zellen wurden im
Inkubator bei 37°C und einer 5%igen CO2-Atmosphére kultiviert.

2.2.6 Isolation von Exosomen

2.2.6.1 aus eukaryontischer Zellkultur

Exosomen gehdren zu den extrazellularen Vesikeln und werden von den kultivierten
Zellen in das Kulturmedium sezerniert. Die Zellkultivierung erfolgte fir 48 h in DMEM
+ 10% Exo-FBS™. Daraufhin wurde das Medium in 50 ml Falcon-Tubes gesammelt.
Alle folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgefuhrt. Das Medium wurde
bei 1000 Upm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 50 ml Falcon-
Tube Uberfihrt und einer weiteren Zentrifugation bei 4.500 x g fr 10 min unterzogen.
AnschlieRend wurde das Medium durch einen 0,22 pm und einen 0,1 um PVDF
Spritzenfilter filtriert und in ein neues 50 ml Falcon-Tube Uberfuhrt. Wenn nétig, erfolgte
eine Konzentration des Mediums mit Hilfe von 100K Zentrifugationsfiltern, um das
Volumen des Mediums zu verringern. Das vorbehandelte Medium wurde in
Pollyallomer Zentrifugationsréhrchen dberfihrt und einer Ultrazentrifugation bei
100.000 x g fur 70 min unterzogen, um die Exosomen zu pelettieren. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesaugt und die Exosomenpellets in ImM HEPES mit Protease-
Inhibitor resuspendiert. Die isolierten Exosomen wurden daraufhin mittels einer
Nanopartikel-tracking-Analyse quantifiziert. Die Lagerung der Exosomen erfolgte bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C.
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2.2.6.2 aus Zerebrospinalfliissigkeit (Liquor, CSF), Blutserum und Blutplasma

Die Isolation von Exosomen aus den angegebenen Korperflussigkeiten erfolgte auf Eis
bzw. bei 4°C. Die Proben wurden in einem Verhdltnis von 1:2 mit 1ImM HEPES
verdinnt und einer 2.000 x g Zentrifugation unterzogen. Der Uberstand wurde in ein
neues ProbengefaR tberfiihrt und bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
nacheinander tber einen 0,22 um und einen 0,1 um PVDF Spritzenfilter filtriert. Es
erfolgte eine Konzentration der Probenldsung auf ca. 0,5 ml mit Hilfe des Zentrifugen
Filter Ultracel-15 (100K) (Merck, USA) bei 5.000 x g fur 15 min. Daraufhin erfolgte die
Auftrennung von Vesikeln und Proteinen mittels ,gEVoriginal Size Exclusion Columns*
(IZON science, Neuseeland) nach Angaben des Herstellers. Vesikel enthaltende
Fraktionen wurden vereint und einer Ultrazentrifugation bei 120.000 x g fur 2 h
unterzogen. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Exosomenpellets in 1mM
HEPES mit Protease-Inhibitor resuspendiert. Die isolierten Exosomen wurden
daraufhin mittels einer Nanopartikel-tracking-Analyse quantifiziert. Die Lagerung

erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C.

biofluid

2.000xg
20 min
supernatant
10.000x g filtration: concentration:
30 min 1. 0,22pum __, 5.000xg
2. 0,10 pm 15 min

supernatant » iZON qEV
J

120.000x g
120 min

gxosome quantification
enriched pellet NTA

Abbildung 2.1: Ablaufschema der Isolation von Exosomen aus Korperflissigkeiten.
(modifiziert nach Akers et al., 2016) 7
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2.2.7 Nanopartikel-tracking-Analyse

Zur Quantifizierung und Charakterisierung von isolierten Exosomen wurde eine
Nanopartikel-tracking-Analyse, mit Hilfe des Nanosight LM10 (Malvern Instruments,
NanoSight NTA 3.0 Build 0064) durchgefuihrt. Dieses ist mit einem 638 nm Laser und
einer Marlin F-033B IRF Kamera ausgestattet. Die zu quantifizierende Probe wurde
zunachst auf eine Konzentration zwischen 1x10° - 2x10° Partikel/ml verdinnt. Dies
entspricht einer Konzentration, mit welchen Analysen am NanoSight durchgefuhrt
werden konnen. Hierbei wurden die Grél3e (Messbereich: 10 nm — 1000 nm) und die
Partikelmenge/ml bestimmt. Eine zu hohe oder zu niedrige Konzentration der Proben
fuhrt zu stark verfalschten Ergebnissen. Mindestens 300 pl der verdinnten
Probenlésung wurde mit Hilfe einer 1-ml-Spritze in die Messkammer injiziert und
Videos der Proben bei einer Kameraintensitat von 16 aufgenommen. Die Anzahl und
Lange der aufgenommenen Videos hangt von der Partikelkonzentration der zu
vermessenden Probe ab. Es wurden mindestens funf Videos mit einer Lange von 10

s, 30 s. oder 60 s aufgezeichnet und in einem Batch-Prozess ausgewertet.

7 -
Microscope
6

Particles scattering from laser beam

wn
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&
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. e
Laser beam (Approx 50pum wide) —

Glass 4'. 0
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Particle Concentration x 10°

~

Metalized surface

-

Diagram of the NanoSight NTA system. Graph showing NTA particle size and concentration measurement of a
sample, with distinct peaks at 100 nm, 200 nm, 400 nm and 600 nm.

Abbildung 2.2: Funktionsgrafik NanoSight
(Malvern Instruments Limited © 2016 MRK 1984-03)

2.2.8 Bildgebende Durchflusszytometrie

Fur die Analyse der isolierten Exosomen und dem Nachweis des ABi-42-Exosomen
Komplexes wurde die bildgebende Durchflusszytometrie (Image Stream®X Mark I,
Merk, USA) verwendet. Die isolierten Exosomen (2.2.6) wurden mittels NTA (2.2.7)

analysiert. Pro Einzelprobe wurden 1x10°-! Exosomen verwendet und entsprechende
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Triplikate vorbereitet. Die Farbung der Exosomen erfolgte mittels spezifischer FITC
gekoppelten Antikérpern gegen exosomale Oberflachenproteine (human = CD9,
CD63, CD81; murine = CD9 (2.1.4). ABi42 wurde mittels des primaren 6E10
Antikorpers (2.1.4) nachgewiesen. Der 6E10 Antikorper wurde zuvor mit Hilfe des
Zenon™Alexa Fluor™ 647 oder 750 Mouse IgG1 Labeling Kit (Thermo Scientific,
Schwerte; 2.1.5) direkt fluoreszent gekoppelt. Das Volumen der Exosomenproben
wurde auf 15 ul eingestellt, dazu wurden 3 ul der jeweiligen Antikérper und des 0,22
um filtriertem 1mM HEPES Puffers mit 8% Exosomen freiem FCS verwendet. Die
Inkubation der Antikorper erfolgte fiir 45 min bei RT im Dunklen. In einem 300K Filter
Reaktionsgefal (Pall Life Sciences, USA) wurden 500 uL eines 0,22 um filtrierten 1mM
HEPES Puffers mit 2% Exosomen freiem FCS vorgelegt und die Proben
dazugegeben. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 4500 x g fur 10 min bei 4°C. Die
Exosomen wurden vom Filter in 25 pL des 0,22 um filtriertem 1mM HEPES Puffers mit
2% Exosomen freiem FCS aufgenommen und fur die bildgebende
Durchflusszytometrie verwendet. Es wurden 3.000 — 5.000 Exosomen pro Probe

vermessen und mit der IDEAS-Software quantifiziert.

2.2.9 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Zunachst wurden 4.000 der zu untersuchentenden Zellen in einem p-Slide V14 (ibidi)
oder 6.000 Zellen in einen 8-well-chamber-Slide (ibidi) ausgesat und Gber Nacht bei
37°C und 5% COz2 inkubiert. Zur Vorbereitung der Immunfluoreszensfarbung wurden
die Zellen zunachst dreimal mit 1x PBS gewaschen und mittels 4% PFA fur 20 min bei
37°C fixiert. Anschlie3end wurden die fixierten Zellen mit 1x PBS gewaschen. Fir die
Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte eine Inkubation der Zellen mit 0,2% Triton
X-100 far 10 min auf einem Schuttler. Danach wurden die Zellen mit 1x TBST
gewaschen. Um unspezifische Bindestellen zu sattigen erfolgte das Blocken mit
Blocking Puffer (Protein-Free Blocking Buffer - TBST GBioscience, USA) fur 1 h auf
einem Schdattler. AnschlieRend wurde der Primérantikdrper Uber Nacht bei 4°C auf den
Zellen inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit 1x TBST fir jeweils 10 min gewaschen
und anschlieend mit einem Sekund&rantikdrper fir 90 min inkubiert. Die Zellen
werden 10 min in 1x TBST gewaschen. Die nun gefarbten Proben wurden mit
Flouromount-G® (SouthernBiotch), welches DAPI zur Zellkernfarbung enthalt,
eingedeckelt. Die Dokumentation der Proben erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie

(TCS SP8, Leica). Die Daten wurden mittels der Software Fiji quantifiziert.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Proteinisolierung
Die Zellen wurden geerntet, abzentrifugiert (10 min bei 1.000 x g) und aus dem

Zellpellet ein Zelllysat nach dem folgenden Ansatz erstellt:

Ansatz Proteinisolierung
RIPA 90 4

10x Protease- und Phosphatase-Inhibitor (Roche) 10 4
100 4

Dafur wurde das Zellpellet in dem Proteinisolierungspuffer resuspendiert und 30 min
bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C fir 15 min mit 13.000
rom. Die Proteine befanden sich im Uberstand, welcher wird in ein neues

Reaktionsgefal tberfuhrt wurde.

RIPA-Puffer (Lagerung bei 4°C)

Tris (1 M, pH 7,2) 5ml
NaCl (5 M) 3 ml
SDS (10%) 1ml
Natriumdeoxycholat 19

Triton X-100 1ml
ddH20 ad 100 ml

2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Hiermit lasst sich die quantitative Gesamtproteinkonzentration des Proteinisolates
bestimmen. Dies erfolgte mittels einer spektroFotometrischen Bestimmung des
Farbstoffes Triphenylmethan (Comassie-Brilliant-Blau G-250) bei 595 nm. In einem
sauren Milieu bilden sich Komplexe mit kationischen sowie hydrophoben Seitenketten
der Proteine. Dies fuhrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des
ungebundenen Farbstoffes von 470 auf 595 nm, welche mit Hilfe eines ELISA-Reader

(Safire? (Tecan)) gemessen werden kann und als Map fiir die Proteinkonzentration
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dient. Anhand des Vergleichs mit einem parallel gemessenen Konzentrationsstandard
kann der Proteingehalt der Probe bestimmt werden.

Hierfur wurde die Quick Start Bradford Protein standard solution (Bio-Rad) verwendet.
Die Bestimmung erfolgte in einer Dreifachbestimmung. 1 pl des Zelllysat wurde 1:10
mit dH20 verdunnt und 200 pl Bradford-Reaktionslosung zugesetzt. Anschliel3end
erfolgte eine Inkubation fur 5 min bei RT, woraufhin die Extinktion bei einer
Wellenlange von 595 nm bestimmt wurde. Die Eichkurve wurde mit einer

Konzentrationsreihe des Albumin-Standards (BSA, Thermo Scientific) erstellt.

2.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine spezielle Form der Gelelektrophorese. Isoelektrisch
fokussierte Proteine werden hierbei in einem elektrischen Feld nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Die Proteine werden mittels Natriumdodecylsulat (SDS)
denaturiert und negativ geladen. Die so aufgetrennten Proteine kdnnen anschliel3end
fur weitere Detektionsmethoden, wie z.B. den Western Blot, verwendet werden.

Die genutzten Gele bestehen aus zwei Komponenten: dem Sammel- und dem
Trenngel. Zunachst wurden 7,5 ml Trenngel in die Kammer gegossen, mit Isopropanol
Uberschichtet und auspolymerisiert. Das Isopropanol wurde abgenommen und die
Gelkammer bis zum oberen Rand mit dem Sammelgel aufgefillt sowie ein
Probenkamm vorsichtig eingesteckt. Dieser wir nach der Polymerisierung des Gels
entfernt. Das Gel kann nun mit den Proben, welche zuvor mit 10x CVL-Ladepuffer
versetzt und bei 95°C fur 5 min denaturiert wurden, beladen werden. Zusatzlich wurde
ein Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) zur
Bestimmung der ProteingroRe mitgeftihrt. Die SDS-PAGE wurde mit einer konstanten
Spannung von 60 V bis zum Erreichen des Trenngels gestartet. Daraufhin erfolgte die
Erh6hung der Spannung auf 100 V. Die Zusammensetzung der Gele und Puffer ist im
folgendem aufgelistet:

10x SDS-Laufpuffer

Tris 3049
Glycin 144 g
SDS (Pellets) 1049
ddH20 ad 1000 ml

38



Material und Methoden

Sammelgel-Puffer

Tris (1,5 M) 60,55 g
ddH20 ad 1000 ml
Trenngel-Puffer

Tris (1,5 M) 181,65 g
ddH20 ad 1000 ml
SDS-Probenpuffer (10xCVL)

Tris/HCI (pH: 6,8) 10 mM
SDS 2,00 %
Glycerol 10,00 %
3-Mercaptoethanol 5,00 %
Bromphenolblau 0,01 %

Tabelle 2.8: Zusammensetzung der 1D-Gele

Substanz
Acrylamid (40%)
Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer
A.dest

SDS

TEMED

APS (10%)

2.3.4 SDS-PAGE in 4 — 12%igen Bis-Tris-Gradientengelen

Sammelgel (4%)

Trenngel (8%)

1,3 ml 2,66
2,5 ml -
- 2,5 ml
6,1 ml 4,69 ml
- 100 pl
10 10
100 pl 100 pl

Trenngel (12%)
4 ml

2,5 ml
3,35 ml
100 ul
10
100 ul

Soll ein hohes Grél3enspektrum an Proteinen in einer SDS-Page aufgetrennt werden,

kdnnen die 4%- oder 8%-Gele nicht verwendet werden. Fir eine Detektionsbereich

von Proteinen von 3,5 — 160 kDa eignet sich die Verwendung von 4 — 12%igen Bis-

Tris-Gradientengelen (Novex®) unter Verwendung eines MES/SDS-Laufpuffers. Die

Probenvorbereitung erfolgte hierbei analog der Standard-SDS-PAGE. Die

Gelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 200 V in einer mit
MES/SDS-Laufpuffer gefillten Gelkammer.
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Tabelle 2.9: MES/SDS-Laufpuffer

Substanz

MES 1M
Tris-Base 1M
SDS 69,3 mM
EDTA 20,5 mM
Deoxycholate 0,5%
A. dest (ph:7,8) 1L

2.3.5 Western-Blot

Mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens wird es ermdglicht spezifische Proteine nach
einer erfolgreichen SDS-PAGE nachzuweisen. Die aufgetrennten Proteine werden
mittels eines Tank-Blot-Systems von einem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine 0,2 um
Nitrocellulose-Membran tbertragen. Durch spezifische primére und Fluoreszenz-
gekoppelten sekundaren Antikérpern wurden die Proteine im Odyssey® CLx (Licor)
visualisiert. Zunachst wurden die Nitrozellulose-Membran, das Whatman®-
Filterpapiers sowie des SDS-Gels in 1x Transfer-Puffer aquilibriert. Das Tank-Blot-
System wurde wie vom Hersteller (BioRad) vorgeschrieben, aufgebaut. Die
elektrophoretische Ubertragung der Proteine vom SDS-Gel auf die Nitrozellulose-
Membran erfolgte fur 70 min konstant bei 250 mA bei einem Gel oder 400 mA bei zwei
Gelen. Sollte das AB-Protein detektiert werden, wurde die Nitrocellulose-Membran im
Anschluss fur 3 min in kochendem 1x TBS (Tris buffered saline) zur weiteren
Denaturierung inkubiert. Es erfolgt ein Blocken der Membran zur Reduktion
unspezifischer Bindestellen flir 60 min in 1x Roti-Block-Losung (Licor, Bad Homburg)
in 1x TBST (Tris buffered saline with Tween® 20) oder alternativ 5%iger Milchlésung
in 1x TBST. Im Anschluss wurde die Membran Utber Nacht bei 4°C mit einem
spezifischen Primérantikdrper in 1x Roti-Block-Losung inkubiert. Es folgte ein
dreimaliges waschen der Membran mit 1x TBS fur jeweils 5 min. Daraufhin wird der
Fluoreszenz-gekoppelte Sekundarantikérper in 1x Roti-Block-Losung fur 90 min bei
4°C auf der Membran inkubiert, gefolgt von einem weiteren dreifachen Waschschritt
mit 1x TBS. Die so behandelte Membran wurde anschlieBend im Odyssey® CLx

visualisiert.
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1x Transfer-Puffer

Tris 582¢g
Glycin 29349
Methanol 200,00 ml
ddH20 ad 1000,00 ml

10x TBS/TBST (pH 7,6)

Tris 2429
NacCl 80,09
Tween® 20 (nur fur TBST) 1%
ddH20 ad 1000 mi

2.3.6 Praparation des synthetischen AB1-42 (sAB1-42) -Peptide
Lyophilisiertes synthetisches HFIP vorbehandeltes ABi-42-Peptid wurde von rPeptide
(USA) bzw. GenicBio (China) verwendet.

2.3.6.1 Préiparation von sABi-s2-Monomeren (sAB1-22M)

Zur Herstellung einer bevorzugt monomeren sABi-42-Losung wurden 1 mg des
lyophiliserten Peptides in 110 pl DMSO geldst und fur 15 min bei RT in einem
Wasserbad mittels Ultraschall sonifiziert. Das geloste sABi1-42M (2 mM) wurde direkt

verwendet oder aliquotiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.3.6.2 Prdiparation von sAB1.42-Oligomeren (sAB1.420)

Fur die Praparation einer sAB1-420-L6sung wurde 1 mg des lyophilisierten Peptides
zunachst in 500 pl (2 mg/ml) bzw. 1 ml (1 mg/ml) in 1 mM HEPES/dH20-Puffer mit
0,12% Nh4OH geldst und fur 15 min bei RT in einem Wasserbad mittels Ultraschall
sonifiziert. Es folgte eine Inkubation der Probe bei 37°C und 1400 rpm in einem
Heizblock fur 1h. Des Weiteren erfolgte eine Inkubation Uber 24 h bei RT.
AbschlieBend wurde die sAP1-420-Losung dreimal bei -80°C eingefroren und
anschlieBend aufgetaut. In der so vorbehandelten Probe liegen alle
Aggregationsformen von AB1-42 vor. Die Lagerung erfolgte bei -80°C bis zur weiteren

Verwendung.
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2.3.7 sAB1-42-Exosomen-Bindungsassay

Mit dieser Methode wird die Bindung von sABi-42 an exosomales PrPc forciert. Eine
spezifische, zuvor bestimmte Anzahl an isolierten Exosomen werden mit einer
spezifischen Konzentration sAB1-422M bzw. sAB1-420 in 500 pl 1mM HEPES-Puffer mit
Protease-Inhibitor gemischt. Hierbei wurden spezielle Protein LoBind (1,5 ml)
ReaktionsgefalRe (Eppendorf, Hamburg) verwendet. Der Ansatz wurde fur mind. 16 h
in einem Rotator bei 4°C und 15 rpm inkubiert. Um ungebundenes sAf1-42 aus der
Probenlésung zu entfernen, wurde eine Zentrifugation der Proben durch einen 300K
Filter (Pall Life Sciences, USA) fur 10 min mit 15 rpm bei 4°C durchgefuhrt. Exosomen
sowie an die Exosomen gebundenes sABi-42 kann den Filter nicht passieren. Der sA1-
42-Exosomen-Komplex wurde in 25 pl 1 mM HEPES-Puffer mit Protease-Inhibitor
resuspendiert. Fur die direkte Verwendung des sABi-42-Exosomen-Komplex in einer

SDS-Page erfolgte die Resuspension mittels 50 ul RIPA-Puffer.

2.3.8 GrolRenaufschlusschromatographie (SEC)

Bei der GroRenaufschlusschromatographie (SEC, engl.. Size Exclusion
Chromatography) werden die Proteine nach ihrer GroBe bzw. ihrem
hydrodynamischen Radius aufgetrennt. Es wurde ein Akta-Explorer System (GE
Healthcare) bzw. 1260 Infinity Bio-lnert HPLC/FPLC (Agilent, USA) mit einer
Superose™ 12 10/300 GL Saule oder einer ,Superose™ 6 5/150 increase“-Saule
verwendet. GroéRere Proteine kdnnen nicht in die Saulenmatrix eindringen und eluieren
daher zuerst. Kleinere Partikel dringen in die S&ulenmatrix ein, werden langer in der
Saule zuruckgehalten und eluieren zu einem spéteren Zeitpunkt. Anhand von
Proteinen mit standardisiertem Molekulargewicht wurde eine Kalibrierungskurve
erstellt (MWGF200-1KT Gel Filtration Markers Kit for Protein Molecular Weights
12.000 — 200.000 Da, Sigma-Aldrich), welche Riickschlisse auf das Molekulargewicht

aufgrund des Elutionszeitpunktes zul&sst.

2.3.9 ATR-FTIR

Die ATR (engl. attenuated total reflection) -Infrarotspektroskopie wurde an einem
Vertex 70 (Bruker, USA) mit einer Standard-Infrarotquelle und einem mit flissigem
Stickstoff gekihltem Detektor durchgefihrt. Ausgestattet ist dieser mit einer
temperaturkontrollierten Zinkselenid-Kristall Bio-ATR Il Zelle. Messungen wurden mit

einer Auflésung von 2 cm? unter Verwendung einer Blackman-Harris-3-

42



Material und Methoden

Apodisierungsfunktion im Bereich von 4.000 - 900 cm™ durchgefiihrt, wobei der
Durchschnitt 128 Scans pro Spektrum betrug und das Signal einer Leermessung
davon abgezogen wurde. Als Proben dienten hierbei sABi-422M und sAB1-420 (siehe
2.4.6) sowie Exosomen welche aus N2a.WT und N2a-PrP% isoliert wurden. sAB1-420
Proben wurden nach Protokoll angesetzt und zu verschiedenen Zeitpunkten der
Oligomerisierung  vermessen. Mit  sABi14M  wurden  sABi-a2-Exosomen-
Bindungsassays (siehe 2.4.7) durchgefiihrt und zu verschiedenen Zeitpunkten der

Oligomerisierung vermessen.

2.3.10 Small angle X-ray scattering (SAXS)
Kleinwinkel-Réntgenstreuungs-Messungen wurden am Deutschen Elektronen-
Synchrotron (DESY) in Zusammenarbeit mit dem European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) an der Beamline P12 in Hamburg durchgefiihrt. Als Strahlenquelle
diente der Petra Ill Speicherring mit einem Elektronenstrom von 89,7 mA. Fir die
Probenanalysen wurde entweder der Stapelverarbeitungsmodus mit einem
automatischen Probenwechsler (Arinax) oder der SEC-SAXS-Modus (on-line Agilent
1260 Infinity Bio-Inert HPLC/FPLC System) mit einem Detektorabstand von 3,1 m
verwendet. Die Fotonenenergie lag bei 10 keV entsprechend einer Wellenlange von
0,124 nm. Der Strahlquerschnitt an der Probe betrug 0,35 x 0,35 mm. Dies resultierte
in einen Streuungsvektorbereich von 1,71 * 10? < s < 7,25 nm, kalibriert durch einen
Silberbehenat-Standard. Die Messungen erfolgten unter Verwendung eines 1,7 mm
QuarzglaskapillargefaRes bei 20°C. Zur Detektion wurde ein Pilatus 6M Foton-
counting Detektor mit einer Energieschwelle von 5 keV verwendet. Die
Streuungsintensitat wurde anhand der Standardstreuung von Wasser kalibriert. Die
Belichtungszeit der Proben im Stapelverarbeitungsmodus lag bei 100 x 0,05 s Frames
integriert in 5 s bei einer Flussrate von 40 — 50 ul der Probe durch die Kapillare mit
automatischer Uberpriifung auf Strahlenschadigung der Probe. Im SEC-SAXS-Modus
Betrug die Belichtungszeit 1 s pro Frame. Die initiale online Datenverarbeitung erfolgte
durch SASFLOW und die vorlaufige Datenevaluation unter Verwendung von PRIMUS
und der ATSAS suite.
Als Proben dienten hierbei sAB1-42M und sAB1-420 (siehe 2.4.6) sowie Exosomen,
welche aus N2a-WT und N2a-PrP%° isoliert wurden. sAB1-4220 Proben wurden nach
Protokoll angesetzt und zu verschiedenen Zeitpunkten der Oligomerisierung
schockgefroren und im Batchmodus sowie im SEC-SAXS-Modus vermessen. Mit
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SAB1-42M wurden sABi-42-Exosomen-Bindungsassays (siehe 2.4.7) durchgefuhrt und
zu verschiedenen Zeitpunkten der Aggregation schockgefroren. Die Exosomen
wurden hierbei vor der Messung der Probe durch eine Zentrifugation der Proben durch
einen 300K Filter fur 15 min und 15 rpm fur 15 min abgetrennt. Die so vorbereiteten

Proben wurden im Batchmodus sowie im SEC-SAXS-Modus vermessen.

2.3.11 MALDI-TOF

MALDI-TOF  Messungen  wurden  durch die  MS-Abteilung (MS =
Massenespektrometrie) der Universitat Hamburg durchgefuhrt. Die Proben wurden
nach den Angaben der MS-Abteilung vorbereitet und am MALDI TOF-TOF Bruker
UltrafleXtreme Smartbeam Il Laser vermessen. Die Auswertung der Daten erfolgte
durch die MestreNova 10.0 (ESI) und Bruker flexanalysis 3.3 (MALDI) Software.

2.4 Fotochemische Funktionalisierung von Exosomen

Das Fotoaffinitdts Label R87 wurde von dem Frauenhofer-Zentrum fir Angewandte
Nanotechnologie CAN entwickelt, erstellt und bezogen. Experimente zur
Fotochemischen Funktionalisierung von Exosomen wurden am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf im Institut fir Neuropathologie in Kooperation mit Dr. O.
Dabrowski (CAN) durchgefthrt.

2.4.1 Funktionalisierung von Exosomen

Fur die longitudinale stabile Funktionalisierung der Oberflache von Exosomen wurden
die Fotoaffinitatslabel R51 und R87 verwendet. Die verwendeten Exosomen wurden
von N2a-WT-Zellen sezerniert und isoliert. Der lipophile Charakter des R51 und R87
Molekils ermoglicht die Integration des Fotoaffinitatslabels in die exosomale
Membran. Zur Uberpriifung der Eigenschaften dieser diente der etablierte
Membranfarbstoff PKH26 als Vergleich.

Die Farbung der Exosomen mit PKH26 erfolgte zunachst nach Angaben des
Herstellers. Die Verwendung von R51 und R87 (0,3 UM je 1 x 108 Exosomen) wurde
an dieses Protokoll angepasst. Die wesentlichen Schritte hierbei waren:
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1) Inkubation der Exosomen mit Diluent C

2) Zugabe des Farbstoffs (PKH26, R87)

3) blocken der Reaktion mit fetalem Kalberserum (FCS)

4) Aufreinigung des Ansatzes mittels OptiPrep™ Dichtegradienten

5) lIsolation der gefarbten Exosomen aus den entsprechenden Fraktionen mittels

Ultrazentrifugation

Fur die Farbung wurde eine Anzahl 2,3x10° N2a-WT-Exosomen verwendet.

Zur fotochemischen Verankerung von R51 und R87 erfolgte eine Bestrahlung der
Ansatze mit UV-A bzw. UV-C Strahlung zwischen den Schritten 3) und 4). Die
Bestrahlung erfolgte in einer Quarzglaskivette in einem Fotoreaktor (Eigenbau des
CAN; vier Leuchtmittel PL-S 9W BLB/2P (Philips, Niederlande) mit je 1.65 W UV-A
Leistung 18%) bei konstant 37°C bzw. einer Sterilwerkbank, welche mit einer UV-
Quelle (HNS 15W OFR (Osram, Miunchen) mit einer UV-C Leistung von 4 W 27%)
ausgestattet ist bei RT. Die Bestrahlung erfolgte in unterschiedlicher Dauer.

Im Verlauf der Arbeit erfolgte eine Optimierung des Farbeprotokolls. Die Inkubation mit
Diluent C, das Blocken mit FCS und der Dichtegradient wurden hierbei nicht
durchgefuhrt. Die fotochemische Verankerung erfolgte unter UV-C Strahlung bei
unterschiedlicher Dauer. Die gefarbten Exosomen wurden mittels NTA und konfokaler

Mikroskopie analysiert.

2.4.2 Exosomen-uptake-Assay

Zur Uberprifung, ob das Fotoaffinitatslabel longitudinale stabil an die exosomale
Membran verankert ist, wurden N2a-WT-Zellen (bzw. N2a-WT-palm-GFP) mit den
funktionalisierten Exosomen inkubiert. In einem p-Slide VI0,4 (ibiTreat) wurden pro
Kanal wurden 4,5 x 10 N2a-WT-Zellen ausgesat, tiber Nacht bei 37°C und 5% CO:2
inkubiert und anschlieRend mit 2,5 x 108 gefarbten Exosomen (ber Nacht inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen fur die immunfluoreszente Mikroskopie, wie in Abschnitt
2.2.9 beschrieben, vorbereitet. Fur die Farbung der N2a-WT-Zellen wurde der
Primarantikérper anti-POM2 (1:100) und der Sekundarantikérper Alexa Fluor® 647
(1:50) verwendet. Eingedeckelt ~wurden die gefarbten Zellen mit
DAPI Fluoromount-G®.

45



Material und Methoden

2.5 Tierversuche

2.5.1 stereotaktische Injektion

Die stereotaktischen Injektionen wurden von Prof. M. Glatzel und Dr. S. Krasemann
entsprechend veroffentlichen Protokollen ausgefiihrt 22177, Die Betaubung der Mause
erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von Ketamine (100 mg/kg-), Xylazine
(10 mg/kg?) and Acepromazine (3 mg/kg). Stereotaktische Injektionen erfolgten in
das Cauda/Putamen von C57BL/6 Mausen in beide Hemispharen anhand der
folgenden Koordinaten ausgehend vom Bregma: 0,8 mm anterior-posterior, 2,2
und -2,2 mm medial-lateral, sowie 3,6 mm dorsal-ventral. Injiziert wurden 2,5 ul einer
Exosomen-, ABi-42- oder Exosomen + ABi-42-L6sung in 1mM HEPES. Zur Fixierung
und Ausrichtung der M&ause wurde ein stereotaktischer Rahmen verwendet. Injeziert
wurde mit einer 26-gauge Mikroliterspritze (Hamilton, Reno, Nevada). Anschlie3end
wurde die Wunde vernaht. Nachdem sich die Tiere von der Operation erholt haben,
wurden sie fur 6 h bzw. 16 h zurlck in ihren Kafig gesetzt. Die Euthanasierung der
Mause erfolgte durch 0O/CO2-Gasgemisch mit anschlielender zervikaler
Dislokation. Es erfolgte eine Praparation des Gehirns, welches anschliel3end in 4%
Paraformaldehyd (PFA) aufgenommen wurde. Des Weiteren wurden eine

Dehydrierung und eine Einbettung in Paraffin vorgenommen.

Tabelle 2.10: Verwendete Probenansatze in vivo

Probenansatz
AB1-42 (aged)
N2a-WT-GFP-Exosomen
N2a-PrPY°T-GFP-Exosomen
N2a-WT-GFP + ABi-42 (nach Bindungs-Assay)
N2a-PrPY°T-GFP + ABi-42 (nach Bindungs-Assay)

ga hr W N B

2.5.2 Immunhistochemie von Hirngewebe

Hirnschnitte von 2 — 5 um dicke wurden in der Core Facility fir Mauspathologie am

Universitatsklinikum  Hamburg-Eppendorf auf  Glasobjekttrdgern  vorbereitet.

Ausgewahlte Objekttrager wurden einer H&E-Farbung nach Standardprotokoll durch

die diagnostische Abteilung des Instituts fur Neuropathologie am Universitatsklinikum
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Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Die Farbung des Gewebes erfolgte nach
etablierten Protokollen 23, Die folgenden primaren Antikorper wurden verwendet aus
Tabelle 2.3 wurden verwendet: anti-GFP (Exosomen); anti-lbal (Mikroglia-Zellen);
Mob410 (ABi-42). Die Detektion erfolgte mit folgenden sekundaren Antikérpern aus
Tabelle 2.3: Alexa 647; Alexa 555; Alexa 488.

Die Analyse der Antikdrpersignale erfolgte mit ImageJ/Fiji und dem Plugin Coloc 2.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Rolle des ePrP¢ in der Pathogenese der AD.
Zum einen wurde die Rolle der Interaktion von ePrP¢ und ABi-42 sowie dem daraus
resultierenden Exosomen-ABi-42-Komplexes in vivo analysiert. Bisher ist ungeklart,
welche Funktion dieser Komplex in der Pathogenese der AD hat. Dabei fokussierten
sich die Versuche auf die Fragestellung, ob der Exosomen-AB1-42-Komplex gezielt im
Gehirn abgebaut wird oder zur Ablagerung von ABi42 (AB-Plaques) im Gewebe
beitragt.

Des Weiteren sollte gezeigt werden, ob der Exosomen-AR1-42-Komplex in Geweben
oder Korperflussigkeiten wahrend der humanen AD-Pathogenese nachweisbar ist und
somit zur Diagnose der AD eingesetzt werden konnte. Fiur diese Untersuchungen
wurden CSF-Proben von Patienten unterschiedlicher AD-Risikogruppen mit Hilfe der
bildgebenden Durchflusszytometrie analysiert.

Der Exosomen-AR1-42-Komplex zeichnet sich durch eine verstérkte Aggregation von
AB1-42 aus. Inwieweit die Aggregationskinetik von ABi-42 durch ePrP¢ beeinflusst wird,
sollte mit Hilfe von SAXS und ATR-FTIR analysiert werden.

Um den Exosomen-ARi-a2-Komplex gezielt nachweisen zu kdnnen, beschéftigt sich
diese Arbeit des Weiteren mit der Etablierung eines nicht aus der Zellmembran

diffundieren Membranfarbstoffes.

3.1 Uber die molekularen Funktionen des ePrPC in der Alzheimer-Erkrankung

In Vorversuchen konnte in vitro gezeigt werden, dass ePrPC in der Lage ist,
neurotoxische APi-42-Oligomere zu binden und deren Aggregation in nicht toxische
AB142-Spezies zu fordern 32, In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss der
Interaktionen zwischen ePrPC und AB1-42 in vivo untersucht. Hierfir wurde analysiert,
ob der Exosomen-ABi-42-Komplex im Hirn von Wildtyp-M&usen zu einer verstarkten
AB1-42-Ablagerung im Gewebe fuhrt oder ob der Komplex durch Mikroglia-Zellen
aufgenommen und degradiert wird. Zum anderem wurde die Fragestellung betrachtet,
ob der Exosomen-ABi-42-Komplex in der Pathogenese der AD beim Menschen eine
Rolle spielt. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden Liquor-Proben (CSF) von

Patienten in verschiedenen Stadien der AD untersucht.
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3.1.1 Die Rolle des Exosomen-ABi-42-Komplexes in vivo

Durch die Bindung von neurotoxischen AB-Oligomeren an ePrP¢ und die
beschleunigte Aggregation dieser in nicht toxische fibrillare AB-Spezies entstehen
Exosomen-AB-Komplexe im extrazellularen Raum des Gehirns. In diesem Experiment

sollte ermittelt werden, welche Rolle dieser Komplex im Gehirn spielt.

In Abbildung 3.1 ist die Abhéngigkeit zur Bildung des Exosomen-ApR-Komplexes zum
ePrPC¢ dargestellt. Aus murinen immortalisierten Zellen isolierte N2a-WT- und N2a-
PrP%0-Exosomen wurden fiir ein AB1.42-Bindungs-Assay verwendet und mit Hilfe von
FACS und Proteinanalysen untersucht. Dabei zeigte sich, dass ePrPC¢ zu einer
hdheren Bindungseffektivitdt von ABi-42 an die Exosomen fihrt. N2a-WT-Exosomen
banden ABi-42 bevorzugt und wiesen eine signifikant héhere Population an Exosomen
mit gebundenen AB142 auf als N2a-PrP%-Exosomen (3.1 A). Im Western Blot (WB)
konnte eine hdhere Signalintensitat fir AB1-42 nach dem Bindungs-Assay beobachtet
werden (3.1 B). FACS- und WB-Experimente wurden mit den in Abbildung 3.1 C
gezeigten und durch NTA analysierten Exosomenpopulationen durchgefihrt. Es
bestatigt sich, dass ePrP¢ eine zentrale Rolle zur Bildung des Exosomen-ARi-a2-
Komplexes spielt.

Fur die Durchfihrung der in-vivo-Versuche wurden Exosomen aus murinen
Kulturzellen in vitro (N2a-WT-GFP, N2a-PrPYT-GFP) isoliert und einem APi.42-
Bindungs-Assay unterzogen. Die Exosomen wurden intrazerebral in das
Cauda/Putamen von C57BL/6 Mausen stereotaktisch injiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 6 h bzw. 16 h erfolgte eine immunhistochemische Analyse der
Injektionskandle und dem in unmittelbarer Umgebung befindlichen Gewebe auf
Exosomen, AB1-42 und Mikroglia-Zellen. In Tabelle 2.10 ist dargestellt, welche Ansatze
den Versuchsgruppen injiziert wurden. Fur alle Gruppen wurden jeweils 1x10'°
Exosomen eingesetzt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie. Analysiert wurde die
Ausbreitung der Exosomen, von ABi42 und Mikroglia-Zellen sowie deren

Kolokalisation untereinander.
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Abbildung 3.1: Analyse des Exosomen-Af..4, Bindungs-Assays.

(A) Prozentualer Anteil der Exosomenpopulation nach Durchfilhrung des ABi.s-Bindungs-Assays mit N2a-WT- und N2a-PrP%°
Exosomen analysiert mit Hilfe der Durchflusszytometrie. N2a-WT-Exosomen zeigen eine signifikant groRere Population von
Exosomen die ABi.4> gebunden haben im Vergleich zu N2a-PrP%-Exosomen. (eingesetzte Menge an Exosomen = 1x10°% n = 2;
n.s.=P>0.05,*=P <0.05, * =P < 0,01) (B) WB- Analyse der ABi..>-Bindung an Exosomen. Stérkere Signalintensitat fir AB.42
(6E10) bei N2a-WT-Exosomen im Vergleich zu N2a-PrP%’-Exosomen. (eingesetzte Menge an Exosomen = 1x10° (C)
Nanoparticle-tracking-Analysen (NTA) der fiir (A) und (B) verwendeten Exosomenisolationen. (N2a-WT: 1:2000, mode = 137.2
+/- 1.0 nm; 1,278x10*® Partikel/ml; N2a-PrP%°: 1:500, mode = 130.6 +/- 13,7 nm; 2,225x10* Partikel/ml; 1mM HEPES Puffer)

In Abb. 3.2 sind exemplarische Abschnitte der Injektionskanale nach Verabreichung
von N2a-WT-GFP-Exosomen + AB1.42 und N2a-PrP%T-GFP-Exosomen+ AB1.42 nach
6 h und 16 h Inkubationszeit abgebildet. Die Injektion von N2a-WT-GFP-Exosomen +
AB1-42 zeigt nach einer 6-stiindigen Inkubationszeit (A) eine Verteilung der Exosomen
(rot) und von ABi142 (grin) am Rand des Injektionskanals. Hier sind des Weiteren
Bereiche erkennbar, bei denen beide Signale kolokalisiert auftreten. Dartber hinaus
sind Exosomen im unmittelbaren und peripheren Gewebe sowie am Injektionskanal zu

erkennen. Mikroglia-Zellen (weif3) befinden sich in geringer Anzahl direkt am
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Injektionskanal. Der Grof3teil dieser Zellen ist im peripheren Gewebe des
Injektionskanals lokalisiert. Nach 16-stiindiger Inkubationszeit (C) ist eine verstéarkte
Kolokalisation von Exosomen und AB1-42 am Injektionskanal festzustellen. Zusatzlich
kann ein sehr geringer Anteil an freien ABi-42-Signalen detektiert werden. Exosomen
sind weiterhin in unmittelbarer Umgebung des Injektionskanals zu erkennen, wobei die
Mikroglia-Zellen vollstandig zur Injektionsstelle migriert sind. Die Injektion von N2a-
PrPY°T-GFP-Exosomen + AB1.42 zeigte nach 6 h (B) eine Verteilung von Exosomen
und ABi-42 im Injektionskanal, mit einer teilweisen schwachen Kolokalisation dieser.
Exosomen sind im nahen und peripheren Gewebe erkennbar. Mikroglia-Zellen
befinden sich direkt am Injektionskanal und in unmittelbarer Umgebung dieses. Nach
16-stindiger Inkubation (D) sind Exosomen sowie APi42 am Rand des
Injektionskanals lokalisiert. Vereinzelt treten Bereiche mit einer Kolokalisation beider
Signale auf. Im Gewebe sind Bereiche erkennbar, an denen APi-a2-Ablagerungen
beobachtet werden kénnen. Exosomen umgeben diese Bereiche und sind frei im
Gewebe nachzuweisen. Mikroglia befinden sich direkt am Injektionskanal und in der
nahen Umgebung.

Zunachst wurde analysiert, ob durch die Injektion der unterschiedlichen
Probenansatze eine Rekrutierung von Mikroglia-Zellen beglnstigt wird. Dies wére ein
Hinweis auf den Abbau von ABi42 bzw. des Exosomen-ABi-42-Komplexes durch
Mikroglia-Zellen (Abb. 3.3). 6 h nach der Injektion zeigt sich am Injektionskanal eine
gleichmaliige Verteilung der Mikroglia-Zellen in allen Versuchsgruppen. Es kann keine
verstarkte Rekrutierung von Mikroglia-Zellen aufgrund von AB1-42 bzw. des Exosomen-
AB1-42-Komplexes festgestellt werden. Die Exosomen-Kontrollgruppen (N2a-WT-GFP
und N2a-PrP%T-GFP) weisen keine Unterschiede zu den weiteren Versuchsgruppen
auf (A links). Im nahegelegenen Gewebe zum Injektionskanal zeigt sich eine erhéhte
Mikroglia-Zahl nach Injektion der N2a-PrP%T-GFP-Exosomen. Alle weiteren
Versuchsgruppen zeigen keinen signifikanten Unterschied zur AR1i-a2-Kontrollgruppe
(B links). Im peripheren Gewebe kommt es zu einer erhéhten Rekrutierung von
Mikroglia-Zellen durch die Injektion von N2a-WT-GFP-Exosomen + Afi-42. Alle
weiteren Versuchsgruppen ergeben keinen signifikanten Unterschied zur APi-a2-
Kontrollgruppe (C links). Nach einer Inkubationszeit von 6 h zeigt sich in allen
untersuchten Bereichen eine relativ geringe Attraktion von Mikroglia-Zellen durch die

Injektion der verschiedenen Probenansétze.
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Abbildung 3.2: Konfokale Mikroskopie der Injektionskanéle der Probenanséatze 4 und 5 nach einer Inkubationszeit von 6
hund 16 h.

(A) N2a-WT-GFP-Exosomen + AB1.42 nach 6 h Inkubationszeit. Hohe Signalintensitét fiir Exosomen (rot) und AB1.4> (griin) direkt
am Injektionskanal (Ic), diese sind teils als auch zusammen lokalisiert. Vereinzelte Exosomen sind im Gewebe, um den Ic herum
vorzufinden (Pfeile). Mikroglia-Zellen (weiR) infiltrieren das direkt am Ic gelegene Gewebe. (B) N2a-PrP%°T-GFP-Exosomen + AR,
42 Nach 6 h Inkubationszeit. Exosomen und As..; befinden sich am Ic und im umgebenen Gewebe. Mikroglia-Zellen infiltrieren
das Gewebe direkt am Ic und im umgebenden Gewebe. (C) N2a-WT-GFP-Exosomen + AB;.4; nach 16 h Inkubationszeit. Starke
Kolokalisation von Exosomen und ABi.4, am Ic. Mikroglia-Zellen im unmittelbaren Umfeld zum Ic. Regionen am Ic, welche einen
Mikroglia-Exosomen-AB...; Komplex aufweisen. (D) N2a-PrP°T-GFP-Exosomen + AB;.42 nach 16 h Inkubationszeit. Signale fiir
Exosomen am Ic und im umgebenen Gewebe nachweisbar. AB;.4-Ablagerungen am Ic und teilweise im Gewebe erkennbar.
Verteilung der Mikroglia-Zellen im Gewebe und am Ic. (konfokale Mikroskopie 63x; rot = Exosomen; grin = ABi.4p; weill =
Mikroglia-Zellen; blau = Zellkern; MaRstabsbalken 10 pm)
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Am Injektionskanal zeigte sich nach 16 h eine deutlich gesteigerte Mikroglia-Aktivitat
nach Verabreichung der unterschiedlichen Probenansatze (A rechts). Die starkste
Rekrutierung ist bei der Injektion von N2a-WT-GFP-Exosomen und N2a-PrP%T-GFP-
Exosomen + AB1.42 festzustellen, wobei die Injektion von N2a-PrP%T-GFP-Exosomen
zur geringsten Attraktion von Mikroglia-Zellen fiihrte. Im nahegelegenen Gewebe zeigt
sich eine deutlich veranderte Rekrutierung der Mikroglia-Zellen (B rechts). Hier ist die
starkste Attraktion von Mikroglia bei der Injektion von AB1-42 sowie bei N2a-WT-GFP-
Exosomen + APi42 zu beobachten. Alle weiteren Probenansatze zeigen eine
signifikant geringere Rekrutierung von Mikroglia-Zellen. Im peripheren Gewebe ist
weiterhin die hochste Rekrutierung durch die Injektion von ABi-42 zu beobachten (C
rechts). Alle weiteren Versuchsgruppen weisen eine signifikant schwachere
Rekrutierung von Mikroglia-Zellen auf.

Im Allgemeinen ist zu erkennen, dass eine Inkubationszeit von 16 h vor allem am
Injektionskanal und dem nahen gelegenen Gewebe zu einer erhdhten Mikroglia-
Attraktion fuhrt. Hierbei zeigen sich deutliche Unterschiede in Abhangigkeit zur
Entfernung vom Injektionskanal. Es ist eine generelle Abnahme der Mikroglia-Aktivitat
mit zunehmender Entfernung festzustellen. Dieser Effekt kann fir die Inkubationszeit
von 6 h nicht beobachtet werden. In allen Versuchsgruppen ist eine Rekrutierung von
Mikroglia-Zellen festzustellen. Diese steigt mit zunehmendem Abstand zum
Injektionskanal im Gewebe an.

Des Weiteren wurde die Kolokalisation zwischen Mikroglia-Zellen und Exosomen,
Mikroglia-Zellen und AB1-a2 sowie zwischen Exosomen und ABi-42 im Gewebe am Ic,
nahe dem Ic und im peripherem Gewebe nach 6 h und 16 h Inkubationszeit untersucht
(Abb. 3.4). Die Injektion von N2a-WT-GFP-Exosomen zeigte zu beiden Zeitpunkten
eine hohe Kolokalisation von Mikroglia-Zellen und Exosomen am Ic, sowie eine
signifikante Kolokalisation nach 16-stiindiger-Inkubation nahe dem Ic. Im peripherem
Gewebe kann keine Kolokalisation in den Vergleichsgruppen beobachtet werden (A).
Ahnliche Ergebnisse erzielte die Injektion von N2a-PrP%T-GFP-Exosomen, wobei die
Intensitat der Kolokalisation zwischen Mikroglia-Zellen und Exosomen nach 16 h
Inkubationszeit nahe dem Ic deutlich geringer ist (B).
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Abbildung 3.3: Attraktion von Mikroglia-Zellen durch die intrazerebrale Injektion von Exosomen und AB;.42.

(A) Gleichbleibende geringe Attraktion von Mikroglia-Zellen zu Ic nach 6 h Inkubationszeit (links). Nach 16 h Inkubationszeit

signifikanter Anstieg der Rekrutierung von Mikroglia-Zellen (rechts). Héchste Anzahl von Mikroglia am Ic in den Gruppen N2a-
WT-GFP, N2a-WT-GFP + AB,.4, and N2a-PrP%°T-GFP + AB,... (B) Geringe Attraktion von Mikroglia-Zellen im Gewebe in naher
Umgebung zum Ic nach 6 h. Unverandert nach Injektion von N2a-PrP°T-GFP-Exosomen. Signifikant hohere Mikroglia-Anzahl

nach 16 h nach Injektion von AB;.4, und N2a-WT-GFP + AB;.4..(C) Hohere Rekrutierung von Mikroglia-Zellen im peripheren
Gewebe zum Ic durch N2a-WT-GFP + AB1.4 Injektion nach 6 h. Nach 16 h starkste Attraktion im peripheren Gewebe durch AB;.4,

Injektion im Vergleich zu allen Probenansatzen. (ROI's = ~ 3500 um?)
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Die Injektion von AB1-42 zeigt keine Kolokalisation fir alle Gruppen in den untersuchten
Regionen zu beiden Inkubationszeitpunkten (C). Nach der Injektion von N2a-WT-GFP-
Exosomen und ABi-42 zeigt sich im Vergleich der Regionen eine signifikant hohe
Kolokalisation aller Vergleichsgruppen nach einer Inkubationszeit von 6 h am Ic. Nahe
dem Ic ist eine schwache Kolokalisation von Exosomen und AB1-42 nachweisbar. Im
peripherem Gewebe tritt keine weitere Kolokalisation auf. Nach 16 h Inkubationszeit
nimmt die Signalintensitat fur alle Vergleichsgruppen am Ic ab. Eine Kolokalisation ist
zwischen Mikroglia-Zellen und Exosomen sowie zwischen Exosomen und ABi-42
nachweisbar. Nahe am Ic zeigt sich eine schwache Kolokalisation von Exosomen und
AB1-42 (D). Die Injektion von N2a-PrPY°T-GFP-Exosomen und ARi-42 flihrt zu einer
Kolokalisation aller Vergleichsgruppen am Ic nach 6 h und 16 h Inkubationszeit.
Mikroglia-Zellen und Exosomen sowie Exosomen und ABi-42 erreichen vergleichbare
Signalintensitaten zu beiden Zeitpunkten. Die Intensitat des Signals fur Mikroglia-
Zellen und AB1-42 ist am Ic nach 16 h deutlich schwacher. In den weiteren Regionen ist
keine Kolokalisation nach 6 h Inkubationszeit messbar. Nach 16 h tritt eine leichte
Kolokalisation nahe dem Ic fur Mikroglia-Zellen und Exosomen sowie Exosomen und
AB1-42 auf. Im peripherem Gewebe ist keine Kolokalisation der Vergleichsgruppen
erkennbar (E). Die N2a-WT-GFP-Exosomen und ABi42 Versuchsgruppe zeigt im
Vergleich zur N2a-PrPY°T-GFP-Exosomen und ARi42 Versuchsgruppe am Ic zu
beiden Zeitpunkten eine hohere Signalintensitat sowohl von ABi42 und Exosomen
untereinander als auch beider zu den Mikroglia-Zellen.

3.1.2 Die Rolle des Exosomen-ABi-42-Komplexes im CSF von Patienten
unterschiedlicher AD-Risikogruppen

Die Bindung von AB1-.42 an ePrPC konnte bereits in vitro 132 sowie deren Effekte in vivo
(3.1.1) gezeigt werden. In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob
dieser Komplex im CSF von unterschiedlichen AD-Risikogruppen im Menschen
nachgewiesen werden kann und ob eine Korrelation der Menge des Exosomen-AR:1-
42-Komplexes im CSF mit dem AD-Risiko der Patienten hergestellt werden kann.

Die Aufreinigung der Exosomen aus dem CSF von Patienten erfolgte nach einem im
Laufe der Doktorarbeit entwickeltem Isolationsprotokoll (2.2.6.2). Die Analysen der
Exosomenpopulationen erfolgte mit Hilfe des NTA und der bildgebenden

Durchflusszytometrie.
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Abbildung 3.4: Analyse der Kolokalisation von Exosomen, ABi.42 und Mikroglia-Zellen.

(A) Injektion von N2a-WT-GFP-Exosomen nach 6 h (links) und 16 h (rechts) Inkubationszeit. Kolokalisation der Mikroglia-Zellen
+ Exosomen am Ic in beiden Zeitpunkten sowie im Gewebe nahe dem Ic nach 16 h. (B) Injektion von N2a-PrP%°T-GFP-Exosomen.
Vergleichbare Effekte zu (A) mit einer geringeren Signalintensitdt nach 16 h Inkubationszeit. (C) AB1.4, fihrt zu schwachen
Signalintensitaten fir alle Gruppen zu beiden Zeitpunkten. Hochste Intensitaten fir Mikroglia-Zellen + ABi.42 nach 6 h und fir
Exosomen + ABi.4; nach 16 h am Ic. (D) Injektion von N2a-WT-GFP-Exosomen + A4, flhrt zu einer signifikant erhéhten
Kolokalisation aller untersuchten Signale am Ic nach 6 h im Vergleich zu den anderen Regionen. Nahe dem Ic Kolokalisation von
Exosomen + ABi.42. Nach 16 h ist am Ic und nahe dem Ic die Kolokalisation von Mikroglia + Exosomen nachweisbar. Exosomes
+ ABa1.42 zeigen nur Kolokalisation am Ic. (E) Injektion von N2a-PrP%°T-GFP-Exosomen + ABs.4,. Kolokalisation aller Signale nach
6 h und 16 h Inkubationszeit am Ic. Nahe dem Ic nach 16 h Kolokalisation von Mikroglia + Exosomen und Exosomen + AB;.4,.
(ROI's = ~ 690 um?, Aufgrund der Intensitat der Hintergrundsignale wurden nur Werte > 0,2 der Pearson’s R Werte als
Kolokalisation definiert.)
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Zunachst erfolgte eine Analyse des CSF der Patienten auf ihren AB1-42-Gehalt und der
Menge an enthaltenen Exosomen. In allen Proben ist ApBi42 in unterschiedlichen
Konzentrationen nachweisbar. Eine Korrelation des AB1-42-Gehalts in den CSF-Proben
mit dem Alter der untersuchten Patienten lasst sich nicht ableiten (Abb. 3.5, A). Die
Analyse der Exosomenkonzentration zeigt, dass in allen Proben Exosomen
nachweisbar sind. Des Weiteren ergibt sich eine Aufteilung der CSF-Proben in zwei
Gruppen. Eine Gruppe zeigt eine erhéhte Anzahl an Exosomen im CSF. Die zweite
Gruppe hingegen weist eine geringere Exosomenkonzentration auf, welche nicht vom
Alter der Patienten abhangig ist (Abb. 3.5, B).
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Abbildung 3.5: Korrelation des Alters der Patienten mit der Menge an AB1.4; und der Anzahl am Exosomen im CSF.
(A) Tendenzieller Anstieg der AB1.4; Konzentration im CSF mit steigendem Alter der Patienten. (R? = 0,2026) (B) Keine Korrelation

der Exosomenkonzentration und dem Alter der Patienten. (R? = 0,0001216)

Fur die weiteren Untersuchungen wurden die Patienten nach ihrem AD-Risiko
eingeteilt. Die Gruppierung erfolgte anhand der durch eine Biopsie erhaltenen Daten.
Die Biopsie und deren Auswertung erfolgte am ,Kuopio University Hospital“ (Kuopio,
Finnland) in der Abteilung fir Neurochirurgie. Bei der Kontrollgruppe ohne AD-Risiko
konnte in der Hirnbiopsie weder ABi42 noch Tau nachgewiesen werden. Eine
wahrscheinliches AD-Risiko wird durch den positiven Nachweis von ABi42 und
fehlendem Tau definiert. Sind die Patienten sowohl ABi42 und Tau positiv, liegt eine
neuropathologische AD vor.

Die aus dem CSF isolierten Exosomen sowie der AB1-42-Exosomen-Komplex wurde
mit Hilfe der bildgebenden Durchflusszytometrie (2.2.8) analysiert. In allen
Patientenproben konnte der Ai-42-Exosomen-Komplex in unterschiedlichen
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Konzentrationen nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich in den AD-Risikogruppen
generell ein hdherer Anteil des ABi-42-Exosomen-Komplexes im Vergleich zum nicht
AD-Patientenpool (Abb. 3.6, A). Die Konzentration an Exosomen, welche ABi-42
gebunden haben, korreliert nicht mit der Menge an ABi-42, welche im Hirngewebe
festgestellt wurde (B). Allerdings zeigt sich ein Unterschied im Vergleich der
Konzentration von ABi-42 im Hirngewebe mit dem Risiko der Patienten an der AD zu
erkranken. Im Hirngewebe von Patienten mit einem mutmallichen Risiko an der AD
zu erkranken, zeigte sich eine signifikant erhohte AB1-42 Konzentration im Vergleich zu
Patienten mit neuropathologischer AD. Die Konzentration von ABi-42 oder des ABi-42-
Exosomen-Komplexes im CSF zeigt keine signifikante Korrelation zu dem Risiko an
der AD zu erkranken oder bereits erkrankt zu sein (D, E). Die absolute Menge an
Exosomen im CSF der Patienten zeigt einen tendenziell negativen Trend. Dies weist
auf eine Reduktion der Exosomenzahl mit steigendem AD-Risiko hin (F). Mit den zu
Verfiigung stehenden Mitteln konnte kein Zusammenhang zwischen der Konzentration
des AB1-42-Exosomen-Komplexes im CSF von Patienten mit dem Risiko an der AD zu

erkranken, nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.6: Bildgebende Durchflusszytometrie der AD-Risikogruppen zur AB.-Menge im Hirngewebe sowie auf
Exosomen und der absoluten Anzahl an Exosomen im CSF.

AD-Risikogruppen definiert durch Biopsie: AB1.4; und Tau negativ = keine AD; AB.4> positiv und Tau negativ = wahrscheinliches
AD-Risiko; ABi.42 und Tau positiv = neuropathologische AD (A) AB:.42-Exosomen-Komplex in allen Patienten-CSF-Proben durch
bildgebende Durchflusszytometrie messbar. (B) Keine Korrelation der Menge des Ai.4-Exosomen-Komplexes im CSF mit der
AB1.42-Konzentration im Hirngewebe der Patienten. (R? = 0,005433) (C) AD-Risikogruppen im Vergleich zur AB1..>-Konzentration
im Hirngewebe. Bei mutmalfilichem AD-Risiko signifikant hdhere AB.4-Konzentrationen im Hirngewebe messbar als bei keiner
AD Erkrankung oder neuropathologischer AD. (D) AD-Risikogruppen im Vergleich zur absoluten Konzentration an AB;.4, im CSF
(ELISA). Kein signifikanter Unterschied zwischen den AD-Risikogruppen. (E) AD-Risikogruppen im Vergleich zur Menge am A.
s2-Exosomen-Komplex im CSF zeigt keine signifikante Varianz. (F) Die Konzentration an Exosomen sinkt tendenziell mit
steigendem AD-Risiko (nicht signifikant). (G) Beispieldatensatze fur die bildgebende Durchflusszytometrie Analyse einzelner
Exosomen der AD-Risikogruppen. (Ch01 = brightfield; Ch06 = side scatter; Ch02 = Exosomen (FITC); Ch1l = ABi.42 (A647);
Ch02/Ch11 = Uberlagerung Exosomen/AR;.42)
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3.2 Der Einfluss des ePrP¢ auf die ABi42-Aggregationskinetik

Das ePrP¢ beschleunigt die Bildung von ABi-42-Fibrillen indem es die neurotoxischen
AB-Oligomere sequestiert, dadurch nimmt es eine neuroprotektive Rolle bei der
Alzheimer-Erkrankung ein 132, In diesem Teil der Arbeit soll spezifisch auf den Einfluss
von ePrPC¢ auf die Aggregationskinetik von AB1-42 eingegangen werden.

3.2.1 Die Aggregationskinetik von AB1-42

In diesem Projekt wurde die Kinetik der Aggregation von AB1-42 ohne den Einfluss von
ePrPC¢ untersucht. Die Hauptmethode zur Charakterisierung des ARi-s2-Systems war
Synchrotron-SAXS. Hierbei wird die intensive Rontgenstrahlung, die von Elektronen in
einem Speicherring emittiert wird, verwendet, um die makromolekulare Struktur in
Ldsung zu untersuchen und Informationen Uber die Strukturgruppen zu liefern, die das
Protein in Losung bei einer Auflésung im Nanometerbereich annimmt. SAXS bietet
nicht nur allgemeine Parameter, wie den Umlaufradius oder die maximale Grol3e,
sondern auch niedrig aufgeltste Formen. Mit der Synchrotron-SAXS-Messung kdnnen
Prozesse im Zeitrahmen von ms bis hin zu h analysiert werden. Dies ermdglicht die
Durchfiihrung und Beobachtung biologischer Prozesse in Losung in ihrem Zeitverlauf,
z.B. die Analyse der ABi-a2-Aggregation und -Amyloidformation. Als komplementére
Methode wurde die Infrarotspektroskopie (ATR-FTIR) verwendet, welche molekulare
Vibrationen zur Charakterisierung der Sekundéarstrukturen verwendet. Dadurch l&asst
sich bestimmen ob die Fraktionen der Polypeptidketten in a-Helix-, B-Faltblatt- oder
ungeordneten Konformationen vorliegen. Zur grundlegenden Analyse der vorhanden
GroRRenfraktionen in der ABi-42-Proben-Losung zu verschiedenen Zeitpunkten des
Aggregationsprozesses wurde die GroéfRenaufschlusschromatographie (SEC, engl.:

Size Exclusion Chromatography) eingesetzt.

Die SEC differentiell gealterter AB1-42-Proben-Lésungen (2 mg/ml; Superose 6 5/150;
Inkubationszeiten: 1,5 h; 2,5 h; 3,5 h; 4,5 h; 6,5 h; 8,5 h; 10,5 h; 16,5 h; 22,5 h) zeigt
in allen gemessenen Zeitpunkten mehrere Peaks (Ausschlage im Chromatogramm).
Die AB1-42-Proben-Lésungen enthalten unterschiedliche AB1-42-GréRenpopulationen in
den gemessenen Inkubationszeiten. Nach kurzer Inkubationszeit (1,5 h) sind bereits
Peaks flr groRere ABi-42-Oligomere und -Aggregate erkennbar (Elutionszeit 0 — 10
min), welche im gesamten Zeitverlauf mit unterschiedlicher Intensitat erhalten bleiben.

Die Peaks fur AB1-42-Monomere und kleiner l6sliche AB1-a2-Oligomere nimmt mit der
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Zeit ab (Abb. 3.7, A). FUr ein tieferes Verstandnis der Aggregationskinetik wurden die
durch die SEC erhaltenen Daten in zwei Gruppen eingeteilt: Stage | (1,5 h—4,5 h) und
Stage Il (6,5h — 22,5h). An diesen Daten wurde eine 2D-GPC (engl.: Two-
Dimensional Correlation Gel Permeation Chromatography) basierte Auswertung der
Daten vorgenommen. Bei dieser werden positive und negative Korrelationen der aus
der SEC erhaltenen Peaks untereinander analysiert. Stage | (< 4,5 h) zeigt eine hohe
positive Korrelation der ABi-42-Gro3enpopulation mit einer Elutionszeit von 6 min (B)
mit den benachbarten hoher und niedriger molekularen Gréf3enpopulationen (HMW,
engl.: high molecular weight; LMW, engl.: low molecular weight). Die Daten weisen
darauf hin, dass die GrolRenpopulation B auf Kosten von AB1-42-Monomeren und teils
grolRerer AB1-42-Oligomerspezies wachst (Abb. 3.7, B). In Stage Il (> 4,5 h) bestétigten
sich die Daten aus Stage | mit einer geringeren Beteiligung der LMW und einer stetigen
Variation der GroéRenpopulation B verursacht durch Wachstum, Koaleszenz oder
Fragmentation von ABi-42-Fibrillen (Abb. 3.7, C).

Abbildung 3.8 (A) zeigt die GrolRenpopulationen in der SEC der Inkubationszeiten der
Stage I-Gruppe. Es lassen sich 5 Hauptgré3enpopulationen daraus ableiten: LMW, D,
C, B und F (fur Fibrillen). Diese kdnnen aus sich uberlappenden Populationen
bestehen. Anhand der 2D-GPC wurde eine schematische Darstellung der Korrelation
der 5 HauptgréRenpopulationen in der ABi-42-Aggregationskinetik erstellt (Abb. 3.8, B).
Die Aggregation von ABi-42 erfolgt Uber Zwischenstufen, unter denen eine permanente
Interaktion herrscht, wobei die Grof3enpopulation B eine zentrale Rolle einnimmt. In
geringer Anzahl kénnen diese Zwischenstufen auch umgangen werden, wodurch es
zu einer direkten Korrelation von LMW zu Fibrillen kommt. Die kleinen I6slichen AB1-
42-Oligomere sind die Grundbausteine der héheren oligomeren ABi-42-Spezies. Der
Zerfall von diesen hoheren ABi-42-Oligomeren hingegen tragt zur Entstehung von
kleinen l6slichen AB1-42-Oligomeren bei. Kleinere AB1-42-Oligomere werden zum einem
zum Aufbau der HMW-Oligomere und ABi-42-Fibrillen bendétigt, kbnnen zum anderem
aber auch durch Fragmentierung dieser wieder entstehen.

Zeitaufgeloste SAXS-Messungen wurden mit  APi42-Proben-Losungen  zu
differentiellen Zeitpunkten der AB-Aggregation (Inkubationszeiten:~ O min; 5 min;
10 min; 15 min; 30 min; 60 min, 120 min; 10 h; 24 h) durchgefihrt.
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Abbildung 3.7: Zeitaufgeldste SEC der ABi..-Proben-Ldsungen.

(A) Chromatogramm der AB;.4o-Proben-Ldsungen zu differentiellen Inkubationszeitpunkten. Signale fur unterschiedliche ABi.4o-
GrolRRenpopulationen ableitbar: AB;.4.-Monomere und -LMW's, -HMW’s und fur fibrillares ABi.42. Bereits zu friihen Zeitpunkten der
Aggregation sind Signale fir HMW’s und fibrillares ABi.4, vorhanden. (B) 2D-GPC der Stage | Inkubationszeitpunkte (< 4,5 h).
Positive Korrelationen (Psi) der Ai.4-GréRenpopulationen untereinander, geringe negativen Korrelationen (Psi) der
dominierenden der AB..4,-GroRenpopulationen. (C) 2D-GPC der Stage Il Inkubationszeitpunkte (> 4,5 h). Positive Korrelationen
(Psi) der dominierenden A;.4,-GréRenpopulationen untereinander. Abnahme der positiven und negativen Korrelation der LMW's

mit weiteren AB;.4.-GréBenpopulationen.
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Abbildung 3.8: Interaktionsschema der dominierenden AB;.4.-GréRenpopulationen.

(A) Chromatogramm der Stage | Inkubationszeitpunkte und der dominierenden A;.4,-GroRenpopulationen. (B)
Abhéangigkeitsdiagramm der dominierenden Api..-GroRenpopulationen auf Grundlage der 2D-GPC Auswertung der ABi.s2-
Proben-Ldsungen zu differentiellen Inkubationszeitpunkten. Die GréRenpopulation B nimmt eine zentrale Rolle in der AB;.42-
Aggregationskinetic ein, B zeigt positive Korrelationen zu den benachbarten HMW und LMW A;.4,-GréRenpopulationen. Die
Fragmentierung der ABi.4,-Fibrillen fuhrt zum Wachstum der AB;.4.-GréBenpopulationen B.

Aufgrund des Auftretens hoherer AB1-42-Oligomerspezies nach 1,5 h Inkubationszeit in
den vorangegangenen Experimenten wurden fir die SAXS-Messungen friihere
Zeitpunkte der APi-42-Aggregation beriicksichtigt. Die Messungen zeigen eine sich
entwickelnde Mischung aus ABi-42-Monomeren, -Oligomeren und grof3en fibrillaren
Spezies. Wahrend der 24-stiindigen Inkubation nimmt die gestreute Intensitat bei den
niedrigsten Winkeln zu, was die zunehmende Menge groBer ARi-42-Spezies
widerspiegelt (Abb. 3.9, A). Das frihe Stadium der APi42-Aggregation (0 min —
120 min) wird von ungefalteten ARi-42-Spezies dominiert, wahrend sich die
kompakteren strukturierten Fibrillen spater ausbilden. In den ABi-42-Proben-Lésungen
wurden zwei Hauptkomponenten identifiziert. Diese sind zum einen kleinere AB1-42-
Aggregationsintermediate (building blocks) und zum anderen reife APi-a2-Fibrillen.
Durch das Anpassen des Datensatzes an eine lineare Kombination der beiden Spezies
wurde die Kinetik der Formation der Fibrillen hinsichtlich ihrer Massenfraktionen
dargestellt (Abb. 3.9, B). ATR-FTIR-Messungen der APi-42-Proben-Lésungen zu
differentiellen Zeitpunkten der AR-Aggregation ergaben einen Anstieg des Gehalts an
B-Faltblatt-Strukturen und ein Rickgang von a-Helix-Konformationen mit steigender
Inkubationszeit. Dies bestatigt die Bildung von HMW-Strukturen und AB-Fibrillen mit
steigender Inkubationszeit (Abb. 3.9, C). Die strukturelle Charakterisierung der in der
AB1-42-Proben-Losungen befindlichen AB-Spezies lieferte reprasentative Modelle fur
die building blocks, welche mit nativ ungefalteten AB1-42-Oligomeren Ubereinstimmen
sowie ein Modell fur die Fibrillen (Abb. 3.9, D). Fur die Modellierung der Strukturen
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wurde die ab-initio-SAXS-Modellierung 1’8 und die Ensemble-Optimierungsmethode
179 verwendet. Modelliert wurden reprasentative Zufallskettenmodelle (Abb. 3.9, D1)
und Pseudoatom-Modelle (Abb. 3.9, D2) fur die ungefalteten Oligomere und ein
durchschnittliches Pseudoatom-Modell fir grof3e fibrillare Aggregate (Abb. 3.9, D3).
Die Anzahl der Ai-a2-Einheiten, welche die building blocks bendtigen um die
gesammelten Daten angemessen anzupassen, betrug 4 - 6 ABi-42-Einheiten, was mit
einem karzlich veroffentlichten Bericht Uber die frihen Stadien der ARi-42-
Oligomerisierung auf der Grundlage der Neutronenstreuung und der analytischen
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Abbildung 3.9: SAXS-Messungen der AB;.4>-Proben-Lésungen zu verschiedenen inkubationszeitpunkten.

(A) Zeitaufgeloste SAXS-Profile wahrend einer 24-stindigen Inkubation der ARi.4-Proben-Lésung. Zunahme der
Streuungsintensitat im Bereich niedriger Winkel. Zunahme grof3er ABi.42-Spezies mit steigender Inkubationszeit. (B) Zeitliche
Entwicklung der zwei Hauptkomponenten in der ABi.4-Proben-Losung (ABi.42-buidling blocks, hohere AB;.4-Aggregate). Im
Verlauf der ABi.42-Aggregation nimmt die Anzahl der AB;.4,-buidling blocks stetig ab, komplementar dazu nimmt die Menge an
héheren ABi.4-Aggregationsstufen zu. (C) Komplementére zeitaufgeldste ATR-FTIR-Messungen der Ai.4-Proben-Lésung
zeigen eine Zunahme der intermolekularen B-Faltblattstrukturen, sowie eine Abnahme der Signale fiir a-Helices mit steigender
Inkubationszeit. (D) Strukturmodelle der ABi..-Spezies in der Proben-Losung. Représentative Zufallskettenmodelle und
Pseudoatom-Modelle stellen ungefaltete AB;.s-Oligomere dar (1; 2) und ein durchschnittliches Pseudoatom-Modell zur

Darstellung von fibrillaren AB;.4,-Spezies.
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3.2.2 Der Einfluss von ePrPC¢ auf die Aggregationskinetik von AB1-42

Nachdem die Untersuchung der Aggregationskinetik von APi42 abgeschlossen
werden konnte, wurden Exosomen aus den N2a-WT- und N2a-PrP%°-Zelllinien
gewonnen und der AB1-42-Proben-Ldsung beigefiigt. N2a-WT-Exosomen tragen ePrP¢
auf ihrer Oberflache, N2a-PrP%-Exosomen hingegen nicht. Die Analyse des
Einflusses der Exosomen auf die AB1-42-Aggregationskinetik wurde mittels SEC, SAXS
und ATR-FTIR untersucht.

Die SEC-Daten der AB1-42-N2a-WT-Proben-Lésung (2 mg/ml AB1-42;
1x10° Exosomen/ml) differentieller Zeitpunkte der Aggregationskinetik zeigen vier
prominente GroRenpopulation, deren Intensitat im Zeitverlauf in den Proben-Lésungen
variiert (Abb. 3.10, A). Vor der Durchfihrung der SEC wurden die AP1-42-N2a-WT-
Proben-L6sung durch einen 300K Filter filtriert, um die Exosomen aus der Proben-
Ldsung zu entfernen. An die Exosomen gebundene AB-Spezies wurden durch diesen
Schritt entfernt. Die 2D-GPC-Analyse zeigt sowohl positive als auch negative
Korrelationen der vier GroRenpopulationen zueinander (Abb. 3.10, B). Die
GroRRenpopulation C ist in allen Zeitpunkten der ABi-42-Aggregationskinetik in
Gegenwart von N2a-WT-Exosomen am prominentesten vertreten. Das Wachstum der
GroRRenpopulation C korreliert Gber die Zeit mit der Abnahme der GréRenpopulationen
A und B, welche Kkleine ApBi-42-Oligomerspezies unter dem Verbrauch der
GrolRenpopulation D repréasentieren.

Der Vergleich der SEC-Profile der Inkubation einer 2 mg/ml AB1-42-Proben-Losung mit
N2a-WT bzw. N2a-PrP% (1x10° Exosomen/ml) fiir 22 h zeigt einen Unterschied in der
Intensitat der Signale fur die Gréf3enpopulation D. Die Population C ist nach 22 h
Inkubation nicht mehr erkennbar. D zeigt eine deutlich hohere Intensitat bei einer
Inkubation mit N2a-WT-Exosomen im Vergleich zu den N2a-PrP%-Exosomen. In der
AB1-42-N2a-WT-Proben-Losung sind in Gegenwart von N2a-WT-Exosomen hdhere

Konzentrationen an grol3eren ABi-42-Aggregationsstufen enthalten (Abb. 3.10, C).

Zeitaufgeloste SAXS-Messungen wurden mit APi-42-Proben-Losungen +/- N2a-WT-
oder N2a-PrP%-Exosomen zu differentiellen Zeitpunkten der AB-Aggregation
(Inkubationszeiten:~ 10 min; 30 min; 60 min; 90 min; 2:45 h; 3:45 h; 4:45 h; 5:45 h;
7:45 h; 9:45 h; 14 h; 17:45 h; 22 h; 26:30 h; 30:15 h; 34:45 h; 39:45 h) durchgefuhrt.
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Abbildung 3.10: Zeitaufgeldste SEC der ABy.42-Proben-Lésungen + N2a-WT- oder N2a-PrP%°-Exosomen.

(A) Chromatogramm der AB;..2-Proben-Losungen + N2a-WT-Exosomen zu differentiellen Inkubationszeitpunkten. Signale fir
unterschiedliche AB.4-GréBenpopulationen ableitbar: AB;.4.-Monomere und -LMW's (A, B), -HMW'’s und fir fibrillares AB1.4> (C,
D). Bereits zu frihen Zeitpunkten der Aggregation sind Signale fir HMW’s und fibrillares AB;.4» vorhanden. Signalintensitat der
GrofRRenpopulation D steigt mit Inkubationszeit, C nimmt komplementér dazu ab. A Signalintensitat nimmt mit Inkubationszeit ab,
wobei B nahezu unverandert ist. (B) 2D-GPC des gesamten Zeitverlaufs. Positive Korrelationen (Psi) der ABi.ae-
GroflRenpopulationen untereinander, geringe negativen Korrelationen (Psi) der dominierenden der ABi..,-Gro3enpopulationen.
Wachstum von D korreliert mit der Abnahme der Intensitat von A und B. (C) SEC-Chromatogramm der AB;.42-Proben-Losungen
+ N2a-WT- bzw. N2a-PrP%°-Exosomen nach 24 h Inkubation. Deutlich stérkeres Signal fir HMW’s und fibrilldre Spezies nach

Inkubation mit N2a-WT-Exosomen.
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Die AB1-42-Proben-Losungen ohne Exosomenzugabe zeigt eine Zunahme hdherer AB:-
42-Oligomerspezies im Zeitverlauf. Schon in frihen Inkubationszeitpunkten sind
fibrillenartige Signale zu erkennen und keine deutlichen Signale fur ABi-422-Monomere
oder LMW'’s (Abb. 3.11, A). N2a-WT-Exosomen filhren zu einem friheren Auftreten
der Signale fir AB1-42-Oligomerspezies im Zeitverlauf (grau AB1-42-Referenz (A); farbig
AB1-42 + N2a-WT-Exosomen). Zum Ende der Inkubationszeit werden deutlich héhere
Signalintensitaten fur Oligomerspezies und fibrillare Strukturen erzielt (Abb. 3.11, B).
Die Inkubation mit N2a-PrP%-Exosomen fihrt zu keiner Veranderung der
Aggregationskinetik der AB1-42-Proben-Losungen. Es zeigt sich keine Separation der
SAXS-Signale mit und ohne Exosomeninkubation (grau APi-s2-Referenz (A); farbig
AB142 + N2a-PrP%°-Exosomen) (Abb. 3.11, C). Die Aggregationskinetik der APi-42-
Proben-Lésungen unter Einfluss der N2a-WT-Exosomen separiert sich deutlich von
den sich Uberlagernden Signalen der Aggregationskinetik ohne Exosomen oder mit
N2a-PrP%-Exosomen. Diese Separation zeigt sich auch nach Berechnung des
Streumassenradius (Rg; engl: radius of gyration). In allen Probenansétzen ist der Rg
im Querschnitt unverandert. Es zeigt sich eine geringe Zunahme des Rg im Zeitverlauf.
Bei der Gegenwart von N2a-WT-Exosomen ist der Rg systematisch gré3er als in den
weiteren  Probenansatzen (Abb. 3.11, D). Das ePrP¢ begunstigt die
Aggregationskinetik der ApBi-42-Proben-Losungen.

Als komplementares Experiment wurden ATR-FTIR-Messungen der ABi-a2-Proben-
Losungen mit und ohne Inkubation von N2a-WT- oder N2a-PrP%-Exosomen
durchgefiihrt. Die Proben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Aggregationskinetik vermessen. Die Ai-42-Proben-Losung ohne Inkubation mit
Exosomen zeigt eine Zunahme der Signale bei 1630 cm™ (B-Faltblattstrukturen) unter
Abnahme der Signale fir a-Helices mit steigender Inkubationszeit (Abb. 3.12, A). In
der Gegenwart von N2a-WT-Exosomen in der AB1-42-Proben-Lésung zeigt sich in der
Aggregationskinetik eine friihere Abnahme der a-Helices-Signale, sowie ein friherer
Zuwachs der Signalintensitat fur B-Faltblattstrukturen. N2a-WT-Exosomen fordern die
Bildung von HMW’s und fibrillare Strukturen (Abb. 3.12, B). Dieser Effekt kann fur N2a-
PrP%-Exosomen nicht beobachtet werden. Hierbei ist die Aggregationskinetik dhnlich
der reinen APi42-Proben-Losung (Abb. 3.12, C). Das ePrP¢ fordert die
Aggregationskinetik der ABi-42-Proben-Ldsung.
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Abbildung 3.11: Zeitaufgeldste SAXS-Messungen der AB;.4-Proben-Lésungen + N2a-WT- oder N2a-PrP%°-Exosomen.

(A) Zeitaufgeloste SAXS-Profile wéhrend einer ~40-stindigen Inkubation der ABi.4-Proben-Lésung. Zunahme der
Streuungsintensitat im Bereich niedriger Winkel. Hohe Streuungsintensitét zu friihen Inkubationszeitpunkten. Zunahme groRer
AB1-42-Spezies mit steigender Inkubationszeit. (B) SAXS-Profile bei Inkubation der AB1.4.-Proben-Lésung mit N2a-WT-Exosomen.
Starke Zunahme der Streuungsintensitat im Bereich niedriger Winkel bei Exosomeninkubation (farbig). Deutliche Separation zu
AB14, 0hne Exosomenzugabe (grau). Forderung der Aggregationskinetik durch N2a-WT-Exsosomen. (C) SAXS-Profile bei
Inkubation der AB;.4>-Proben-Losung mit N2a-PrP%°-Exosomen (farbig). Kein Einfluss auf die Aggregationskinetik von ABi.42. (D)
AB1.42 Rg in Gegenwart von N2a-WT-Exosomen erhoht. N2a-PrP%°-Exosomen zeigen vergleichbaren A1 Rg zu ABi.42 ohne

Exosomenzugabe.

Die Signalintensitat bei 1630 cm™ ist zu Beginn der Aggregationskinetik bei allen
Probenansatzen gleich. Nach ~ 60-mindtiger Inkubation zeigt die Inkubation mit N2a-
WT-Exosomen einen starkeren Zuwachs fir p-Faltblattstrukturen und eine Separation
zu AB142 ohne bzw. mit N2a-PrP%-Exosomen. Die ABi-42-Proben-Losung erreicht
nach ca. 3,5 h ein Plateau bei Aabsorbance 1629 cm™. N2a-PrP%°-Exosomen flhren zu
einem Anstieg der Aabsorbance 1629 cm! tiber den Inkubationszeitraum. Den starksten
Signalzuwachs weist die ABR1-42-Proben-Ldsung bei Inkubation mit N2a-WT-Exosomen
auf (Abb. 3.12, D).
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Abbildung 3.12: Zeitaufgeldste ATR-FTIR-Messungen der AB,.4-Proben-Lésungen + N2a-WT- oder N2a-PrP°-Exosomen.
(A) Zunahme der Signalintensitat bei 1630 cm™ (B-Faltblattstrukturen) unter Abnahme der Signalintensitaten fur a-Helices im
Verlauf der AB1.4-Aggregationskinetik. (B) N2a-WT-Exosomen flihren zu einer Férderung der AB...,-Aggregationskinetik. Héherer
Zuwachs der Signalintensititen fur B-Faltblattstrukturen unter Abnahme der Signalintensitét fir a-Helices. (C) N2a-PrP%°-
Exosomen zeigen keinen Einfluss auf die AB....-Aggregationskinetik. Signalintensitaten fur B-Faltblattstrukturen und a-Helices
vergleichbar zu A. (D) Vergleich der Aapsomance 1629 cm™ aller Probenansatze. Zuwachs der Signalintensitat fur N2a-WT-
Exosomen bereits nach ca. 60 min Inkubationszeit im Vergleich zu ABi.4, +/- N2a-PrP%-Exosomen. Hohere Signalintensitéten

Uber den Inkubationszeitraum fur AB;.42 in Gegenwart von N2a-WT-Exosomen.

Die Analyse der Massenfraktionen (Aggregate und building blocks) einer weiteren
SAXS-Messung, der AB1-42-Proben-Lésungen nach Inkubation mit N2a-WT- oder N2a-
PrP%-Exosomen, zeigt eine deutlich frilhere Abnahme der building blocks und
Zunahme der Aggregate im Inkubationszeitraume von 0 min bis 500 min bei N2a-WT-
Exosomen. Die Aggregationskinetik wird in diesem Zeitraum durch die N2a-WT-
Exosomen zugunsten der Aggregation von ABi-a2 beeinflusst. Dieser Effekt zeigt sich
nicht bei der Inkubation der AB1-42-Proben-Losungen mit N2a-PrP%°-Exosomen (Abb.
3.13).
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Alle durchgefihrten Experimente zur ABi-42-Aggregationskinetik zeigen eine deutliche

Forderung der APi-42-Aggregation in Gegenwart von N2a-WT-Exosomen. Dieser

Effekt kann bei Inkubation der AB1-42-Proben-Lésung mit N2a-PrP%°-Exosomen nicht

beobachtet werden. ePrP¢ vermittelt die AB1-42-Aggregation zugunsten der Ausbildung

strukturierter B-Faltblattstrukturen.
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Abbildung 3.13: Zeitliche Entwicklung der zwei Hauptkomponenten in der AB;..,-Proben-Lésung.

Amyloid-B;.4> + N2a-PrP%/0 exosomes

1 - APi.42 aggregates
1= ABi4 building blocks

Mass Fraction
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'1.000

time [min]
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(AB1-42-buidling blocks, héhere ABi.4-Aggregate) (A) Im Verlauf der AB;.4o-Aggregation + N2a-WT-Exosomen nimmt die Anzahl
der ABi.4o-buidling blocks stetig ab, komplementar dazu nimmt die Menge an hdéheren AB;.s-Aggregationsstufen zu. (B) In

Gegenwart von N2a-PrP%°-Exosomen in der AB;.4,-Proben-Loésung ist ein deutlich langsameres Wachstum der AB1.4>-Aggregate

zu beobachten. Das Wachstum erfolgt unter Abnahme der AB;.42-buidling blocks.
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3.3 Etablierung eines fotochemischen Membranlabels auf Exosomen

Das im Folgendem dargestellte Projekt wurde in Kooperation mit dem Fraunhofer-
Zentrum fr Angewandte Nanotechnologie (CAN GmbH) durchgefuhrt. Hierbei erfolgte
eine gleichwertige praktische Durchfihrung des Projekts durch M.Sc. Alexander
Hartmann und Dr. Oliver Dabrowski. Die Ergebnisse dieses Projektes sind Teil der

Dissertationen von M.Sc. A. Hartmann und Dr. O. Dabrowski.

Ziel dieses Projekts war die Entwicklung und Etablierung eines Verfahrens zur
fotochemischen Funktionalisierung von Exosomen. Dies ermdglicht die Kopplung von
Markern wie beispielsweise Farbstoffen oder Wirkstoffen an die Exosomen. Diese
fungieren hierbei als Transportvehikel. Die verwendeten Fotoaffinitatslabel wurden von
Dr. Dabrowski im Rahmen seiner Dissertation entwickelt, synthetisiert und
bereitgestellt. Am Institut fur Neuropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf erfolgte unter der Leitung von M.Sc. A. Hartmann die biologische
Einflihrung des Verfahrens, mit welchen die Fotoaffinitatslabel in der exosomalen
Membran longitudinal stabil verankert werden kénnen. Dazu gehoért die Etablierung
eines Protokolls und der optimalen Reaktionsbedingungen sowie die Uberpriifung der
Exosomen-Funktionalitat.

Das entwickelte Fotoaffinitatslabel besitzt einen lipophilen Charakter mit einer
Rhodamin-Kopfgruppe, welche gegen DNA- oder RNA-Fragmente, Peptidsequenzen,
Medikamente oder andere Farbstoffe ausgetauscht werden kann. Zusatzlich verfigt
die Struktur Uber eine fotoaktivierbare Gruppe, welche unter milden Bedingungen zur
Reaktion gebracht werden kann und dadurch kovalente Bindungen ausbildet 8,
Konventionelle lipophile Membranfarbstoffe, wie die PKH-Farbstoffe, sind nicht
kovalent in der Zellmembran verankert. Im Anwendungsbereich auf Exosomen fihrt
dies zu dem Problem der Diffusion des Membranfarbstoffs innerhalb einer Membran
und zwischen benachbarten Membranen und somit zu unspezifischen Signalen. Diese
Diffusion soll mit Hilfe der Ausbildung einer kovalenten Bindung behoben werden und
somit longitudinal stabil funktionalisierte Exosomen verfugbar machen. Zum Vergleich
dient der konventionelle PKH26-Membranfarbstoff (Merck, USA).

Zu Beginn der Versuche lagen zwei Versionen des Fotoaffinitatslabels vor: R51 mit
einer Alkylkette und R87 mit zwei Alkyketten 182,
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In einer 40 uM L6sung zeigten sich deutliche Unterschiede in deren Eigenschaften.
Die R51-L6sung wies eine deutliche Oberflachenspannung auf, welche bei der R87-

Losung durch seine starkeren tensidischen Eigenschaften nicht vorhanden war 81,

3.3.1 Entwicklung des Farbeprotokolls fir den R87-Membranfarbstoff

Zu Beginn der Versuche mit N2a-WT-Exosomen wurde das Farbeprotokoll nach
Herstellerangaben des PKH26-Membranfarbstoffs fir R51, R87 und PKH26
verwendet. Die gefarbten Exosomen wurden mittels OptiPrep™-Dichtegradienten und
Ultrazentrifugation aufgereinigt, wobei die analysierten Fraktionen ein Volumen von 1
ml aufwiesen (siehe 2.5.1).

Im OptiPrep™-Dichtegradienten konzentrieren sich die Exosomen in den Fraktionen
7, 8 und 9. Der Nachweis der Exosomen erfolgte mittels WB gegen Flotillin 1. Des
Weiteren wurde eine Bestimmung der Exosomenmenge und Partikelgrof3e in den
Fraktionen durch NTA durchgefuhrt. Die mit PKH26 oder R87 behandelten Exosomen
sind in scharfen farblichen Banden konzentriert. Dies konnte mit R51 aufgrund einer
geringeren Interkallationsneigung deutlich schwéacher beobachtet werden. Daher
wurde R51 an dieser Stelle verworfen und die Arbeit auf R87 konzentriert. Die hdchste
Exosomenkonzentration konnte bei denen mit R87 behandelten Exosomen in Fraktion
# 9 mit 2,98 x 108 p/ml und bei PKH26 in Fraktion # 7 mit 2,57 x 108 p/ml gemessen
werden. Die am haufigsten vertretenen PartikelgroRen waren ca. 170 nm bei R87 und
143 nm bei PKH26 im Durchmesser. In beiden Behandlungen verteilten sich die
Exosomen auf die Fraktionen # 7 - # 10. In allen anderen Fraktionen konnten keine
Partikel im NTA gemessen werden und auch im WB zeigten sich nur sehr schwache
(PKH26) bis keine (R87) Banden fiir Flotillin 1 (Abb. 3.14) 81, [Durchfiihrung durch A.
Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Die isolierten, gefarbten und aufgereinigten Exosomen wurden anschlieRend fur das
Exosome-uptake-Assay verwendet. Hierfir wurden 4,5 x 10° N2a-WT-GFP-Zellen mit
2,5 x 108 funktionalisierten Exosomen tber Nacht inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit 1 x PBS gewaschen und fir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie behandelt (siehe
2.5.2).
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Abbildung 3.14: Analyse der Fraktionen des OptiPrep™-Dichtegradient nach Ultrazentrifugation der R87 und PKH26
behandelten Exosomen.

(A) Schema des Aufbaus des des OptiPrep™-Dichtegradient sowie Darstellung der analysierten Fraktionen. (B) WB der
Fraktionen nach der Aufreinigung mittels Ultrazentrifugation mit Detektion gegen Flotillin 1, ein auf Exosomen prominent
vertretenes Membranprotein. Es konnte ein Signal fur Flotillin 1 bei R87- und PKH26-Behandlung in den Fraktionen # 7, # 8, # 9
und # 10 detektiert werden. Starkstes Signal nach der R87-Behandlung erkennbar in Fraktion # 9 sowie bei PKH26-Behandlung
in Fraktion # 7. Fur die positiv Kontrolle wurden 1 x 10° N2a-WT-Exosomen eingesetzt. (C) NTA-Analyse der gewonnen
Fraktionen aus dem Gradienten. Nach beiden Behandlungen waren nur in den Fraktionen # 7 - # 9 messbare Mengen an
Exosomen zu detektieren. Hier konnten die héchsten Konzentrationen bei der R87-Behandlung in Fraktion # 9 und nach PKH26-
Behandlung in Fraktion # 7 gemessen werden. Die GroRenverteilung der Exosomen liegt zwischen 133 nm — 181 nm bei den
R87-Exosomen und 143 nm — 191 nm bei den PKH26-Exosomen. [Durchfuhrung durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu

gleichen Teilen.]

Zur Uberprifung der Eigenschaften der verwendeten Membranfarbstoffe wurden N2a-
WT-GFP-Zellen mit den Farbstoffen behandelt. Die Menge des verwendeten
Membranfarbstoffes ist hierbei &quivalent zur Exosomenbehandlung gewahlt worden.
Die Membranfarbstoffe wurden dem Zellkulturmedium beigesetzt und Uber Nacht
inkubiert. R87 sowie PKH26 interkalieren in die Zellmembran. Bei beiden

Membranfarbstoffen konnte eine homogene Farbung der Zellmembran erzielt werden
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(Abb. 3.15, A). Die Zellen, welche mit R87 oder PKH26 behandelten Exosomen
inkubiert wurden, zeigten in beiden Ansatzen eine Interkalation der Membranfarbstoffe
in die Zellmembran. R87 diffundiert aus den Exosomen und fuhrt zu einer homogenen
Farbung der Zellmembran der N2a-WT-GFP-Zellen. Auch der PKH26-
Membranfarbstoff diffundiert aus der exosomalen Membran in die Zellmembran der
Akzeptorzellen. Allerdings ist die Verteilung des PKH26-Membranfarbstoffs
ungleichmafiig (Abb. 3.15, B). Beide Membranfarbstoffe interkalieren in die
Zellmembran der Akzeptorzellen. Des Weiteren zeigte sich in beiden Ansétzen eine
Diffusion des Membranfarbstoffs aus der exosomalen Membran zu den N2a-WT-GFP-

Zellen. 8! [Durchfiihrung durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

N2a-WT-GFP + PKH26 @ rs7

@ PKH26

@ GFpP
@ DAPI

Abbildung 3.15: Exosome-uptake-Assay der mit den Membranfarbstoffen R87 bzw. PKH26 behandelten Exosomen auf
N2a-WT-GFP-Zellen.

(A) Konfokalmikroskopische Aufnahme von N2a-WT-GFP-Zellen nach Behandlung mit den Membranfarbstoffen R87 bzw.
PKH26. Beide Farbstoffe interkalieren gleichm&Rig in die Zellmembran der Akzeptorzellen. (B) Konfokalmikroskopische
Aufnahme von N2a-WT-GFP-Zellen nach Behandlung mit R87 bzw. PKH26 gefarbten Exosomen (2,5 x 10%). Die
Membranfarbstoffe diffundieren aus der exosomalen Membran in die Zellmembran der Akzeptorzellen. R87 fihrt hierbei zu einer
gleichméagigen Verteilung des Membranfarbstoffes. PKH26 verteilt sich ungleichmaRig in die Zellmembran der N2a-WT-GFP-

Zellen. 8 [Durchfiihrung durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Somit konnte das Farbeprotokoll nach Herstellangaben von PKH26 erfolgreich auf den

R87-Membranfarbstoff Gbertragen werden.
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3.3.2 Fotochemische Verankerung des R87-Membranfarbstoffs

Nach der Inkubation der Exosomen mit dem R87-Membranfarbstoff wurden diese mit
UV-Licht bestrahlt. Diese Bestrahlung fiihrt zu einer longitudinalen stabilen
Verankerung von R87 in die exosomale Membran durch die Ausbildung kovalenter
Bindungen. Die mit PKH26 behandelten Exosomen wurden ebenfalls mit UV-Licht
bestrahlt. Hierbei erfolgte die Bestrahlung zwischen Schritt 3) und 4) nach dem
Standartprotokoll. Die fotochemische Verankerung des R87-Membranfarbstoffs in die
Membran von Exosomen wurde zunachst mit UV-A-Bestrahlung in einem durch die
CAN GmbH konstruiertem Fotoreaktor bei 37°C durchgefiihrt 181 [Durchfiihrung durch
A. Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.].

R87 zeigte eine geringe Absorption im UV-A-Bereich, wodurch langere
Bestrahlungszeiten zur fotochemischen Verankerung benétigt wurden. Im Exosomen-
uptake-Assay konnte bei einer Bestrahlungsdauer der Exosomen von 1h eine
Aggregation der mit R87 und PKH26 behandelten Exosomen beobachtet werden. Des
Weiteren diffundiert der R87-Membranfarbstoff in die Zellmembran der N2a-WT-GFP-
Zellen. Nach 1 h Bestrahlung der mit R87 behandelten Exosomen konnte keine
fotochemische Verankerung erzielt werden (Abb. 3.16, A). PKH26-Exosomen zeigten
eine Neigung zur Aggregation und eine Diffusion des Membranfarbstoffs in die
Zellmembran der Akzeptorzellen (Abb. 3.16, B). 18! [Durchfihrung durch A. Hartmann
und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Fur eine effektivere fotochemische Verankerung wurde in den weiteren
Bestrahlungsexperimente Licht im UV-C-Bereich verwendet. Die Bestrahlung der
gefarbten Exosomen erfolgte in einer Sterilwerkbank, welche mit einer UV-Quelle (UV-
C-Leistung von 4 W, 27%) ausgestattet ist in einer Quarzglaskiuvette bei RT. Die
Bestrahlung wurde in unterschiedlicher Dauer durchgefuhrt und begann direkt nach
Zugabe des Membranfarbstoffes zu den Exosomen. Die Exosomen wurden mit dem
R87-Membranfarbstoff behandelt und fir 5 min, 10 min, 20 min oder 30 min mit UV-A-
oder UV-C-Licht bestrahlt. Die bestrahlten Exosomen wurden anschliel3end fur das
Exosome-uptake-Assay mit N2a-WT-Zellen eingesetzt.

Die im Fotoreaktor mit UV-A bestrahlten Exosomen zeigen bereits bei einer

Bestrahlungsdauer von 5 min eine Aggregationsneigung.
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Abbildung 3.16: Exosome-uptake-Assay der mit den Membranfarbstoffen R87 bzw. PKH26 behandelten Exosomen auf
N2a-WT-GFP-Zellen nach UV-A-Bestrahlung.

(A) Konfokalmikroskopische Aufnahme von N2a-WT-GFP-Zellen nach Behandlung mit den Membranfarbstoffen R87 nach 1 h
Bestrahlung im Fotoreaktor. Es ist eine Aggregation der Exosomen zu beobachten. Des Weiteren diffundiert der R87-
Membranfarbstoff in die Zellmembran der Donorzellen. (B) Mit PKH26 behandelte und bestrahlte Exosomen zeigen die Bildung
von Aggregaten. PKH26 diffundiert in die in die Zellmembran der Donorzellen. 8 [Durchfiihrung durch A. Hartmann und O.

Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Nach 20-minutiger Bestrahlung bilden sich deutlich sichtbare Exosomenaggregate.
Zudem st in allen Zeitpunkten eine starke Diffusion des Membranfarbstoffs zu
beobachten (Abb. 3.17, A). Die Bestrahlung der Exosomen in der Sterilwerkbank mit
UV-C fuhrt in allen Zeitpunkten zu einer Aggregation der Exosomen. Im Vergleich zu
den mit UV-A bestrahlten Exosomen ist in den UV-C bestrahlten Exosomen eine
deutlich geringere Diffusion von R87 zu erkennen (Abb. 3.17, B). Die fotochemische
Verankerung von R87 konnte durch die Bestrahlung mit dem energiereicheren Licht
des UV-C-Bereichs erzielt werden. 8! [Durchfihrung durch A. Hartmann und O.

Dabrowski zu gleichen Teilen.]
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Abbildung 3.17: Exosome-uptake-Assay der mit R87 behandelten Exosomen auf N2a-WT-Zellen nach UV-A- und UV-C-
Bestrahlung in unterschiedlicher Dauer.

(A) Konfokalmikroskopische Aufnahme von N2a-WT-Zellen nach Behandlung mit R87 nach Bestrahlung mit UV-A-Licht. Zu allen
Zeitpunkten ist eine Aggregation der Exosomen zu beobachten. Des Weiteren diffundiert der R87-Membranfarbstoff in die
Zellmembran der Akzeptorzellen. (B) Bestrahlung der R87-Exosomen mit UV-C-Licht. Zu allen Zeitpunkten ist eine Aggregation
der Exosomen zu beobachten. Die Diffusion von R87 konnte deutlich reduziert werden. 8 [Durchfiihrung durch A. Hartmann und

O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

3.3.3 Optimierung des Farbeprotokolls

Die Farbung der Exosomen nach dem verwendeten Protokoll erfordert die Behandlung
der isolierten Exosomen mit Diluent C und FCS. Diluent C dient der temporéren
Desintegration der exosomalen Zellmembran und unterstitzt die Interkalation der
Membranfarbstoffe in die Membran. Der Prozess wird durch die Zugabe von FCS
geblockt. Dies fuhrt zu einer Verunreinigung der isolierten Exosomen und erfordert

eine Aufreinigung durch einen OptiPrep ™-Dichtegradienten.
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Die Analyse der gefarbten und aufgereinigten Exosomen mittels MALDI-TOF ergab
eine Verunreinigung der Probe mit lodixanol (Bestandteile des OptiPrep™-
Dichtegradienten. Bei 1550,735 M/z (Masse pro Ladung) wurde das Signal fur M+H*
nachgewiesen (Abb. 3.18, A). Das erhaltene Isotopenmuster zeigt Natrium- und
Kaliumaddukte, sowie den Austausch von lod und passt zu den theoretischen Werten,
die fir lodixanolderivate zu erwarten sind. Die Daten weisen auf eine
verfahrensbedingte Fragmentierung hin (Abb. 3.18, B). '8! [Durchfihrung durch A.
Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]
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Abbildung 3.18: MALDI-TOF Analyse von lodixanol (A) und lodixanolderivaten (B) 8
[Durchfuihrung durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Zur Vermeidung der Verunreinigung der gefarbten Exosomen wurde das
Farbeprotokoll weiter optimiert. Die Behandlung der Exosomen mit Diluent C, FCS und

dem OptiPrep™-Dichtegradienten entfielen hierbei (siehe 2.5.1).

Der Vergleich beider Methoden erfolgte fur R87 und PKH26 durch die folgenden
Parameter jeweils nach Durchfihrung des Farbeprotokolls: Exosomenausbeute,
Exosomengrof3e und -gréRenverteilung mittels NTA.

Die Exosomenausbeute nach der Behandlung der Exosomen mit dem R87-
Membranfarbstoff konnte von 50% (nicht optimiertes Protokoll) auf 70% (optimiertes
Protokoll) gesteigert werden. Des Weiteren zeigt sich bei der Behandlung der
Exosomen mit dem optimierten Farbeprotokoll eine geringere Standardabweichung in
der GréRenverteilung der gefarbten Exosomen (Tab. 3.1). 18! [Durchfihrung durch A.

Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]
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Tabelle 3.1: Vergleich der Farbeprotokolle (nicht optimiert vs. optimiert).
NTA-Analysen der Exosomen vor und nach Durchfiihrung der unterschiedlichen Féarbeprotokolle. [Tabelle ibernommen und

modifiziert aus #; Durchfiinrung durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Ausgangswerte nicht optimiert optimiert

Exosomengrofle [nm] 120+ 2,3 140+1,0 136 + 2,5

Standardabweichung [nm] 61+23 108 + 9,7 72 +3,5
Ausbeute [%] 100 50 70

Die nach dem optimierten Féarbeprotokoll behandelten Exosomen wurde fur das
Exosomen-uptake-Assay mit N2a-WT-GFP-Zellen verwendet. Die mit R87
behandelten Exosomen fuhren zu einer Diffusion des Membranfarbstoffs in die
Zellmembran der Akzeptorzellen. Im Unterschied zu der homogenen Diffusion von
R87, welche im nicht optimierten Farbeprotokoll zu beobachten war, flihrt das
optimierte Protokoll zu einer granularen Verteilung von R87 in der Zellmembran der
Akzeptorzellen. Die Farbung von Exosomen mit dem PKH26-Membranfarbstoff ist mit
dem optimierten Protokoll nicht méglich. 8% [Durchfiihrung durch A. Hartmann und O.

Dabrowski zu gleichen Teilen.]

3.3.4 Etablierung des R87-Membranfarbstoffs

Zur Etablierung des R87-Farbeprotokolls wurden die Exosomen mit UV-C-Licht
bestrahlt. Hierfir wurde das optimierte Farbeprotokoll verwendet. In den
Vorexperimenten zeigte sich bereits ab einer Bestrahlungsdauer der Exosomen von
5 min eine Aggregation der R87-Exosomen im Exosomen-uptake-Assay.

Im weiteren Verlauf wurde die Bestrahlungsdauer auf 1 min, 2 min oder 3 min verkurzt.
Als Kontrolle dienen nicht bestrahlte mit R87 behandelte Exosomen (0 min). Des
Weiteren wurde die eingesetzte Menge des R87-Membranfarbstoffs zu Farbung der
Exosomen variiert. Bisher wurden alle Experimente mit einer R87-Konzentration von
0,3 uM je 1 x 108 Exosomen verwendet. Dies entspricht der Konzentration des PKH26-
Membranfarbstoffs nach Herstellerangaben. Getestet wurde die Reduktion der R87-
Konzentration auf 50% und 25%. 8! [Durchfiihrung durch A. Hartmann und O.

Dabrowski zu gleichen Teilen.]

Die Reduktion des Farbstoffes ermdglicht in allen Konzentrationen die direkte
Anfarbung der Zellen. Hierbei wurde der R87-Membrabfarbstoff direkt zum
Zellkulturmedium der N2a-WT-Zellen gegeben (Abb. 3.19, R87 ctr.). Die Bestrahlung
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der Exosomen fuhrt bereits ab einer Dauer von 1 min zu einer deutlichen Blockade der
Diffusion des R87-Membranfarbstoffs. Im Gegensatz zu den Zellen, welche mit
unbestrahlten  R87-Exosomen  behandelt wurden (0 min). Nach allen
Bestrahlungszeiten sind die markierten Exosomen als diskrete puncta in den
Akzeptorzellen zu erkennen. Vereinzelt ist eine leichte Aggregation erkennbar, welche
mit steigender Bestrahlungsdauer zunimmt (Abb. 3.19). Die Reduktion der R87-
Konzentration ermdglicht die Farbung der Exosomen in beiden getesteten Varianten.
Die Reduktion der Farbstoffkonzentration um 50% fiihrt zu einer minimal veranderten
Effektivitat der Exosomenmarkierung. Die Behandlung der Exosomen mit 25% der
Farbstoffkonzentration zeigt ein vermindertes R87-Signal im Exosomen-uptake-
Assay. Des Weiteren sind die markierten Exosomen in den Akzeptorzellen
nachweisbar (Abb. 3.19). 8 [Durchfiihrung durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu
gleichen Teilen.]

Die longitudinal stabile Funktionalisierung von Exosomen konnte somit erreicht
werden. Die durchgefiuihrten Experimente zeigen, dass isolierte Exosomen mit dem
R87-Membranfarbstoff in einer Konzentration von 0,15 uM je 1 x 108 Exosomen
inkubiert und fr 1 min mit Licht im UV-C-Bereich bestrahlt werden. Dies ermdglicht
die fotochemische Verankerung von R87 in die Exosomen und verhindert die Diffusion
von R87. Das hier etablierte Protokoll kann wie in Abbildung 3.20 gezeigt angewendet

werden.
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Abbildung 3.19: Exosome-uptake-Assay von R87-Exosomen nach UV-C-Bestrahlung auf N2a-WT-Zellen.

Km 25

(A) Konfokalmikroskopische Aufnahme von N2a-WT-Zellen nach Behandlung mit R87-Exosomen nach UV-C-Bestrahlung. R87
ctr. zeigt eine gleichméaRige Verteilung von R87 auf die Zellmembran (ohne Exosomen). PrP ctr. dient zur Anfarbung der
Zellmembran. 1 min — 3 min Bestrahlung der R87-Exosomen mit UV-C-Licht fiihrte zur Unterdriickung der Diffusion von R87 in
die Zellmembran der Akzeptorzellen. Aggregationsbildung mit steigender Bestrahlungsdauer wurde nachgewiesen. Nicht
bestrahlte R87-Exosomen fiihren zu einer Diffusion des R87-Membranfarbstoffs. Klare R87-Signale auch bei Reduktion der R87-
Konzentration. (B) Darstellung von R87 allein von (A). (C) Darstellung von R87 markierten Exosomen in N2a-WT-Zellen. Bei
Reduktion der R87-Konzentration sind die markierten Exosomen als distinkte puncta in den Zellen detektierbar. 8! [Durchfiihrung

durch A. Hartmann und O. Dabrowski zu gleichen Teilen.]
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isolated exosomes + R87 (0,15 uM / 1 x 108 exosomes)
1.) 1 min UV-C exposure; RT

2.) 100.000 x g; 1:10 h; 4°C
ultracentrifugation

3.) resuspension exosome pallet

longitudinal stable  ________ , exosome
functionalized exosomes characterization

Abbildung 3.20: Schematische Darstellung des Protokolls zur longitudinal stabilen Funktionalisierung von Exosomen
mit dem R87-Membranfarbstoff.

Die isolierten Exosomen werden mit dem R87-Mebranfarbstoff in einer Konzentration von 0,15 UM je 1 x 108 Exosomen inkubiert
und fiir 1 min mit Licht im UV-C-Bereich bestrahlt. Die Aufreinigung der markierten Exosomen erfolgt durch ein Ultrazentrifugation

des Ansatzes. Die markierten Exosomen kdnnen im gewtiinschten Puffer resuspendiert und fiir weitere Experimente verwendet
werden.
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4. Diskussion

4.1 Die Rolle des Exosomen-ABi1-42-Komplexes in vivo

Dieser Teil der Arbeit fokussierte sich auf den Einfluss der Interaktionen zwischen
ePrPC und AB142 im Kontext der AD in vivo. Zunachst wurde untersucht, welche
Effekte die Injektion des Exosomen-ABi-42-Komplexes in M&ausen in vivo aufweist.
Dabei lag der Fokus auf der Fragestellung, ob der Exosomen-ABi-42-Komplex zur
Ablagerung von ABi-42 im Gewebe beitrdgt oder gezielt durch Mikroglia-Zellen im
Gehirn phagozytiert und degradiert wird.

Dass Exosomen in der AD-Pathogenese eine Rolle spielen, ist bekannt. Bei
Untersuchungen von AB-Plaques wurden exosomal assoziierte Proteine
nachgewiesen 7. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion
toxischer ABi-42-Oligomere mit Exosomen in der AD-Pathogenese stattfindet
132,169,170,173_

Wie bereits in unserem Paper von 2016 gezeigt 132, ist die Bildung des Exosomen-AR1-
42-Komplexes ePrP¢ abhangig. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden. Die Bindung von AB1-42 an die Exosomen ist signifikant starker in Gegenwart
von ePrP¢im Vergleich zu Prion-Protein-knock-out-Exosomen. Die These, dass ePrP¢
eine entscheidende Rolle bei der Bildung eines Exosomen-AB1-42-Komplexes spielen
konnte, wurde bereits 2013 aufgestellt 174, Des Weiteren ist bekannt, dass die Injektion
von Exosomen in das Gehirn eines AD-Mausmodells eine Reduktion der AD-
Pathogenese zur Folge hat 7. Dies kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass
Exosomen im extrazellularen Raum bevorzugt neurotoxische kleinere APi-42-
Oligomere binden und die Aggregation in nicht toxische AB1-s2-Fibrillen fordern 132, AB1-
42-Plaques konnen daher als Ablagerungsort dieser AB1-42-Fibrillen dienen und somit
die Menge an freiem extrazellularen toxischen AB1-42-Oligomeren reduzieren 82, Diese
Daten unterstitzen die These, dass der Exosomen-AB1-42-Komplex die Bildung von
AB1-42-Plaques in der AD-Pathogenese fordert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass es nach der stereotaktischen Injektion des Exosomen-AB1-42-Komplexes
in das Cauda/Putamen von C57BL/6-Mausen nach den getesteten Inkubationszeiten
(6 h/ 16 h) zu einer minimalen Detektion des Exosomen-Afi-a2-Komplexes im
peripherem oder entferntem Gewebe zum Injektionskanal kommt. Vermehrt ist eine

Kolokalisation von Exosomen und ABi42 am Injektionskanal vorzufinden. Dariiber
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hinaus konnte eine Ausbreitung und Ablagerung der Exosomen mit gebundenem Af-
42 in das umliegende Gewebe beobachtet werden. Dies ist eine Grundvoraussetzung
zur exosomal geférderten ABi-42-Plaquebildung. Im Gegensatz dazu kommt es zu
einer hoheren Anzahl von Mikroglia-Zellen nach Injektion des Exosomen-ABi-42-
Komplexes am Injektionskanal und im peripheren Gewebe im Vergleich zur Injektion
von ePrP¢-knock-out-Exosomen mit ABi-42. Der ePrP¢ bedingte Exosomen-Afi-42-
Komplex fuhrt daher zu einer Rekrutierung von Mikroglia-Zellen. Dies bestatigt die
Beobachtung, dass durch neuronale Exosomen gebildete ABi-42-Fibrillen zu einer
erhohten Aufnahme und Abbau dieser durch Mikroglia-Zellen fiihren 1°. Der Effekt der
Mikrogliarekrutierung kommt erst nach einer Inkubationszeit von 16 h zu tragen. Nach
6 h Inkubationszeit kann zwischen den verschiedenen Probenansatzen kein
Unterschied in der Rekrutierung von Mikroglia-Zellen festgestellt werden. Die
stereotaktische Injektion selbst fiihrt zu einer Rekrutierung von Mikroglia und kénnte
zu diesem Zeitpunkt einen starkeren Rekrutierungseffekt herbeifihren als das AB1-42
bzw. des Exosomen-ABi-42-Komplexes. Mikroglia-Zellen reagieren innerhalb von
Minuten auf die Schadigung des Gewebes im Hirn und bilden Prozesse in Richtung
der Gewebeschadigung aus, welche unter anderem als eine Barriere zum gesunden
Gewebe dienen 3. In-vivo-Untersuchungen von Mikroglia-Zellen in AD-
Mausmodellen zeigten eine verringerte Mikroglia-Beweglichkeit und
Phagozytoseaktivitat mit steigender AB-Konzentration im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen 4 In dem hier durchgefiihrten Versuchsaufbau wurden C57BL/6-Méause
verwendet. Daher kann der beobachtete Effekt der Mikrogliarekrutierung nach 16 h
Inkubationszeit durch das injizierte ABi-42 bzw. des Exosomen-Afi-a2-Komplexes
verursacht werden. Die Injektion von fibrillarem AB1-42 fUhrt zur starksten Rekrutierung
von Mikroglia-Zellen im peripheren und nahegelegenen Gewebe zum Injektionskanal.
Die Induktion der Phagozytose von AB1-42-Fibrillen durch Mikroglia-Zellen ist sowohl in
vitro als auch in vivo mehrfach demonstriert worden 85187 Des Weiteren wurde
gezeigt, dass Mikroglia-Zellen sekretierte Exosomen in vitro aufnehmen und somit zu
einem Abbau von an diesen Exosomen gebundenem ABi-42 im Gehirn beitragen
konnten 168169188 7 sammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit eine
Rekrutierung von Mikroglia-Zellen zum Injektionskanal und dem umliegenden Gewebe
in Abhangigkeit vom Exosomen-ABi-42-Komplex. Es kommt zu einer minimalen

Invasion des Gewebes durch den Exosomen-ABi42-Komplex. Eine ABi-42-
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Plaquebildung konnte in diesem Zeitraum nicht beobachtet werden. Die Bildung von
ABi-42-Plagues verlauft Uber einen langeren Zeitraum und konnte in einem

Langzeitexperiment genauer analysiert werden.

4.2 Die Rolle des Exosomen-ABi-42-Komplexes im CSF von Patienten
unterschiedlicher AD-Risikogruppen

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der Exosomen-Api-az-
Komplex in der humanen AD-Pathogenese nachweisbar und ob eine Korrelation zum
Krankheitsverlauf erkennbar ist. Dafur wurden CSF-Proben von Patienten aus
verschiedenen AD-Risikogruppen verwendet und auf den Gehalt des Exosomen-ARi-
42-Komplexes analysiert. ePrP¢ konnte eine physiologische Funktion in der AD
erflllen. Dies zeigte eine Analyse von Vella et al. Es wird demonstriert, dass PrP¢ auf
Exosomen, welche aus dem CSF von Schafen isoliert wurden, stark exprimiert wird
142 Exosomen konnten in allen untersuchten Gruppen (AD-Risikogruppen, nicht-AD
Kontrollgruppe) nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass Exosomen im
humanen CSF an der Pathologie neurologischer Erkrankungen, wie der AD, beteiligt
sind und zur Verbreitung toxischer Proteine wie AB1-42 beitragen konnten 18%19, Ein
solcher Effekt ist fur die Prion-Erkrankung beschrieben worden. Hier fihren Exosomen
zu der Verbreitung des toxischen PrP-scrapie in vitro als auch in vivo 146:150.153-155 DQje
Konzentration von APi42 im CSF der hier untersuchten AD-Risikogruppen ist
tendenziell geringer als die AB1-42-Konzentration der Kontrollgruppe. Eine Reduktion
der ABi-a2-Konzentration im CSF wurde im Verlauf der AD-Pathologie in klinischen
Studien bereits dargestellt, wobei dies nicht flr die absolute Menge an AB1-42 im Gehirn
gilt 1. In den hier durchgefiihrten Experimenten unterscheidet sich die Menge an
absolutem APi42 im Gehirn deutlich von der im CSF nachgewiesene ABi-42-
Konzentration. Die Anreicherung von AB1-42 im Gehirn im Verlauf der AD-Pathogenese
wird mit einem vermindertem Abbau von AB1-42 in Verbindung gebracht %2, In den hier
durchgeftihrten Untersuchungen konnte zudem eine tendenzielle Abnahme der
absoluten Exosomen-Konzentration im CSF mit steigendem AD-Risiko gezeigt
werden. Die Menge des nachgewiesenen Exosomen-ARi-s2-Komplexes im CSF
hingegen ist in den AD-Risikogruppen nahezu unverandert. Liegt keine AD-
Erkrankung vor, ist eine Ablagerung von ABi42 im Gehirn der Patienten nicht

nachweisbar, im CSF hingegen ist der Exosomen-AB1-42-Komplex detektierbar. Dies
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deutet darauf hin, dass die Bindung von AB1-42 an ePrP¢ im Gehirn zu einer Drainage
der potenziell neurotoxischen ABi-42-Spezies aus dem Gehirn in das CSF fuhrt und
somit einen neuroprotektiven Effekt haben kdnnte. Die in dieser Arbeit dargestellten
Werte fur die Menge des Exosomen-ABi-42-Komplexes im CSF entspricht dem
prozentualen Anteil der absoluten Exosomenmenge. Da diese mit fortschreitender AD-
Pathogenese abnimmt, nimmt auch die Menge des Exosomen-AB1-42-Komplexes im
CSF im Verlauf der AD ab. Gegen diese Hypothese spricht, dass die Reduktion der
Exosomenzahl in einem 5XFAD AD-Mausmodell in vivo zu einer verringerten Amyloid-
Plaquebildung fuhrten 68, In dieser Arbeit wurden die AB1-42-Level im CSF jedoch nicht
untersucht. Fur die weitere Evaluierung der Rolle von ePrP€ in der AD-Pathogenese
sollten die Anzahl an Probanden pro Versuchsgruppe erhdht werden. Dadurch konnte
erortert werden, ob der Exosomen-ABi-42-Komplex im CSF potenziell als Biomarker
zur Diagnose einer AD in Frage kommit.

4.3 Der Einfluss des ePrP¢ auf die ABi42-Aggregationskinetik

Bisher wurde in dieser Arbeit der Einfluss des Exosomen-AR1-s2-Komplexes in vivo im
Gehirn  von Mausen und im humanem CSF naher beleuchtet. Eine
Grundvoraussetzung fur die Bildung des Exosomen-AB1-42-Komplexes ist der Einfluss
von ePrP¢ auf die Aggregationskinetik von AB1-42. Dieser wurde in diesem Teil der
Arbeit genauer analysiert. In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass Exosomen, welche ePrP¢ auf ihrer Membran tragen, die Aggregation
von ABi-42 beschleunigen und dadurch einen neuroprotektiven Effekt in vitro zeigen
132 Aus diesem Grund sollte in diesem Teil der Arbeit der Einfluss von ePrP¢ auf die
AB1-42-Aggregationskinetik mit Hilfe von SEC-, SAXS- und ATR-FTIR-Analysen
genauer beleuchtet werden.

Als Vergleichsmodell wurde zunéchst die Aggregation von ABi42 unter gleichen
Bedingungen (Puffer, Temperatur, Inkubationszeiten) ohne die Zugabe von Exosomen
analysiert. In der SEC von ApPi42-Proben-Losungen zu verschiedenen
Inkubationszeitpunkten zeigte sich, dass die Aggregation Uber verschiedene
intermediare Spezies unterschiedlicher APi-42-Aggregationsstufen ablauft. Diese
korrelieren in den Phasen der Aggregationskinetik positiv oder negativ miteinander.
Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das Intermediat B (AB1-42-Oligomere und nativ

ungefaltete APi-42-Oligomere) ein, welches am starksten mit allen weiteren
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intermediaren Spezies korreliert. Zu Beginn der Aggregationskinetik findet das
Wachstum der AB1-42-Oligomere unter Verbrauch der AB1-42-Monomere, LMW und teils
auch HMW statt. Zu spateren Phasen reduziert sich deren Einfluss und die
Aggregation findet unter Kovaleszenz und Fragmentation von Ai-42-Fibrillen statt.
Cohen et al. zeigten, dass sobald in der Aggregationskinetik von ABi-42 eine geringe
kritische Menge an ABi-42-Fibrillen entsteht, toxische AB1-s2-Oligomere pradominant
aus ABi-42-Monomeren durch sekundare Nukleation katalysiert von ARi-a2-Fibrillen
gebildet werden. Dies bezeichnen die Gruppe um Cohen et al. als ,feedback loop“ der
Interaktionen von monomeren und fibrillaren Spezies, welche die AB1-42-Aggregation
vorantreiben 193, Die Analyse der SEC-Daten der vorliegenden Arbeit bestéatigen diese
Annahme. Das Konzept der Nukleation-abhangigen Polymerisation von Amyloid-
Fibrillen unterscheidet die Aggregationskinetik in zwei Phasen, der Nukleations- und
der Elongsationsphase 7419419, Die Nukleationsphase stellt sich in dieser Arbeit als
Stage | und die Elongationsphase als Stage Il dar. Dass die Aggregation von AB1-42
Uber verschiedene Aggregationsintermediate ablauft, bestatigte sich auch in den
SAXS- und ATR-FTIR-Daten. Kleinere APi-42-Aggregationsintermediate (building
blocks) mit hohem a-Helix-Gehalt dominieren das frihe Stadium der Aggregation.
Korrelierend mit der Abnahme der building blocks kommt es im weiteren Verlauf zu
einer Zunahme von fibrillaren B-Faltblatt-Strukturen reichen Aggregationsformen.

Bei Inkubation mit N2a-WT-Exosomen zeigte sich des Weiteren eine Zunahme
hoherer AB1-42-Oligomerspezies in der Aggregationskinetik von ABi-42 in SEC-, SAXS-
und ATR-FTIR-Messungen. Es kommt zu einer deutlichen Reduktion der building
blocks und Zunahme von Aggregaten im Bereich von 60 — 120 min. Dieser Effekt tritt
bei der Inkubation mit N2a-PrP%-Exosomen erst wesentlich spater auf und ist
vergleichbar mit der APi-42-Aggregationskinetik ohne Exosomenzugabe. In frihen
Zeitpunkten der APi-42-Aggregationskinetik sind vor allem kleine l6sliche APi-a2-
Oligomere vorhanden, welche bevorzugt an ePrP¢ binden 32, Diese Bindung scheint
einen direkten Einfluss auf die Aggregationskinetik zu haben, da die Kinetik der ABi-
a2-Aggregation von Exosomen ohne PrP¢ auf ihrer Oberflache wesentlich geringer
beeinflusst wird. Zu beachten ist hierbei, dass verschiedene Untersuchungen eine
Beeinflussung der Aggregation von ABi-42 durch Membranlipide wie Phospholipide,
Sphingomyelin, Glycosphingolipide, GM1-Ganglioside und Cholesterol demonstrieren

168,169,197-205 Des Weiteren wurden Exosomen in der Literatur als potentielle Keime der
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AB142-Aggregation beschrieben 167206 Zysatzlich scheinen auch die physikalischen
und biologischen Eigenschaften der Membran selbst die Aggregation von AB zu
beeinflussen. Untersuchungen zeigten, dass die Aggregation von APi40 auf
Membranen mit einer hohen Protein- zu Lipid-Rate und einer zusatzlichen Wolbung
der Membran, wie sie auf Vesikeln vorzufinden sind, zu einer stabileren Bindung und
erhéhten Aggregation von ABi-40 fihren 2°7. Veroffentlichungen berichten, dass PrP€,
welches an AB1-42 bindet, zu Konformationsanderungen der AB1-42-Oligomere fihrt 208,
In Gengenwart von N2a-WT-Exosomen ist der Streumassenradius (Rg) im Vergleich
zu AB142 ohne bzw. mit N2a-PrP%°-Exosomen von Beginn an erhoht und liegt im
Bereich der building blocks, welche aus ca. vier bis sechs AB1-42-Einheiten bestehen.
Dies entspricht den Daten einer Veroffentlichung Uber die frihen Stadien der AB1-42-
Oligomerisierung auf der Grundlage der Neutronenstreuung und der analytischen
Ultrazentrifugation . Die in dieser Arbeit ermittelten Strukturdaten geben eine grobe
Einsicht in die Aggregationskaskade von ABi-22. Um detaillierte Einsicht in die Struktur
der Aggregationsintermediate zu bekommen, sollten die Experimente der
vorliegenden Arbeit mit einer hoheren Peptidkonzentration und homogeneren Proben
wiederholt werden. Da AB1-42 eine hohe Tendenz zur Selbstaggregation aufweist, ist
es experimentell sehr schwierig, homogene Proben spezifischer
Aggregationsintermediate zu erzeugen, ohne chemisch oder physikalisch die

Aggregation zu stoppen und somit die Sekundarstruktur kiinstlich zu manipulieren.

4.4 Etablierung eines fotochemischen Membranlabels auf Exosomen

In diesem Teil der Arbeit sollte eine fotochemische Funktionalisierung mit zuvor extern
erstellten Fotoaffinitatslabeln erreicht und biologisch etabliert werden. Hierbei sollte
eine longitudinal stabile Verankerung der Fotoaffinitatslabel in der Membran von
Exosomen erreicht werden. Haufig verwendete Membranfarbstoffe zur Markierung von
Exosomen und anderen Vesikeltypen sind nicht longitudinal stabil und neigen daher
zur Diffusion innerhalb und zwischen anderen verfligharen Membranen 81, Ein in der
Literatur haufig verwendeter Membranfarbstoff fir die Markierung von Exosomen ist
der Bisindolylmethin-Farbstoff PKH 170209215 Daher wurde dieser als Kontrolle
verwendet. Bei Untersuchungen, die dem Tracking oder der Aufnahme von Exosomen
durch Zellen dienen, kann die Diffusion des Membranfarbstoffs zu falschen

Ergebnissen fuhren.
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Zu Beginn der Arbeit wurde das etablierte Protokoll zur Farbung von Membranen des
PKH-Membranfarbstoffs ~ verwendet und far die Verwendung des
R87-Membranfarbstoffs optimiert. Die gefarbten Exosomen sollten nach der
Behandlung biologisch voll funktionell, mit einem stabil verankerten Membranlabel und
moglichst ohne weitere Verunreinigungen vorliegen. Um die Manipulation der
Membrankomposition so gering wie mdglich zu halten, wurde auf den Einsatz von
Diluent C im Laufe des Experiments verzichtet. Dieser enthalt verschiedene
Detergenzien, welche einen Iytischen Prozess begunstigen und die
Membraneigenschaften beeinflussen kénnen 181, Des Weiteren muss die Aktivitat von
Diluent C durch die Zugabe von FCS unterbunden werden. FCS enthélt verschiedene
Proteine, Hormone, Enzyme, Wachstumsfaktoren, Cytokine, Lipide, Vitamine und
Spurenelemente sowie Kohlenhydrate und unterschiedliche Vesikeltypen 211216217,
Die zuvor aufwendig aufgereinigten Exosomen werden durch die Zugabe von Diluent
C und FCS stark verunreinigt und mussten erneut aufgereinigt werden, was zusatzlich
zu einer weiteren Verminderung der Exosomenausbeute fuhrte. Zudem kénnen die im
FCS enthaltenen Inhaltsstoffe ungewollte Effekte in vitro sowie in vivo mit den
gefarbten Exosomen verursachen 28, Die zusatzlich nétige Aufreinigung durch einen
OptiPrep™-Dichtegradienten fuhrte zur Verunreinigung der Exosomenprobe. Mit dem
optimierten und nicht optimierten Protokoll war die Farbung von Exosomen und
Zellmembranen mdglich. Eine Diffusion der Membranfarbstoffe war dabei zu
beobachten. Zudem fiihrte die Optimierung des Farbeprotokolls zu einer Steigerung
der Ausbeute um 20%. Die fotochemische Verankerung von R87 konnte erfolgreich
mit der Bestrahlung durch UV-C-Strahlung (200 — 280 nm 21°) erzielt werden. UV-A-
Strahlung (320 — 400 nm 2%9) fuhrte zu einer zu geringen Absorption durch R87. Eine
effiziente Verankerung konnte leider nur durch lange Bestrahlungszeiten erreicht
werden, welche zur Schadigung der Exosomen fiihrt 81, Die Bestrahlung biologischer
Membranen mit UV-Strahlung kann zum Verfall ungesattigter Fettsauren fuhren. Dies
hat eine Reorganisation der Membran zu Folge, welche eine Membranversteifung
verursacht 22°, UV-A-Strahlung erhoht zudem die Peroxidation von Lipiden 221, Weitere
UV-induzierte Veranderungen der Zellmembran betreffen die Veranderung der
Membranproteine. Unter anderem wurde die Vernetzung (crosslinking) von Proteinen
in der Membran untereinander beschrieben 22?2, Die UV-bedingte Vernetzung der

Proteine auf der Membran von Exosomen stellt eine Erklarung, fur die in den
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Versuchen beobachtete Aggregatbildung bei langerer Bestrahlungszeit der
Exosomen. Kurze Bestrahlungszeiten mit UV-C-Strahlung fuhrten dagegen zu einer
erfolgreichen Verankerung von R87 in der Membran der Exosomen und somit zu einer
Unterdriickung der Diffusion des Fotoaffinitdtslabels. Das hier verwendete
Fotoaffinitatslabel mit lipophilem Charakter tragt als Kopfgruppe Rhodamin. Dies
ermoglicht den Einsatz als Membranfarbstoff und der Uberpriifung der longitudinal
stabilen Verankerung des Fotoaffinitatslabels in der Membran von Exosomen. Die
Kopfgruppe kann gegen andere Farbstoffe, Peptidsequenzen oder Wirkstoffe wie
Medikamente ausgetauscht werden. Exosomen sind in der Lage die Bluthirnschranke
zu Uberwinden 223, Longitudinal stabil gekoppelte Wirkstoffe kénnten somit in das ZNS
Uber das Fotoaffinitatslabel eingebracht werden. Die Idee, Exosomen als
Transportvesikel fir medikamentose Behandlungen zu verwenden, ruckt immer
starker in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen 224230, Hierbei ware die
Anwendung des Fotoaffinitatslabels zur Verankerung der Wirkstoffe auf nahezu allen
Vesikelarten eine einfach durchzufihrende Alternative. Des Weiteren wird fiir das hier
etablierte Protokoll kein zusétzliches Equipment bendtigt. Die in dieser Arbeit etablierte
photochemische Verankerung des Fotoaffinitatslabels auf der Membran von
Exosomen kann in einem Labor, welches Uber eine Sterilwerkbank mit einer UV-C-

Quelle verfugt, durchgefiihrt werden.
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