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1 Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen
Durch die zunehmende Lebenserwartung der Bevölkerung rücken neurodegenerative Er-
krankungen immer mehr in das medizinische und gesundheitspolitische Interesse. Der
Morbus Alzheimer ist die häufigste Demenzform [109] und zugleich die häufigste Form
der altersabhängigen neurodegenerativen Erkrankungen, an der mehrere Millionen Men-
schen weltweit leiden. Andere neurodegenerative Erkrankungen im Erwachsenenalter,
unter anderem die progressive supranukleäre Blicklähmung (engl. progressive supranu-
clear palsy, PSP), die frontotemporale Lobärdegeneration (engl. frontotemporal lobar
degeneration, FTLD), die kortikobasale Degeneration (engl. corticobasal degeneration,
CBD), und die Multisystematrophie (engl. multiple system atrophy, MSA) gehen neben
anderen Symptomen ebenfalls mit kognitiven Beeinträchtigungen einher. Der Morbus
Parkinson (engl. Parkinson’s desease, PD) und die Lewy-Körperchen Demenz (engl.
dementia with Lewy bodies, DLB) sind klinisch u. a. durch progressive motorische Stö-
rungen charakterisiert und entwickeln häufig ebenfalls eine Demenz [45].

Obwohl sich diese Erkrankungen phänotypisch unterscheiden, sind sie alle durch abnor-
me Proteinablagerungen charakterisiert [177]. Diese sogenannten Aggregopathien zeich-
nen sich durch extra- und/oder intrazelluläre Ablagerungen von abnormen filamentären
amyloiden Proteinaggregaten aus, deren Hauptbestandteil krankheitsspezifische Protei-
ne darstellen [112]. Hierbei werden u. a. intrazelluläre Ablagerungen von hyperphospho-
ryliertem Tau-Protein, –-Synuklein, TDP-43 oder FUS (engl. fused in sarcoma) gefunden
[175, 178, 179, 180, 182]. Zusätzlich können bei neurodegenerativen Erkrankungen ex-
trazelluläre Ablagerungen vorkommen, wie das A— Peptid bei M. Alzheimer oder das
Prion-Protein (PrPsc, wobei “sc” für die infektiöse Variante steht) bei der Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung [177]. Daher können diese Krankheiten molekular anhand der jeweilig
vorliegenden Proteinablagerungen klassifiziert werden (Abb. 1.1).

Die molekularen Prozesse der Pathogenese dieser neurodegenerativen Krankheiten konn-
ten bislang noch nicht vollständig geklärt werden. So stellt sich unter anderem die Fra-
ge, was genau die Entwicklung dieser pathologischen Protein-Polymerisation induziert
und beeinflusst. Durch die Forschung finden sich immer mehr Hinweise darauf, dass die
Aggregation der Proteine von Monomeren zu Fibrillen einem hierarchischen Aggrega-
tionsprozess folgt. Dieser stellt einen komplexen Vorgang dar, der verschiedene Arten von
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1 Einleitung

Abb. 1.1: Molekularpathologische Klassifikation neurodegenerativer Erkrankungen (modifiziert nach
[177]).

oligomeren Zwischenstufen beinhaltet, die Protofibrillen, Protofilamente oder Oligomere
genannt werden [53, 120, 230] und in unterschiedlichen Formationen von Fibrillen und
amorphen Aggregaten resultieren [196, 234] (Abb. 1.2).

Abb. 1.2: Proteinaggregation. Die Transformation von Monomeren zu Amyloidfibrillen über inter-
mediäre Stufen.

Unklar ist jedoch, ob das Endprodukt, also die fibrillären Amyloidablagerungen, als
wesentliches toxisches Agens anzusehen ist oder ob die oligomeren Aggregate ursäch-
lich für die Erkrankung verantwortlich sind [76, 90, 121, 132]. Die Hypothese, dass
nicht Amyloidfibrillen oder die großen, lichtmikroskopisch darstellbaren Einschlusskör-
perchen in Neuronen bzw. Gliazellen, die eigentlich toxische Aggregatspezies ausma-
chen, sondern kleinere oligomere Zwischenstufen, die Intermediate der Fibrillenbildung
[46, 77, 89, 134, 235], ist nicht nur für das Verständnis der pathophysiologischen Vorgänge
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1 Einleitung

wichtig, sondern hat auch für die Identifizierung potentieller therapeutischer Zielstruk-
turen essentielle Bedeutung [24, 121].

Jedoch sind die molekularen Mechanismen und Reaktionsbedingungen, unter denen
krankheitsassoziierte toxische Oligomere entstehen, sowie deren biophysikalische und
funktionelle Eigenschaften noch nicht ausreichend erforscht. So ist das Aggregationsver-
halten dieser Proteine sowohl auf Oligomer-, als auch auf Fibrillenebene interessanter
Gegenstand der Grundlagenforschung und wurde in dieser Arbeit mittels einzelmolekül-
spektroskopischer Verfahren weiter untersucht.

1.2 Tauopathien und das Tau-Protein
Als Tauopathien bezeichnet man eine Gruppe neurodegenerativer Krankheiten, die neu-
ropathologisch durch prominente intrazelluläre Anreicherung von abnormen Filamenten
charakterisiert sind, die aus Tau-Protein bestehen. Diese intrazellulären Einschlüsse des
fehlgefalteten Proteins scheinen den gemeinsamen Krankheitsmechanismus darzustellen
[78, 79, 223]. Zu diesen gehören unter anderem:

• Morbus Alzheimer (engl. Alzheimer’s disease, AD)

• frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus in Verbindung mit Chromosom 17
(FTDP-17) [215]

• Morbus Pick

• Silberkornkrankheit (engl. argyrophilic grain diseas, AGD)

• kortikobasale Degeneration

• progressive supranukleäre Blicklähmung (PSP) [139, 217].

Die häufigste Tauopathie ist der Morbus Alzheimer. Dies ist eine Erkrankung, die von
Alois Alzheimer als neuropsychiatrische Funktionsstörung beschrieben wurde. Betro�en
sind vor allem ältere Menschen. Sie tritt meist nach dem 65. Lebensjahr auf und wird
heutzutage für circa 60 % der weltweit 24 Millionen an Demenz erkrankten Menschen
verantwortlich gemacht [52]. Als pathognomonisches Kennzeichen von AD zählen intra-
zelluläre neurofibrilläre Tangles (NFTs) in Neuronen vor allem des Hippokampus, des
entorrhinalen Kortex und der Amygdala. Diese bestehen aus aggregiertem Tau-Protein
[44, 145].

Diese NFTs enthalten hauptsächlich aberrante Filamente, die zu 95 % aus paarigen he-
likalen Filamenten bestehen (engl. paired helical filaments, PHFs), die restlichen 5 %
aus geraden Filamenten (engl. straight filaments, SFs). PHFs sind zusammengesetzt aus
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1 Einleitung

zwei Filamentfäden, die mit einer Periodizität von 80 nm umeinander gewunden sind
und deren Breite von 8 bis 20 nm variiert [39]. Geraden Filamenten hingegen fehlt diese
helikale Periodizität [38]. Beide, PHFs und gerade Filamente, sind vorherrschend aus
fehlgefaltetem Tau-Protein aufgebaut [84, 124, 126, 137, 236], das abnorm hyperphos-
phoryliert ist [94, 97, 169, 242].

Unter physiologischen Bedingungen ist Tau-Protein ein lösliches, niedermolekulares, Zy-
toskelett assoziiertes Phosphoprotein. Es ist 352 – 441 Aminosäuren lang. Im erwachse-
nen humanen Gehirn kommen sechs Tau Isoformen vor, die durch ein einziges Gen auf
Chromosom 17q21 kodiert werden. Dieses besteht aus 16 Exons, wobei das Hauptprotein
durch 11 Exons kodiert wird. Die Isoformen entstehen durch alternatives mRNA-Splicing
von Exon 2, 3, und 10 [3, 84, 183]. Sie unterscheiden sich durch die Anwesenheit von
entweder drei (3-R) oder vier (4-R) carboxyterminalen Tandem-Repeat-Sequenzen und
von 31 oder 32 Aminosäuren in der Mikrotubuli-Bindungs-Region [79, 82, 83]. Im nor-
malen Gehirn sowie im Gehirn von Alzheimer Patienten ist das Verhältnis von 3-R-Tau
zu 4-R-Tau ausgeglichen [80], wohingegen dieses Verhältnis in vielen anderen neuro-
degenerativen Erkrankungen verschoben ist [41, 99]. Tau-Protein wird posttranslational
modifiziert, indem es auf unterschiedlichen Ebenen phosphoryliert [25], glycosyliert [135],
proteolytisch trunkiert [63, 65, 164, 195] und nitriert wird [100]. Es wird reichlich im
zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert und kommt dort vorherrschend in Axonen
vor, wohingegen es nur schwer in Astrozyten und Oligodendrozyten des ZNS nachweis-
bar ist. In den Axonen des peripheren Nervensystems (PNS) ist Tau-Protein ebenfalls
nachweisbar [20, 31, 35, 148, 207].

Tau-Protein spielt in einer Vielzahl von Prozessen eine wichtige Rolle. Neben seiner
ausschlaggebenden Aufgabe bei der Anordnung der Tubuline und der Polymerisierung
und Stabilisierung der Mikrotubuli verbindet Tau-Protein diese Polymere mit anderen
zytoskelettalen Filamenten [31, 37, 125, 198, 221, 232] und ist wichtig für das Heraus-
wachsen von Neuriten aus dem Zellkörper [146]. Es konnte beobachtet werden, dass Tau
Protein auch an der Migration neuer Neurone beteiligt ist, wobei eine Kolokalisation mit
Doublecortin eine Rolle zu spielen scheint [59].

Die Funktion von Tau Protein wird durch seine Phosphorylierung reguliert. Im gesunden
Gehirn besteht ein Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung
von Tau-Protein, wodurch die Stabilität des Zytoskeletts und damit die axonale Mor-
phologie modelliert wird [151]. Es wurde gezeigt, dass Tau-Proteine innerhalb der NFTs
hyperphosphoryliert sind. Da die Phosphorylierungs-Bindungsstellen des Tau-Proteins
am zahlreichsten in den Regionen um die Mikrotubuli-Bindungsdomäne herum lokalisiert
sind, wird durch eine Zunahme von phosphorylierten Bindungsstellen des Tau-Proteins
seine Bindung an die Mikrotubuli negativ reguliert [18, 22, 47, 241]. Durch die Hyper-
phosphorylierung dissoziiert Tau von den Mikrotubuli, die dabei depolymerisieren, wäh-
rend die Konzentration von freiem löslichem Tau-Protein in den Zellen ansteigt. Es ist
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wahrscheinlich, dass die daraus resultierenden höheren zytosolischen Konzentrationen
von Tau-Proteinen die Wahrscheinlichkeit der pathologischen Konformationsänderung
und Aggregation fördern [129, 130, 196].

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der verschiedenen Stufen der Formation pathologischer Tau-
Aggregate [11].

Man geht von unterschiedlichen Kofaktoren aus, die diese Tau-Fibrillisation induzie-
ren können (Abb. 1.3), wie z. B. einem gestörten Gleichgewicht von Tau-Kinasen und
Tau-Phosphatasen, Mutationen im Tau-Gen und kovalente Veränderungen, die eine
Umfaltung und Aggregation des Tau-Proteins verursachen oder fördern. Frühe Tau-
Ablagerungen, die sogenannten Pre-Tangles, können mittels Kongorot oder Thioflavin T
nicht markiert werden, was als Zeichen dafür gilt, dass diese Intermediate die für amy-
loide Aggregate typische —-Faltblattstruktur nicht aufweisen. Ein struktureller Wech-
sel führt zu höher organisierten Aggregaten und zur Entwicklung von neurofibrillären
Tangles [11, 61, 130].

1.3 Synukleinopathien und das –-Synuklein-Protein
Der Terminus Synukleinopathie [110] wird verwendet, um eine Gruppe neurodegenerati-
ver Erkrankungen zu beschreiben, die durch fibrilläre intrazytoplasmatische Aggregate
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von –-Synuklein in bestimmten Neuronen- und Gliazellpopulationen charakterisiert sind
[43, 86, 216, 224]. Zu diesen Erkrankungen gehören unter anderem:

• der Morbus Parkinson (PD)

• die Lewy-Körperchen Demenz (DLB)

• die Multisystematrophie (MSA).

Klinisch weisen diese Erkrankungen einen chronischen und progressiven Verlust von mo-
torischen, kognitiven und autonomen Funktionen auf, der von der Verteilung der Läsio-
nen im ZNS abhängt. Wegen der klinischen Überschneidung ist die Di�erenzialdiagnose
manchmal sehr schwierig. Die Hauptläsionen von PD sind intrazytoplasmatische eosi-
nophile Einschlusskörperchen in Neuronen, die Lewy-Körperchen und Lewy-Neuriten
genannt werden. Sie können histologisch vor allem in der Substanzia nigra und im Lo-
cus coeruleus detektiert werden [162]. Sie enthalten das kleine präsynaptische Protein
–-Synuklein. Andere Synukleinopahtien wie die DLB werden durch Lewy-Körperchen
[218] oder wie die MSA durch –-Synuklein enthaltende gliale zytoplasmatische Ein-
schlüsse [224] charakterisiert.

–-Synuklein ist ein präsynaptisches, hitzestabiles, nativ ungefaltetes Protein [40]. Es
weist eine Länge von 140 Aminosäuren auf und kommt zahlreich im Gehirn vor, un-
ter anderem in präsynaptischen Endigungen [122], aber auch in Astrozyten und Oligo-
dendroglia [168, 192]. Es gehört einer Familie von Proteinen an, deren physiologische
Funktion noch wenig erschlossen ist, wobei vermutet wird, dass –-Synuklein bei der
Plastizität des Gehirns [30] und im Dopamin-Haushalt [167, 187] eine Rolle spielt. Es
interagiert mit einer großen Anzahl von Proteinen [114, 185], wie auch mit Lipid-Vesikeln
[115], und spielt eine Rolle im Lipid-Metabolismus [27, 28]. Man unterscheidet –-, —-
und “-Synukleine [215], wobei nur das –-Synuklein mit filamentären Einschlüssen asso-
ziiert ist, da nur dieses die NAC-Sequenz (engl. non-A— component, NAC) besitzt. Ueda
hat das 35 Aminosäuren lange Peptid identifiziert [226], das auf den Resten 61 bis 95
des –-Synukleins lokalisiert ist. Es enthält die Domäne, die mit der Aggregation von
–-Synuklein in Zusammenhang gebracht wird [105]. Ähnlich wie Tau-Protein geht das
–-Synuklein-Molekül in neurodegenerativen Erkrankungen eine Konformationsänderung
ein, die sich überwiegend in einer —-Faltblatt Struktur manifestiert, in der die Achse der
—-Faltblätter im rechten Winkel zur Faserachse verlaufen [32, 34, 205]. Hierdurch wird
seine Polymerisation in außerordentlich stabile Amyloid-Fibrillen ermöglicht [165, 176].

–-Synuklein konnte als Hauptkomponente des histopathologischen Kennzeichens der
Lewy-Körperchen identifiziert werden [36, 216, 218]. Lewy-Körperchen sind intrazy-
toplasmatische Ablagerungen mit einem Durchmesser von 5 - 25 µm, die aus einem
dichten Kern aus faserigem und körnigem Material bestehen, der von strahlenförmig
angeordneten Filamenten umgeben ist, wodurch die typische Core- und Halo-Struktur
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entsteht. Der Hauptbestandteil des faserigen Materials dieser filamentösen Einschlüsse
ist –-Synuklein, das durch spezifische Antikörper nachgewiesen werden kann. Da das
Färbemuster der Antikörper sowohl gegen den N- als auch den C-terminalen Bereich des
Proteins gleich ist, wird davon ausgegangen, dass das gesamte –-Synuklein-Protein in
den Lewy-Körperchen enthalten ist [160].

1.4 Schnittstelle zwischen Tauopathien und
Synukleinopathien

Früher wurden Tauopathien und Synukleinopathien als komplett separate Entitäten an-
gesehen [92, 219]. In neueren Studien wurde jedoch gezeigt, dass bei diesen Erkrankungen
häufig sowohl eine Überschneidung der klinischen Symptome als auch der histopatho-
logischen Befunde auftritt [60, 67, 128, 155, 184, 233]. So kann die Alzheimer’sche Er-
krankung eine –-Synuklein-Pathologie [225] aufzeigen und der Morbus Parkinson und
die Demenz mit Lewy-Körperchen eine Alzheimer-Pathologie [42, 113].

Auf molekularer Ebene haben Tau-Protein und –-Synuklein physikalische und biochemi-
sche Gemeinsamkeiten [43, 138]. Beide sind in ihrer nativen Form ungefaltete hitzestabile
Proteine [220]. Sie kommen zahlreich in Neuronen vor und sind dort vor allem präsyn-
aptisch vorzufinden, wobei Tau-Protein vor allem in den Axonen [20] und –-Synuklein
meist in den präsynaptische Endigungen [106] lokalisiert sind. Und obwohl Tau-Protein
und –-Synuklein in normalen Neuronen in verschiedenen Kompartimenten vorkommen,
akkumulieren sie in der neurodegenerativen Erkrankung im gleichen Kompartiment [86].

Beide Proteine können polymerisieren und entwickeln sich von Monomeren über inter-
mediäre Zwischenstufen zu Fibrillen und dann zu intrazytoplasmatischen Einschlüssen
[25, 229]. Sie aggregieren durch ihre hydrophobe Domäne, die den Kern der daraus
resultierenden Fibrillen formen [70, 127]. Die jeweiligen Fibrillen unterliegen posttrans-
lationalen Veränderungen und werden hyperphosphoryliert [25, 58, 88, 93, 102], nitriert
[68, 100] und ubiquitiniert [25, 93, 103, 138].

Lewy-Körperchen und andere filamentäre –-Synuklein Einschlüsse können immunhisto-
chemisch in ungefähr 50 % der Alzheimer Fälle nachgewiesen werden. Ob diese –-
Synuklein-Einschlüsse zufällig mit der Alzheimer Pathologie verknüpft sind im Sinne
einer so genannten „Zuschauer-Pathologie“ (engl. bystander-pathology) oder doch zur
Bildung von Plaques und Tangles führen, wird diskutiert. Ein Bericht von Frasier et al.,
2004 zu diesem Thema zeigt, dass eine Aggregation von –-Synuklein sowohl die Fibrilli-
sation als auch die abberante Phosphorylierung von Tau-Protein induzieren konnte [57].
Diese in vitro Erkenntnisse werden durch in vivo Studien mit transgenen Mäusen unter-
stützt, die humanes A53T –-Synuklein-Mutanten exprimierten. Diese Mäuse entwickel-
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ten einen robusten Synukleinopathie-Phänotyp mit Tau-Einschlüssen [45, 156].

Auch das Tau-Protein kann die Fibrillenbildung von –-Synuklein in vitro fördern. So
wurde Tau-immunreaktive Pathologie in den Synukleinopathien gefunden. Die Inzidenz
von NFTs in Parkinson Erkrankungen ist erheblich höher als in den altersentsprechenden
Kontrollgruppen [21]. Tau-immunreaktive Lewy Körperchen wurden in der Medulla von
80 % der Individuen mit sporadischem Parkinson oder einer Demenz mit Lewy Körper-
chen detektiert, wo Tau-Protein oft in der Peripherie der Lewy Körperchen lokalisiert
ist [8, 104]. Werden Tau-Protein und –-Synuklein in vitro koinkubiert, können Koag-
gregate detektiert werden im Sinne einer synergistischen Förderung der Fibrillisation
beider Proteine [69]. Die Fähigkeit von Tau-Protein und –-Synuklein, sich direkt oder
indirekt gegenseitig zu beeinflussen, mag demzufolge zu der Überlappung klinischer und
pathologischer Merkmale bei Tauopathien und Synukleinopathien führen [138].

1.5 Konfokale Einzelmolekülspektroskopie
Als Hauptmethode dieser Dissertation wurde die konfokale Einzelmolekülspektroskopie
verwendet. Die Theorie dieser fluoreszenzbasierten Einzelmolekülspektroskopie wurde
bereits 1972/1974 von Elson, Magde und Webb entwickelt [50, 152, 153]. Sie ist eine
hochempfindliche optische Messmethode, mit der die Dynamik chemischer Reaktionen
im thermodynamischen Gleichgewicht und Di�usionsprozesse auf molekularer Ebene
untersucht werden können [6, 7]. Die Analyse von Partikeln, d. h. von fluoreszierenden
Molekülen innerhalb eines Messvolumens erfolgt durch die Messung von Fluktuationen
in der Fluoreszenzintensität. Die Informationen können dann aus den Regelmäßigkeiten
innerhalb der Signalketten gewonnen werden [50, 152, 194]. Doch erst die Weiterentwick-
lung und Konstruktion der modernen Lasertechnologie, des präzisen optischen Messauf-
baus und des konfokalen Aufbaus der Einzelmolekülspektroskopie ermöglichte es, die
Fluktuationen einzelner Moleküle genau zu beobachten [49, 193] und die Methode in
weiteren Anwendungsbereichen zu etablieren [203].

Die so gewonnene hohe Sensitivität der Methode, die das Messen von Fluktuationen
im nano- und subpicomolaren Konzentrationsbereich ermöglicht [202], sowie die Weiter-
entwicklung von Auswertungsmethoden und die Einführung des beweglichen Fokus [19]
macht diese Methode zu einer äußerst interessanten und in diesem Konzentrationsbereich
führenden Methode [154, 202]. Insbesondere eignet sie sich, um Proteinwechselwirkun-
gen im Aggregationsprozess auf Einzelmolekülebene detailliert zu untersuchen.

Im Kapitel Material und Methoden werden der Aufbau der Messgeräte, die Methode
selbst und die Analysemöglichkeiten der in dieser Dissertation erhobenen Daten aus-
führlich erläutert (vgl. Abschnitt 2.11).
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1.6 Ziele dieser Arbeit
Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Entstehung und Eigenschaften von
Tau-Protein-Aggregaten, die eine zentrale Rolle in der Pathogenese der M. Alzheimer
und anderen Tauopathien spielen, auf molekularer Ebene mit Hilfe der konfokalen Einzel-
molekülspektroskopie näher zu charakterisieren. Ebenfalls wurde das Koaggregationsver-
halten von Tau-Protein und –-Synuklein analysiert, ein Protein, das in der Pathogenese
des M. Parkinson und anderen Synukleinopathien eine zentrale Stellung einnimmt.

Folgende grundlagenwissenschaftliche Fragen wurden bearbeitet:

• Wie wirken sich unterschiedliche Milieubedingungen auf das Aggregationsverhal-
ten von Tau-Protein aus? (vgl. Abschnitt 3.2.1 und 4.3)

• Zeigen unterschiedliche Metallionen eine Wirkung auf das Aggregationsverhalten
von Tau-Protein? (vgl. Abschnitt 3.2.3 und 4.4)

• Wie stabil sind oligomere Tau-Intermediate über einen festgelegten Zeitraum? Wel-
che Wirkung hat eine Veränderung der Milieubedingungen auf diese Dynamik?
(vgl. Abschnitt 3.2.4 und 4.4)

• Interagieren und koaggregieren Tau-Protein und –-Synuklein miteinander? Unter
welchen Mileubedingungen findet dies statt? (vgl. Abschnitt 3.2.5 und 4.5.1)

• Wie sind die Tau-Protein-–-Synuklein-Koaggregate aufgebaut? Lässt sich mit Hilfe
der FRET (engl. fluorescence resonance energy transfer) Analyse (vgl. Abschnitt
2.11.3) eine Vorstellung von der Architektur der Koaggregate bzw. der Anordnung
der unterschiedlichen Proteinspezies im Aggregat gewinnen? (vgl. Abschnitt 3.2.6
und 4.5.1)

In der Weiterführung obiger Versuchsreihen wurde der in vitro Koaggregationsansatz
modifiziert, um die Interaktion und das Aggregationsverhalten von Tau-Protein und
–-Synuklein auf Fibrillenebene analysieren zu können:

• Lässt sich mit der verwendeten Methode auf Einzelmolekülebene Einblick in das
Polymerisationsverhalten der Proteine gewinnen?
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• Wie verhalten sich die Proteine auf Fibrillenebene im homologen (Tau-Tau, Synuklein-
Synuklein) und im heterologen System (Tau-Synuklein, Synuklein-Tau)? (vgl. Ab-
schnitt 3.3 und 4.5.2)

Hieraus kristallisierten sich die folgenden Fragestellungen:

• Interagieren Monomere und/oder Oligomere im jeweiligen System mit den Fibril-
len?

• Lässt sich dieses Verhalten in Abhängigkeit von den Milieubedingungen fördern
oder hemmen?

• Welche Unterschiede ergeben sich im Aggregationsverhalten auf Fibrillenebene im
homologen oder heterologen System?

• Welche Wirkung haben Eisen- oder Aluminiumionen auf diese Interaktionen?
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2.1 Instrumentarien und Materialien
Im Folgenden sind die in dieser Dissertation verwendeten Instrumentarien, Chemikali-
en, Materialien und biologischen Substanzen aufgeführt. Die verwendeten Chemikalien
besaßen die höchste kommerziell erhältliche Reinheit. Wurden Materialien im Rahmen
wissenschaftlicher Kooperation zur Verfügung gestellt, geben entsprechende Abschnitte
Auskunft über die Bezugsquellen. Das für Lösungen verwendete Wasser wurde mit einem
Milli-Q Synthesis A10 System (Millipore, MA, USA) aufbereitet.

Tabelle 2.1: Geräte
Gerät Hersteller
Äkta Prime (FPLC Apparatur) GE Healthcare, München, Deutschland
Bio Photometer Eppendorf, Wesseling, Deutschland
Chemie Genius 2, Bio Imaging System Syngene, Cambridge, UK
CP 224 S (Waage) Sartorius, Göttingen, Deutschland
Fluorstar Optima BMG LabTech, O�enburg, Deutschland
French Pressure Cell Press Thermo IEC, Ashville, NC, USA
Heizblock HBT 130 HLC, Bovenden, Deutschland
Hoefer Semiphor Semidry Westernblot Amersham, Uppsala, Schweden
Apparatur
Inside Reader RR03 und RR04 Evotec-Technologies, Hamburg,

Deutschland
Libra 120 Transmissions- Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Elektronenmikroskop
Luminescence Spektrometer LS 55 Perkin Elmer, Waltham,

Massachusetts, USA
Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem Biorad, München, Deutschland
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Optima TLX Ultracentrifuge Beckman, Krefeld, Deutschland
Plasmareiniger-Röhre Eigenbau der AG Baumeister,

Max-Planck Institut für Biochemie,
Martinsried, Deutschland

Sorvall Discovery 90 SE Kendro, Hanau, Deutschland
Thermomixer Comfort Eppendorf, Wesseling, Deutschland
Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech, Wien, Österreich
(UV Spektrophotometer)
Varioklav (Dampfsterilisator) H + P, Oberschleissheim, Deutschland

Tabelle 2.3: Chemikalien
Chemikalie Hersteller
3-N-Morpholinopropansulfon- Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
säure (MOPS)
4-Nitroblau Tetrazolium- Roche, Mannheim, Deutschland
chlorid (NBT)
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl- Roche, Mannheim, Deutschland
phosphat (BCIP)
Acrylamid-Lösung 30 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Aluminiumchlorid (AlCl3) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
Ampicillin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bactotrypton/Pepton aus Casein Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bicinchoninsäure (BCA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Calciumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Coomassie Brilliant Blue R250 Roth, Karlsruhe, Deutschland

12



2 Material und Methoden

D(+)-Glucose Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Dimethylformamid VWR, Ismaning, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
DL-Dithiothreitol (DTT) 99 % Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Eisen(III)-chlorid (FeCl3) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Essigsäure 99,9 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)- Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
N,N,N’,N’-tetraessigsäure (EGTA)
Glycerin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Harnsto� Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Heparin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Igepal CA-630 (NP40 10 %) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Isopropanol Apotheke Klinikum Innenstadt,

München, Deutschland
Isopropyl-—-D-1-thiogalactopyranosid PeQlab, Erlangen, Deutschland
(IPTG)
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kupfer(II)-chlorid (CuCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kupfersulfat (CuSO4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Manganchlorid (MnCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Methanol 99 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Milchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland
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N,N,N’,N’-Tetramethylenethan- Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
1,2-diamin (TEMED)
Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
(NaH2PO4)
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid (NaOH) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Piperazin-N,N’-bis-(2-ethansulfonsäure) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
(PIPES)
Protease Inhibitor mini complete Roche, Mannheim, Deutschland
Salzsäure (HCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sephadex G15 Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Tris Base Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween-20 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Zinkchlorid (ZnCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 2.6: Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller
15 ml, 50 ml Röhrchen Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland
Bioplate 96 EvotecTechnologies, Hamburg, Deutsch-

land
Filterpapier GB 005 Whatman, Dassel, Deutschland
Filtropur-Filter Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
karbonisierte Kupfernetzchen SCI Science Services, München,
(300 x 300 Mesh, ECF300-Cu) Deutschland
PD-10-Säulen GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Millipore, Schwalbach, Deutschland
Membranen
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P11 Phosphozellulose Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Quarzküvetten Perkin Elmer, Boston, USA
Reaktionsgefäß 200 µl Kisker, Steinfurt, Deutschlnand
Reaktionsgefäß 1500 µl Eppendorf, Wesseling, Deutschland

Tabelle 2.8: Fluoreszenzfarbsto�e
Fluoreszenzfarbsto� Hersteller
Alexa Fluor-488-O-Succinimidylester Molecular Probes, Eugene, USA
(Alexa 488)
Alexa Fluor-647-O-Scccinimidylester Molecular Probes, Eugene, USA
(Alexa 647)
Thioflavin T (ThT) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tabelle 2.9: Substanzen für die Proteinanalytik
Substanz Hersteller
Wildtyp –-Synuklein Boehringer, Ingelheim, Deutschland
BL21 (DE3) RIL E. coli Kulturen Brigitte Kraft, ZNP, LMU,

München, Deutschland
hTau 46 cDNA Prof. Dr. Mauela Neumann, ZNP, LMU,

München, Deutschland
Monoklonaler Maus-Antikörper Zytomed, Berlin, Deutschland
gegen humane Tau-Proteine
(T46 Klon) (Primärantikörper)
Phosphatase-conjugated Jackson ImmunoResearch,
A�niPure Goat Anti-Mouse West Grove, PA, USA
(Sekundärantikörper)
Page Ruler (Westernblot Marker) Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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2.2 Medien und Lösungen
Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Stammlösungen und Pu�er inklusive
ihrer Abkürzungen dargestellt.

Tabelle 2.10: Medien und Lösungen
Abkürzung Zusammensetzung pH-Wert Konz.
AP-Pu�er 100 mM NaCl pH 9,0
(Alkalische Phosphatase) 5 mM MgCl2

100 mM Tris Base
Entfärber-Lösung 25 % Ethanol

8 % Essigsäure
Laufpu�er 125 mM Tris 5 x

960 mM Glycin
0,5 % SDS

Elutionspu�er 50 mM PIPES
1 mM EGTA
1 mM DTT
Proteatse Inhibitor
Mini comlete nach Volumen
(1 Tabl. pro 10 ml Lösung)

Lämmli-Pu�er (low SDS) 25 mM EDTA 10 x
0,75 % SDS
50 % Glycerin
1,25 % Bromphenolblau
7,5 % Mercaptoethanol
4 M Harnsto�

LB Medium 10 g Bactotrypton
(Luria Bertani) 5 g Hefeextrakt

5 g NaCl
Ad 1000 ml H2O

MT-Pu�er 80 mM PIPES pH 6,8
(Mikrotubulinpu�er) 1 mM EGTA

0,2 mM MgCl2
1 mM DTT

NaPi (50 mM) Na2HPO4 (8,85 g/100 ml) pH 7,0
titriert mit NaH2PO4 (6,9 g/100 ml)
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PBS 100 mM Na2HPO4 pH 7,4 10 x
17,9 mM KH2PO4
1,36 M NaCl
26,8 mM KCl

PBS Tween PBS pH 7,4
0,1 % Tween20

Rich LB Medium LB Medium
20 ml Glycerin
50 ml K2HPO4 (1 M)
50 ml Glucose (20 %)
10 ml MgCl2 (1 M)
1 ml Ampicillin (100 mg/ml)
1 ml Chlorampenicol (34 mg/ml)
Ad 1000 ml H20

Sammelgelpu�er 0,5 M Tris pH 6,8
Transferpu�er 25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1 % SDS
20 % Methanol

Trenngelpu�er 1,5 M Tris pH 8,8

2.3 Proteinexpression
Die Proteinexpression von Tau-Protein wurde selbst durchgeführt. Es wurde die Isoform
hTau 46 mittels eines Vektors, den Frau Prof. Dr. Manuela Neumann (ZNP München)
zu Verfügung gestellt hat, exprimiert und der E. coli Stamm BL21-Codon Plus (DE3)-
RIL mit entsprechenden Plasmiden transformiert.

2.3.1 Transformation in Escherischia coli
Die Durchführung der Transformation in BL21 (DE3) RIL E. coli Zellen erfolgte durch
Hinzufügen des Vektors und anschließender Inkubation für 10 Minuten bei 4 °C. Da-
nach wurden die Zellen für 3 Minuten auf 42 °C erhitzt, bei 4 °C für 2 Minuten wie-
der abgekühlt und im Anschluss für 60 Minuten in autoklaviertem LB Medium ohne
Antibiotika-Zusatz bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Im Folgenden wurde die Kultur
5 Minuten bei 5000 U/min abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pel-
let resuspendiert. Dieses wurde dann auf vorgewärmtem LB Medium Agar Platten mit
Ampicillin und Chloramphenicol ausplattiert. Von dieser Übernacht-Kultur ausgehend
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wurden mehrere Klone in einer weiteren Übernacht-Flüssigkultur bei 37 °C und 200 rpm
in antibiotikahaltigem LB Medium kultiviert.

2.3.2 Expression und Aufreinigung der Proteine
Aus oben beschriebener Kultur wurde im Folgenden eine 1000 ml Rich LB Medium
Expressionskultur angeimpft. Das Wachstum konnte über die optische Dichte (OD) bei
600 nm kontrolliert werden. Lagen die OD-Werten zwischen 0,6 und 0,9, konnte die In-
duktion mit IPTG (1 mM) erfolgen. Im Folgenden wurde die Bakterienkultur nach ca.
2,5 Stunden pelletiert und das Pellet unter Zufügen von Protease Inhibitor mini com-
plete mit Elutionspu�er resuspendiert. Anschließend wurde die Kultur mechanisch mit
einer French Press Apparatur lysiert. Zur Abtrennung des Zelldetritus aus dem Lysat
wurde die Probe 15 Minuten bei 27.000 g zentrifugiert und der Überstand durch einen
0,45 µm Filtropur-Filter steril filtriert und im Folgenden in einer FPLC Apparatur über
eine P11 Phosphocellulose Kationentauschersäule gebunden. Im Weiteren wurden 2 –
5 ml Fraktionen über einen Salzgradienten von 100 bis 300 mM NaCl in Elutionspu�er
eluiert und aus diesen die Fraktionen mit hohem Tau-Protein-Gehalt bestimmt und zu-
sammengeführt. Die Analyse des Gehalts an Tau-Protein erfolgte mittels Westernblot
und dem Primärantikörper T46, der gegen Tau Protein gerichtet ist. Durch eine mehr-
stufige Ammoniumsulfat-Fällung wurden die vereinigten Fraktionen weiter aufgereinigt
und für 3 Minuten bei 95 °C denaturiert. Anschließend wurden sie über eine PD 10
Säule, die mit MT-Pu�er äquilibriert wurde, umgepu�ert. Zur Darstellung der Produkt-
reinheit wurde eine SDS-PAGE Gelelektrophorese (vgl. Abschnitt 2.4.1) mit einem 12 %
Acrylamid Trenngel durchgeführt, das dann mit Coomassie Brilliant Blue (vgl. Abb. 3.1
und Abschnitt 2.4.2) gefärbt wurde.

2.4 Gelelektrophorese und Westernblot
2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-PAGE)
Zur analytischen Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die dis-
kontinuierliche, denaturierende SDS-Polyarcrylamid-Gelelektrophorese verwendet [131].
Dabei wurde das Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem benutzt. Soweit nicht anders
angegeben, bestand das Gel aus 1,2 ml Sammelgel und 8 ml Trenngel, welche einen
12 %igen Anteil Acrylamid enthielten.

2.4.2 Coomassie-Färbung
Die Coomassie-Färbung wurde zur Visualisierung und Quantifizierung von Proteinen
nach einer Gelelektrophorese durchgeführt. Die polyaromatischen Sulfonat-Gruppen der
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Coomassie Farbe (Coomassie Brilliant Blue R250) lagern sich an die basischen Seitenket-
ten der Aminosäuren an und färben damit unspezifisch Proteine. Das Polyacrylamid-Gel
wurde 20 Minuten lang in einer Coomassie Lösung bei Raumtemperatur angefärbt und
anschließend über Nacht in Entfärberlösung wieder entfärbt und im Folgenden ausge-
wertet (vgl. 3.1).

2.4.3 Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter
Proteine mittels Westernblot

Der Westernblot dient der Identifizierung eines spezifischen Antigens mit Hilfe eines mo-
noklonalen oder polyklonalen primären Antikörpers. Die Detektion der Proteine erfolgt
über einen sekundären Antikörper, der den primären Antikörper erkennt. Hierfür wurde
eine PVDF Membran mit einer Porengröße von 0,45 µm verwendet, die mit 100 % Me-
thanol aktiviert und anschließend mit Transferpu�er äquilibriert wurde. Die Membran
wurde auf zwei Lagen in Transferpu�er getränktem Gel Blotting Filterpapier aufgelegt,
auf diese das Gel (von dem das Sammelgel zuvor abgetrennt wurde) und darauf wie-
derum zwei Lagen des Filterpapiers aufgeschichtet. Während des Aufbaus der einzelnen
Schichten wurde die Bildung von Blasen vermieden, indem diese mit Hilfe eines runden
Stabes „herausgerollt“ wurden. Der elekrophoretische Transfer wurde in einer Hoefer
Semiphor Semidry Westernblot Apparatur durchgeführt, in der die einzelnen Schichten
so angeordnet wurden, dass die PVDF Membran näher zur Anode platziert wurde. Für
den Transfer wurde eine Stromstärke von 0,8 mA/cm2 für ca. 2 Stunden angelegt. Nach
Abschluss des Transferprozesses wurden die freien Proteinbindungsstellen der PVDF
Membran mittels 5 % Milchpulver in PBS Tween geblockt. Über Nacht erfolgte bei 4 °C
die Detektion mit einem monoklonalen Maus-Antikörper gegen humane Tau-Proteine
(T46 Klon) in 1 % Milchpulver in PBS Tween. Nach Entfernen der Primärantikörperlö-
sung wurde die Membran dreimal mit PBS Tween oder 1 % Milchpulver in PBS Tween
für je 15 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Anschließend wurde die Membran in
einer Lösung mit einem Phosphatase-conjugated A�niPure Goat Anti-Mouse (Sekundär
Antikörper) in PBS Tween oder 1 % Milchpulver in PBS Tween für 1 Stunde bei Raum-
temperatur belassen, dem sich drei Waschzyklen in PBS Tween oder 1 % Milchpulver in
PBS Tween für je 15 Minuten bei Raumtemperatur anschlossen. Um die Membran zu
äquilibrieren, wurde sie 5 Minuten in AP-Pu�er gelegt. Für die Visualisierung der Protei-
ne auf der Membran wurden 35 µl 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP, 50 mg/ml
in 100 % Dimethylformamid) und 45 µl 4-Nitroblau Tetrazoliumchlorid (NBT, 75 mg/ml
in 75 % Dimethylformamid) in 10 ml AP-Pu�er hinzugefügt und die Membran bis zur
gewünschten Bandenintensität darin belassen.
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2.5 Proteinbestimmung
2.5.1 Bicinchoninsäure-Assay
Die quantitative und photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte
nach der BCA (Bicinchonin Säure) Methode [213]. Diese ist ein Proteinbestimmungs-
Assay, der sich im Gegensatz zu anderen Methoden durch hohe Empfindlichkeit und
geringe Störanfälligkeit auszeichnet. Sie ist mit vielen ionischen und nichtionischen De-
tergenzien kompatibel. Das Prinzip basiert darauf, dass zweiwertige Kupferionen (Cu2+)
in alkalischem Milieu quantitativ mit Protein zu einwertigen Kupferionen reduziert wer-
den (Cu1+). Die Aminosäuren Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin sowie die Pep-
tidbindung an sich sind für die Reduktion innerhalb des Proteins verantwortlich. Das
Salz der Bicinchoninsäure geht zusammen mit den gebildeten einwertigen Kupferionen
in alkalischem Milieu einen intensiv pupurfarbenen Komplex ein, dessen Farbintensität
mit der Proteinkonzentration korreliert. Die Entstehung dieser Komplexe kann mit ei-
nem geeigneten Photometer nachgewiesen werden, wobei das Absorptionsmaximum bei
562 nm detektiert wird und proportional zur Proteinkonzentration ist. So wurden die
Proteinproben im Verhältnis 1:15 mit der BCA-Stammlösung, die zuvor 50:1 mit kon-
zentriertem Kupfersulfat gemischt wurde, in einer Multiwellplatte mit durchsichtigem
Boden vermischt. Als Kalibrationsstandard wurde eine BSA-Verdünnungsreihe (Bovi-
nes Serum Albumin) von 0 – 1 mg/ml verwendet. Diese Proben wurden nach dem Mi-
schen bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert und danach photometrisch auf einem Fluostar
Optima (BMG Labtech) ELISA Reader in Doppelansätzen bestimmt und arithmetisch
gemittelt.

2.5.2 Bradford-Assay
Eine weitere Methode zur quantitativen Proteinbestimmung war der Bradford-Test, der
sich durch seine Schnelligkeit und hohe Spezifität sowie Sensitivität gegenüber Proteinen
auszeichnet. Jedoch läuft die Reaktion in saurem Milieu ab, in dem viele Proteine aus-
fallen. Der Triphenylmethan-Farbsto� Coomassie Brilliant Blue R250 bildet Komplexe
mit kationischen und nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine. Bei photo-
metrischer Detektion der ungebundenen roten Farbe liegt das Absorptionsmaximum bei
einer Wellenlänge von 465 nm. Durch Zugabe der Proteine und der daraus entstehenden
Komplexbildung geht der Farbsto� in eine blaue, unprotonierte, anionische Sulfatform
über, in der er stabilisiert wird. Hierdurch verschiebt sich das Absorptionsspektrum auf
595 nm. Die Zunahme des Extinktionskoe�zienten bei 595 nm, der bei den sich bil-
denden Komplexen sehr viel höher ist als bei dem freien Farbsto�, ist ein Maß für die
Konzentration der Proteine in der Lösung.
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2.5.3 Proteinbestimmung mit einem Coomassie-Gel
Es wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt, in der die zu untersuchenden Protein-
proben und eine BSA-Standardreihe mit den Konzentrationen 1 mg/ml, 0,5 mg/ml und
0,1 mg/ml auf das Gel aufgetragen wurden. Anschließend wurde das Polyacrylamid-Gel
Coomassie Blue gefärbt (vgl. Abschnitt 2.4.2), digitalisiert (ChemiGenius, Bio Imaging
System) und mittels des Gene Snap Programmes quantitativ ausgewertet (vgl. Abb. 3.1
und Abschnitt 3.1).

2.6 Fluoreszenzmarkierung
2.6.1 Eigenschaften der Fluoreszenzfarbsto�e
Um das Aggregationsverhalten mittels einzelmolekülspektroskopischer Verfahren zu un-
tersuchen, wurden Tau-Protein und –-Synuklein mit den Fluoreszenzfarbsto�en Alexa-
Fluor488-O-Succinimidylester (Alexa488) und AlexaFluor-647-O-Succinimidylester
(Alexa647) markiert. Diese Farbsto�e können sowohl mit den primären Aminogruppen
der im Protein enthaltenen Lysinreste als auch mit den endständigen Aminogruppen
des N-Terminus kovalente Bindungen eingehen. Es entstehen stabile Farbsto�-Protein-
Konjugate. Sie gehen nur in sehr geringem Maß Bindungen mit aromatischen Aminen,
Alkohol- und Phenolgruppen ein. Eine weitere Eigenschaft besteht darin, dass sie in
einem pH Bereich zwischen 4 – 10 gleiche Farbsto�eigenschaften zeigen. Fluorophor-
stammlösungen und Fluorophorkonjugate wurden innerhalb der Versuche dieser Arbeit
bis unmittelbar vor Gebrauch lichtgeschützt aufbewahrt.

2.6.2 Markierungsansatz
Um die Tau-Proteine nach der Proteinexpression mit den Fluoreszenzfarbsto�en zu mar-
kieren, wurden, wie oben beschrieben, die freien primären Aminogruppen der Proteine
mit den Fluorophoren Alexa488 bzw. Alexa647 markiert. Der Farbsto�ösung wurde je
nach eingesetztem Farbsto� ein Volumenanteil von 10 % einer 1 M Na2CO3-Lösung
(pH 8.3) in geeignetem molaren Verhältnis zur Proteinlösung zugefügt. Durch die Anwe-
senheit der Na2CO3-Lösung konnte durch Alkalisierung der Proteinlösung ein geeignetes
Reaktionsmillieu gescha�en werden. Somit wurde die Bindung der Succinimidylester an
die Proteine in einem Milieu mit pH 7.5 – 8.5 ermöglicht. Nach 10 – 12 Stunden Re-
aktionszeit bei 4 °C wurde die Bindungsreaktion gestoppt. Dies erfolgte durch sofortige
Abtrennung des freien Farbsto�es, was in Microsporin Säulen über Sephadex G15 mit
50 mM NaPi-Pu�er (pH 7) äquilibriert geschah. Dabei wurde die Abtrennung freier
Succinimidylester-Farbsto�e aus dem Proteinansatz zweimal mittels frischem Sephadex
Microsporin inklusive zweimaliger Zentrifugation bei 2800 1/min für 2 Minuten und da-
zwischen mit Spülen in 10 µl Pu�er wiederholt.
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Um eine ausführliche Kontrolle der Qualität der so hergestellten Farbsto�-Protein-Kon-
jugate zu gewährleisten, wurden sie mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekülspektroskopie
in Bezug auf die Menge, die Reinheit, den prozentualen Anteil des freien Farbsto�s
und die Di�usionszeit geprüft und mit vergleichbaren Daten abgeglichen [10, 98]. Im
Anschluss wurden die markierten Proteinstammlösungen aliquotiert und bei minus 80 °C
vor Licht geschützt bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.7 Fibrillen-Herstellung
2.7.1 Tau-Fibrillen
Die Aggregation von Tau-Proteinen wurde nach einem bereits etablierten in vitro Proto-
koll der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Manuela Neumann (Zentrum für Neuropathologie
und Prionforschung (ZNP), Ludwig-Maximilians-Universität (LMU) München) durch-
geführt [87, 181]. Zur Anwendung kam rekombinantes Tau-Protein, welches für die-
se Arbeit zuvor exprimiert wurde (vgl. Abschnitt 2.3). Mit dem Fluoreszenzfarbsto�
Alexa647 markiertes hTau 46 (0,1 mg/ml in Tris-Pu�er 50 mM) und unmarkiertes hTau
46 (2 mg/ml in Tris-Pu�er 50 mM) wurden im Verhältnis 1:1000 (markiertes Protein zu
unmarkiertem Protein) in MOPS-Pu�er (300 mM) und Heparin (1 mg/ml) als Kofaktor
bei 37 °C, 700 rpm unter ständigem Schütteln über mehre Tage inkubiert (Endkonzen-
tration Tau-Protein ca. 0,2 mg/ml) (Abb. 2.1). Dem Ansatz wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten Proben entnommen und mittels der Thioflavin T Fluoreszenz untersucht
(vgl. Abb. 3.17).

Abb. 2.1: Herstellung von Tau-Fibrillen.

2.7.2 –-Synuklein-Fibrillen
Die Aggregation von –-Synuklein wurde nach einem bereits etablierten in vitro Proto-
koll der Arbeitsgruppe von Philipp Kahle (Adolf-Butenandt-Institut, LMU München)
durchgeführt [116]. Es wurde rekombinantes Wildtyp –-Synuklein in einer Konzentration
von 1 mg/ml verwendet. Mit dem Fluoreszenzfarbsto� Alexa647 markiertes –-Synuklein
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(0,04 mg/ml) und unmarkiertes –-Synuklein (1 mg/ml) wurden im molaren Verhältnis
1:1000 (markiertes Protein zu unmarkiertem Protein) bei 37 °C, 700 rpm unter ständi-
gem Schütteln inkubiert (Abb. 2.2). Nach mehrmaligen Kontrollmessungen mittels der
Thioflavin T Fluoreszenz und einer Latenzzeit von mehreren Wochen (über 28 Tage)
konnten fibrilläre Aggregate detektiert werden (vgl. Abb. 3.19).

Abb. 2.2: Herstellung von –-Synuklein-Fibrillen.

2.8 Thioflavin T Fluoreszenz
Um den fibrillären Aufbau der unter Abschnitt 2.7 hergestellten amyloiden Aggregate
nachzuweisen, wurde Thioflavin T (ThT) verwendet. Für Thioflavin T ist bekannt, dass
es mit fibrillären Aggregaten eine spezifische Bindung eingeht [12, 142, 174, 227], die
durch Anregung bei 450 nm ein Emissionsmaximum bei 482 nm aufweist. Dabei ist die
Fluoreszenz von der Bindung an die Amyloidfibrillen und von der Konzentration dieser
sowie dem pH-Wert des Umgebungsmilieus abhängig (max. Fluoreszenze�ektivität bei
pH 9,0). Die Detektion der Thioflavin T Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines LS-55 Lumi-
neszenz Spektrometers durchgeführt. Hierfür wurden Quarz Küvetten mit einer Exzita-
tionspfadlänge von 1 cm befüllt. Dies geschah mit 470 µl NaPi Pu�er, 25 µl Thioflavin
T Stammlösung (1 mM) und 5 µl Probenvolumen aus dem Fibrillen-Aggregationsansatz
(vgl. 2.7). Unter konstantem Rühren wurde der Inhalt der Quarz Küvette mit einer op-
tischen Wellenlänge von 450 nm angeregt und die Emission bei 490 nm gemessen (vgl.
Abschnitt 3.3.1, Abb. 3.17 und Abb. 3.19).

2.9 Elektronenmikroskopie
Die entsprechend Abschnitt 2.7 hergestellten Fibrillen wurden mittels der Elektronen-
mikroskopie visualisiert. Diese Aufnahmen wurden mit einem Libra 120 Transmissions-
Elektronenmikroskop aufgenommen. In Vorbereitung für die Aufnahmen wurden 5 µl
Proben aus dem jeweiligen Fibrillen-Aggregationsansatz auf Parafilm aufgetragen und
60 Sekunden mit einem karbonisierten Kupfernetzchen (300 x 300 Mesh, ECF300-Cu,
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SCI Science Services, München, Deutschland) überschichtet. Um die Anheftung der Pro-
teine zu verbessern, wurde die Oberfläche dieser Kupfernetzchen kurz vor Verwendung
für 60 Sekunden in einer Plasmareiniger-Röhre elektrostatisch geladen. Nachdem die
Probe bei Raumluft angetrocknet war, wurden die Kupfernetzchen erneut für 60 Sekun-
den mit 5 µl einer 2 %igen Uranylacetat Lösung überschichtet. Der Überstand wurde
dann vorsichtig mit Hilfe von Zellsto� abgenommen und erneut bei Raumluft getrocknet.
Nun konnten die vorbereiteten Kupfernetzchen in den Strahlengang des Elektronenmi-
kroskops eingeführt werden und die Fibrillen dargestellt werden (vgl. Abschnitt 3.3.1,
Abb. 3.18 und 3.20).

2.10 Aggregationsansatz für die
Einzelpartikelspektroskopie

Der de novo Aggregationsansatz für Proteine, anwendbar auf dem Gebiet einzelmolekül-
spektroskopischer Verfahren, war von B. Bader für –-Synuklein und von S. Nobile für
Tau-Protein im Rahmen ihrer jeweiligen Dissertation am ZNP entwickelt worden [10].
Diese Ansätze wurden in dieser Arbeit reproduziert, als Grundlage der durchgeführten
Experimente verwendet und entsprechend der Fragestellungen dieser Dissertation wei-
terentwickelt.

Als Darstellungsform werden in dieser Arbeit hauptsächlich zweidimensionale Intensi-
tätshistogramme verwendet, die auf Grund ihrer Anschaulichkeit die Verständlichkeit
der durchgeführten Versuche fördern. Zur näheren Erklärung und genauen Interpreta-
tion der so genannten „Punktwolken“ siehe Abbildung 2.4 (vgl. Abschnitt 2.11.3) und
Abbildung 2.5 (vgl. Abschnitt 2.11.3).

2.10.1 Messbedingungen der Aggregationsansätze
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Versuche auf Basis der konfokalen Einzel-
molekülspektroskopie unter folgenden gleichen Voraussetzungen durchgeführt:

• Die Versuche fanden bei Raumtemperatur (ca. 22 °C) statt.

• Die Ansätze wurden in einer Bioplate 96 mit 96 Probefeldern als 20 µl Reaktionsan-
satz inkubiert und mit TESA Klebefilm zur Vermeidung von Verdunstungse�ekten
versiegelt.

• Die Messzeit der zu untersuchenden Proben betrug in der Regel 10 - 15 Sekunden
pro Einzelmessung.

• Jede Probe wurde über einen Zeitraum von 12 Messwiederholungen analysiert.
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• Sämtliche Versuche dieser Arbeit wurden sowohl mehrmals (mindestens 3 Mal) als
auch in Mehrfachbestimmung (2 - 4-fach Bestimmungen) durchgeführt.

• Mit Ausnahme der Fluoreszenzfarbsto�e wurden keine weiteren fluoreszierenden
Chemikalien verwendet.

• Die 2D-FIDA-Intensitätshistogramme dieser Arbeit (vgl. Abschnitt 2.4) repräsen-
tieren die Summe von sechs konsekutiven Einzelmessungen mit einer Messzeit von
insgesamt 60 Sekunden pro Histogramm.

2.10.2 Vorbehandlung
Um von einer de novo Aggregation ausgehen zu können, wurde nach dem Auftauen
der Tau-Protein Stammlösung eventuell präformierte Aggregate mit der Optima TLX
Ultracentrifuge bei 1 x 105 g, 4 °C für 30 Minuten pelletiert. Der nun nahezu aggregatfreie
Überstand wurde für die Versuche verwendet.

2.10.3 Tau-Oligomer Aggregationsansatz
Für die Charakterisierung von Aggregationsvorgängen im oligomeren Bereich wurden
Tau-Proteine in einer Konzentration von ca. 2 – 4 nM verwendet. Die Proteine wa-
ren entweder mit roten (Alexa647) oder grünen (Alexa488) Fluorophormarkierungen
versehen. Die Proteine wurden in einer 5-fach Stammlösung in Tris-Pu�er 0,05 M bei
pH 7,0 angesetzt. Fakultativ wurde diesem in vitro Ansatz die organischen Lösungsmittel
Ethanol in unterschiedlichen Konzentrationen (5 %, 10 %, 20 %), DMSO (1 %) oder das
Detergens NP40 (0,1 %) hinzugefügt, um das Aggregationsverhalten unter verschiede-
nen Milieubedingungen beobachten zu können. Auch wurde der Ansatz in Anwesenheit
von unterschiedlichen Metallionen untersucht, wie AlCl3, CaCl2, CuCl2, FeCl3, MgCl2,
MnCl2 und ZnCl2 in Konzentrationen von 0,03 – 30 µM, um deren Einfluss auf die Ag-
gregation zu beobachten.

Für den Ansatz zum Versuch „Die Untersuchung von Dynamiken oligomerer Tau-Protein-
Aggregate“ (vgl. Abschnitt 3.2.4) war vor allem die Beobachtung über die Zeit wichtig.
So wurde diese Versuchsreihe über 4 Stunden gemessen, was entsprechend der Befüllung
der Bioplate 96 entweder 40 oder 80 Messwiederholungen entsprach.

2.10.4 Tau-Protein und –-Synuklein Koaggregationsansatz
Ein in vitro Ansatz wurde entwickelt, um Tau-Protein und –-Synuklein miteinander
kombinieren zu können, um das Koaggregationsverhalten der beiden Proteine zu unter-
suchen. Tau-Protein wurde entsprechend dem Tau Oligomer Aggregationsansatz (vgl.
Abschnitt 2.10.3) verwendet. –-Synuklein wurde bei einer Konzentration von 4 – 8 nM
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mit den Fluoreszenzfarbsto�en Alexa647 oder Alexa488 markiert verwendet. Die Pro-
teine wurden ebenfalls in einer 5-fach Stammlösung in Tris-Pu�er (0,05 M, pH 7,0)
angesetzt und für diese Versuchsreihe miteinander vermischt. Sie wurden gemeinsam in
Gegenwart unterschiedlicher Ethanol-Konzentrationen (5 %, 10 %, 20 %), DMSO (1 %)
oder NP40 (0,1 %) auf ihr Aggregationsverhalten untersucht.

Von großer Bedeutung für die Koaggregation war es, das Verhältnis der Partikelzahl N
der beiden unterschiedlich großen Proteine äquivalent zueinander einzustellen, um in den
Versuchen aussagekräftige Messdaten erlangen zu können. Dies wurde in so genannten
„Vor-Versuchen“ (nicht gezeigt) vor jedem Versuch individuell durchgeführt. Im Mittel
betrug das eingesetzte Verhältnis der Partikelzahl N für Tau-Protein zu –-Synuklein 1
zu 5 - 10 und wurde optisch mit Hilfe der 2D-FIDA-Histogramme (vgl. Abbildung 2.4)
nach ihrer Aggregation abgeglichen.

2.10.5 Fibrillen Aggregationsansatz
Für die in vitro Versuche zum Aggregationsverhalten auf Fibrillenebene wurden Tau-
Protein und –-Synuklein, die als Monomere vorlagen, mit zuvor hergestellten amyloiden
Fibrillen (vgl. Abschnitt 2.7) gemeinsam im Ansatz untersucht. Die Fibrillen wurden
hierfür in einer Verdünnung von 1 : 80 verwendet. Fakultativ wurden auch hier die Mi-
lieubedingungen mit Hilfe von DMSO (1 %), NP40 (0,1 %) und den dreiwertigen Ionen
Aluminium und Eisen (10 µM) verändert.

Die Versuchsreihe zur „Aggregation auf Fibrillenebene“ (vgl. Abschnitt 3.3) war vom
Versuchsaufbau sehr komplex. Wie in Abbildung 3.21 dargestellt, wurde zuerst die Bio-
plate 96 in einem 4-fach Ansatz nach Protokoll mit den Tau-Protein- oder –-Synuklein-
Monomeren und Pu�er befüllt. Wahlweise wurden ebenfalls DMSO (1 %) und/oder
NP40 (0,1 %) hinzugefügt. Es wurde für einen Zeitraum von 30 Minuten die DMSO-
induzierte Bildung von Oligomeren abgewartet. Dann wurden die vorgefertigten Fibril-
len und wahlweise DMSO hinzugefügt und der Messvorgang sofort nach Beendigung des
Pipettiervorgangs gestartet. In einer ersten Messung wurde dieser Ansatz über einen
Zeitraum von 2 Stunden bzw. 6 Messwiederholungen gemessen. Im Anschluss wurden
die Metalle Eisen und Aluminium hinzugefügt, um in einer zweiten Messung über einen
Zeitraum von weiteren 2 Stunden bzw. 6 Messwiederholungen ihren E�ekt zu untersu-
chen.

2.11 Konfokale Einzelmolekülspektroskopie
Die konfokale Einzelmolekülspektroskopie wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um auf Ein-
zelmolekülebene das Aggregationsverhalten von Tau-Protein und das Koaggregations-
verhalten von Tau-Protein und ––Synuklein näher zu charakterisieren. Diese Methode er-
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möglicht eine di�erenzierte Betrachtung von Proteinaggregaten, unter anderem durch ih-
re zahlreichen Analyseverfahren, wie der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (engl.
fluorescence correlation spectroscopy, FCS), der Fluoreszenz-Intensitäts-Verteilungsana-
lyse (engl. fluorescence intensity distribution analysis, FIDA) und das Scannen nach
intensiv fluorenszierenden Zielstrukturen (engl. scanning for intensely fluorescent tar-
gents, SIFT), deren theoretisches Konzept ausführlich von Schwille [9, 201, 203], Kask
[118, 119], Giese und Bieschke [19, 74] beschrieben wurde. Im folgenden Abschnitt wird
kurz auf das Prinzip der Methode und der in dieser Arbeit verwendeten Analyseverfahren
eingegangen.

2.11.1 Messaufbau
Für die mit konfokaler Einzelmolekülspektroskopie durchgeführten Messungen wurden
ein Insight Reader verwendet. Mit diesem Gerät können FCS- und SIFT-Messungen
erhoben werden. Die Grundlage für dieses Gerät bildet ein konfokales Mikroskop mit
einer motorisierten Steuereinheit [19, 72]. Das Anregungslicht, in diesem Fall Laserlicht
eines Argon-Ionen-Lasers der optischen Wellenlänge 488 nm und eines Helium-Neon-
Lasers der optischen Wellenlänge 633 nm, wird mit Hilfe eines Wasserimmersionsobjek-
tivs (40x; Olympus, Japan) hoher numerischer Apertur (1,2) in die Probe fokussiert,
sodass ein möglichst kleines Anregungsvolumen (ca. 1 Femtoliter) entsteht. Di�undieren
nun fluoreszenzaktive Teilchen in das Anregungsvolumen, werden sie dort zur Fluores-
zenz angeregt. Die hierbei emittierten Photonen werden mit Hilfe zweier dichroischer
Spiegel und einer Lochblende (engl. pinhole, Durchmesser 70 µm) vom Anregungslicht
separiert, passieren retrograd zum Anregungslicht den Strahlteiler und werden dann,
getrennt über zwei Einzelphotonendetektoren (Avalanche-Photodioden), aufgezeichnet
(Abb. 2.3). Als Probenträger werden 96-Multiwell-Platten (Bioplatte 96) verwendet,
die mit einem Metallrahmen zum Schutz vor Verformung ausgestattet sind und zudem
über einen durchsichtigen Boden verfügen, um eine optimale Qualität der Messung zu
gewährleisten. In einem Well kann ein Probenvolumen von maximal 30 µl untersucht
werden. Die Position des Laserfokus kann optisch mittels einer mechanisch über Spiegel
zuschaltbaren Videokamera überprüft werden. Optimal wird der Focus 150 µm über dem
Glasboden der Probenträger in der Messlösung positioniert. Das o�ene Messsystem wird
durch die Brennpunkte der beiden Laser beschrieben, die sich überlagern. Hierbei ist aus
physikalischen Gründen der Radius des grünen (488 nm) Fokus etwas kleiner als der des
roten (633 nm) Fokus, wobei die optische Apparatur den grünen Laserfokus vollständig
innerhalb des roten Fokus abbildet, auch wenn ihre Mittelpunkte bis zu 50 nm voneinan-
der abweichen können. Mittels der Anregung über Laser unterschiedlicher Wellenlänge
und der Detektion mit zwei Einzelphotonendetektoren wird die Möglichkeit gegeben, das
Fluoreszenzsignal in zwei Kanälen separat voneinander und zugleich parallel zueinander
zu detektieren und auszuwerten. Lineare Messergebnisse werden dadurch gewährleistet,
dass die Messungen in einem Bereich bis 100 kHz Gesamthelligkeit liegen. Dieser Bereich
sollte auch nicht überschritten werden, um die Totzeit der Detektoren nicht zu erreichen
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und um eine gute Auswertbarkeit der Messungen zu gewährleisten. Mit der FCS+Plus
Control Software wurden sowohl die hochpräzisen Motorsteuerungssysteme und Mikro-
schrittmotoren für den Probenträgertisch als auch die Positionen der Laserfoci und der
Lochblende am Insight Reader gesteuert.

Abb. 2.3: Schematischer Messaufbau eines Insight Readers mit einem Multiwell-Probenträger (mo-
difiziert nach [73]).

2.11.2 Justage
Inbetriebnahme und Justage des Insight Readers erfolgten stets nach einem festen Sche-
ma. Um eine konstante Anregungsenergie des Argon-Ionen-Lasers und des Helium-Neon-
Lasers zu garantieren, wurden diese mindestens 30 Minuten vor Beginn der Messungen
eingeschaltet. Nach dieser Aufwärmzeit wurden die Laserleistungen mittels eines in den
Strahlengang eingeschobenen Detektors separat gemessen und auf die Anregungsleistun-
gen von 200 µW für den 488 nm Laser bzw. 300 µW für den 633 nm Laser eingestellt.
Danach wurden die Lochblende und die Glasfaserleitungen für jede Messung neu justiert,
sowie der optische Korrekturring am Objektiv neu eingestellt. Hierfür wurde als Refe-
renzwert der Justage eine Messlösung aus den freien Farbsto�en Alexa488 und Alexa647
verwendet, deren Farbsto�messparameter bekannt waren. Um einen sinnvollen Vergleich
der Justageeinstellungen zu sichern und die Fokusabbildung zu optimieren, wurden fol-
gende Parameter überprüft:

• Die CPP (engl. counts per particle) als Maß für die Helligkeit der einzelnen Farb-
sto�moleküle unabhängig von deren Farbsto�konzentration in der Eichlösung.
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• Die Di�usionszeit (Tdi�) der Farbsto�moleküle, mit der sich die Abbildungsschärfe
des Lasermessfokusses bestimmen lässt, da bei unscharfer Abbildung detektable
Teilchen scheinbar langsamer durch den Fokus di�undieren.

Es wurde für jeden Messtag eine Justagemessung durchgeführt. Die entsprechenden
Werte und Einstellungen am Gerät wurden zu Kontrollzwecken notiert (nicht gezeigt).
Ein festgesetzter Wert wurde für die Länge des „Scan-Pfades“ (100 µm), die Frequenz
des mobilen Fokus (Beamscanner; 50 Hz) und die Distanz der Probentischverschiebung
(2000 µm) eingestellt.

2.11.3 Softwareanalyse der Messdaten
Bei fast allen Messungen dieser Arbeit, die auf konfokaler Einzelmolekülspektroskopie
basieren, wurden die Daten mittels dem SIFT Verfahren gewonnen, einer Messmethode
zur Detektion von Einzelmolekülen und Aggregaten. Die theoretischen Grundlagen des
SIFT Verfahrens finden sich in allen Einzelheiten bei Bieschke und Giese [19]. Die so
gewonnenen Daten wurden mittels der FIDA Auswertung, der SIFT Auswertung und
der FRET Analyse weiter untersucht.

SIFT Verfahren

Für die Detektion von Daten mit dem SIFT Verfahren wird ein mobiler Fokus einge-
setzt. Dieser mäandriert pro Messung einmal durch das Messgefäß und wird im für diese
Arbeit verwendeten Insight Reader durch einen Beamscanner realisiert [72, 75]. Dadurch
wird das zu untersuchende Volumen und daraus folgend die Sensitivität der Messtechnik
in Bezug auf seltene, große und langsame Teilchen, wie z. B. Proteinaggregate, stark er-
höht. Der mobile Fokus erhöht die Detektionse�zienz erheblich, wodurch mit dem SIFT
Verfahren sehr geringe Partikelkonzentrationen gemessen werden können, deren untere
Grenze im femtomolaren Bereich liegt. Diese Grenze ist stark von der Helligkeit der
gesuchten Teilchen abhängig. Für sehr helle Teilchen befindet sich die Detektionsgrenze
sogar im attomolaren Bereich [19, 74].

Die Daten der Fluoreszenzmessung werden in sukzessiv aufgezeichnete Zeitintervalle mit
einer Länge von 40 µs unterteilt. Diese Intervalle werden im Folgenden „Bins“ genannt.
Das hochintense Signal der mehrfach markierten Zielmoleküle kann anhand der Inten-
sitätsverteilung vom Hintergrundsignal analytisch abgetrennt werden. Die mittlere Auf-
enthaltsdauer im Fokus wird für große, sehr langsam di�undierende Zielmoleküle nicht
mehr durch ihre Di�usionszeit definiert, sondern vor allem durch die Scangeschwindig-
keit. Hieraus resultiert, dass die Zielmoleküle in der gleichen Zahl Bins abgebildet werden.
Die Anzahl von Bins wird somit als direktes Maß für die Konzentration hochmarkierter
Zielmoleküle gewertet.
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Der Insight Reader ermöglicht zudem eine zwei Farben SIFT. Dies ist die simultane
Analyse von zwei unterschiedlich markierten fluoreszierenden Sonden, die im selben
Probevolumen gemessen werden. Die in dieser Arbeit so gewonnenen Daten wurden in
einen zweidimensionalen Array geschrieben und als Intensitätshistogramme dargestellt.
In den 2D-Intensitäthistogrammen stellt die Zahl der Bins mit gleichzeitig hohen Werten
für beide Farbkanäle ein Maß für die Zahl und Konzentration der spezifisch mit zwei
unterschiedlichen Sonden markierten Zielmoleküle dar. Der Gebrauch von zwei unab-
hängig fluoreszierenden Proben erlaubt die Analyse der molekularen Zusammensetzung
der Zielpartikel. Da die einzelnen Aggregate das Detektionsvolumen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten durchqueren, können Proben, bestehend aus einer Mischung von verschie-
denen Aggregattypen, in Bezug auf die Anzahl und die relative Menge dieser Aggregate
analysiert werden.

Zusätzlich zur Sensitivität erö�net das zwei Farben SIFT hier eine besondere Möglich-
keit, Koaggregationsprozesse zu untersuchen. Wie oben erwähnt, passieren die einzelnen
Aggregate das Detektionsvolumen zu verschiedenen Zeitpunkten. Hierdurch kann mit-
tels der zweifarbigen Messung die Markierungsratio von zwei unterschiedlich markierten
Proben für jedes Aggregat getrennt bestimmt werden. Sogar die molekulare Zusammen-
setzung von Aggregaten in Ansätzen, die eine Mischung von verschiedenen Typen von
Aggregaten aufweisen, können auf diese Weise beobachtet werden.

FIDA und 2D-FIDA Auswertung

Die FIDA Auswertung wurde als zusätzliche Analysemethode verwendet, um die mit
dem SIFT Verfahren gewonnenen Daten zu analysieren, da diese mit einem mobilen
Fokus gewonnen wurden und somit di�usionsbasierte Auswerteverfahren, wie z. B. die
Autokorrelation, nicht sinnvoll angewendet werden können. Die Basis der FIDA Auswer-
tung ist die statistische Analyse von Photonenzahlen. Hier wird die spezifische Helligkeit
einzelner fluoreszierender Moleküle in Proben mit heterogenen Helligkeitsprofilen detek-
tiert [51, 118, 119]. Es wurde dafür die FCSPP Evaluation Software Version 2.0 (Evotec
Technologies, Hamburg, Deutschland) verwendet. Das Fluoreszenzsignal wird zyklisch
alle 40 µs aufgezeichnet (vgl. Abschnitt 2.11.3). Die pro Zeitintervall detektierten Photo-
nen und ihre Häufigkeit können mittels eines Intensitätsverteilungshistogramms darge-
stellt und mit Hilfe eines FIDA-Multikomponenten-Fits statistisch ausgewertet werden.

Die 2D-FIDA Auswertung ist der FIDA Auswertung sehr verwandt. Sie hat den Vorteil,
die Daten aus dem roten und aus dem grünen Kanal gleichzeitig detektieren und auswer-
ten zu können. Dadurch können die Informationen beider Detektionskanäle verglichen
werden und liefern somit Daten über die spezifische Helligkeit von unterschiedlich fluores-
zenzmarkierten, di�undierenden Molekülen. Auch bei der 2D-FIDA Auswertung werden
die Daten in Zeitfenstern von ca. 40 µs (Bins) gesammelt und die dabei aufgezeichne-
ten Photonenzahlen aus beiden Detektoren statistisch ausgewertet. Die so gewonnenen
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung einer Messung, deren zu erfassendes Probevolumen durch einen
mobilen Lasermessfokus vergrößert wird und die Darstellung der so gewonnenen Daten in
einem 2D-Intensitätshistogramm. Hier wird die Anzahl an gezählten Photonen pro Bins im
roten (y-Achse, max. 250 Photonen) und grünen Kanal (x-Achse, max. 250 Photonen) nach
ihrer Intensität auf der jeweiligen Achse, nach ihrer Häufigkeit farbcodiert, dargestellt. Die
Bins mit hohen Werten für beide Kanäle repräsentieren zweifarbige, also sowohl Alexa488
als auch Alexa647 markierte Proteinaggregate (modifiziert nach [73]).

Daten können zur Verbesserung der Anschaulichkeit als 2D-Intensitätshistogramme dar-
gestellt werden. Die x- und y-Achse zeigen die gezählten Photonen der beiden Detektoren
pro Bins an, also die Intensität des grünen (x-Achse) oder des roten Fluoreszenzsignals
(y-Achse). Die z-Achse, die durch verschiedene Farben dargestellt ist, beschreibt die Häu-
figkeit gleichartiger Ereignisse, d. h. die Zahl der Bins eines Intensitätspaares ist durch die
Farbe des jeweiligen Punktes logarithmisch dargestellt. Mit dieser Darstellungstechnik
können so genannte „Punktwolken“ generiert werden, die einen guten visuellen Eindruck
von Aggregationsprozessen und von der Qualität einer Messung vermitteln (Abb. 2.4)
[51, 118, 119].

SIFT Auswertung

Eine weitere Möglichkeit, 2D-Intensitätshistogramme auszuwerten, erfolgt durch die
hochsensitive SIFT Auswertung mit Hilfe des 2D-SIFT Softwaremoduls (Evotec-Tech-
nologies, Hamburg, Deutschland). Im Rahmen dieses Verfahrens wird in einem ersten
Schritt eine Schwelle festgelegt. Dies erfolgt anhand von Parallelproben, die nicht aggre-
giertes Protein enthalten. Die Schwelle kann von der Software auch automatisch generiert
werden. Dieser gewählte Bereich befindet sich in der linken unteren Ecke der Intensi-
tätshistogramme (vgl. Abb. 2.5) und wird im weiteren Verfahren als seperater Sektor
betrachtet. Im Folgenden wird der verbleibende Anteil des 2D-Intensitätshistogrammes
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in gleich große Segmente unterteilt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden typischerweise 18
Segmente gewählt (vgl. Abb. 2.5). Mit Hilfe der Software können die im Segment abge-
bildeten Punkte aufsummiert werden. Es kann jedoch ebenfalls eine photonengewichtete
oder distanzgewichtete Summe berechnet werden. Hierbei wird beachtet, dass Punkte,
die weiter peripher in einem Segment liegen, mehr Photonen repräsentieren. In beiden
Kanälen ist die im Rahmen der Intensitätshistogramme größte erfassbare Photonenan-
zahl pro Bins mit 255 Photonen pro 40 µs gleich. Anhand ihrer Fluoreszenzcharakteristik
wird die Häufigkeit der identifizierten Teilchenspezies ermittelt, wobei die Anzahl hoch-
intenser Bins als ein direktes Maß für die Anzahl und Konzentration großer Aggregate
angesehen werden kann.

Abb. 2.5: SIFT Auswertung eines 2D-Intensitätshistogramms. Die Fläche wird in 18 Segmente un-
terteilt, wobei ein 19. Segment einer definierten Größe im linken unteren Abschnitt des
Histogramms die dunkelsten Partikel aus nicht aggregiertem Protein abgrenzt. In diesem
Beispiel zeigt die y-Achse die Zahl der Photonen pro Bins für den roten Kanal bis zu einem
Maximalwert von 100 Photonen und die x-Achse die Photonen pro Bins für den grünen
Kanal bis zu einem Wert von 80 Photonen. Die Punkte stellen die einzelnen Bins entspre-
chend ihrer Helligkeit und Farbverteilung auf den Achsen und nach Häufigkeit farbcodiert
dar. Hierbei entsprechen Segment 1 - 3 den grün fluoreszierenden Aggregaten, Segment
16 - 18 den rot fluoreszierenden Proteinaggregaten und die Segmente 4 - 15 stehen für die
zweifarbig markierten Koaggregate (modifiziert nach [141]).

FRET Analyse

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) wurde bereits 1946 von Theodor
Förster entdeckt [56]. Bei diesem physikalischen Prozess wird die Energie eines ange-
regten fluoreszierenden Farbsto�s (Donor-Fluorophor) ohne Strahlung auf einen zweiten
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fluoreszierenden Akzeptor (Akzeptor-Fluorophor) übertragen. Der FRET kann über eine
Abnahme der Donor-Fluoreszenz oder eine Zunahme der Akzeptorfluoreszenz detektiert
werden. Es gibt verschiedene Kriterien, die erfüllt sein müssen, um eine strahlungsfreie
Energieübertragung zu gewährleisten. Hierzu zählen das Spektrum, die Schwingungs-
ebene und der Abstand. Das Emissionsspektrum des Donors muss mit dem Absorp-
tionsspektrum des Akzeptors überlappen. Im Weiteren müssen Donor und Akzeptor
parallele elektronische Schwingungsebenen aufweisen. Die Intensität des FRET hängt
im Weiteren vom Abstand der beiden Fluorophore zueinander ab. Dies führt dazu, dass
der FRET auch als optisches Nanometermaß verwendet werden kann. Da die Intensität
des FRET-Signals mit der 6. Potenz des Abstands beider Flurophore abnimmt, sollten
Donor und Akzeptor nur wenige Nanometer voneinander entfernt sein. Genau diese Ei-
genschaft wird in dieser Dissertation eingesetzt. Es wird davon ausgegangen, dass ein
FRET-Signal nur dann detektiert werden kann, wenn die fluoreszierenden Moleküle nur
wenige Nanometer voneinander entfernt innerhalb eines Aggregates liegen. Somit kann
durch den FRET eine Vorstellung vom Aufbau von Oligomeren gewonnen werden (vgl.
Abschnitt 4.5.1).

In dieser Versuchsreihe kamen in zwei Farben markierte Tau-Proteine, Alexa488 und
Alexa647, zur Anwendung. Die in diesen Versuchen verwendeten Proteine wurden in
einer ersten Messung sowohl mit dem roten als auch mit dem grünen Laser angeregt,
wodurch rote und grüne Fluoreszenz emittierte. In einer zweiten Messung, der so ge-
nannten “FRET-Messung“, kam der gleiche Versuchsansatz jedoch lediglich mit dem
grünen Laser (488 nm) zur Anwendung. Konnten nun in der FRET-Messung zweifarbi-
ge Aggregate, also rot und grün fluoreszierende Moleküle, detektiert werden, so konn-
te davon ausgegangen werden, dass eine Übertragung der Fluoreszenz von den grün
fluoreszierenden auf die roten Fluoreszenzfarbsto�e, also ein Energietransfer stattfand.
Ein Energietransfer wurde nicht gemessen, wenn nur einfach markierte Proteine, also
entweder Donor-Fluorophore oder Akzeptor-Fluorophore, untersucht wurden [14] (vgl.
Abschnitt 4.5.1 und Abb. 4.1).
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3.1 Proteinexpression
Um auf molekularer Ebene die Aggregationsprozesse von Tau-Protein beobachten und
analysieren zu können, war es erforderlich, ausreichende Mengen an Tau-Protein zu
exprimieren (vgl. Abschnitt 2.3) und dessen Konzentration zu ermitteln (vgl. Abschnitt
2.5). Hierfür standen unterschiedliche Verfahren zu Verfügung. In dieser Arbeit wurden
der Bradford-Assay (vgl. Abschnitt 2.5.2), der Bicinchoninsäure-Assay (vgl. Abschnitt
2.5.1) und eine Proteinbestimmung mit Hilfe eines Coomassie-Gels (vgl. Abschnitt 2.4
und Abschnitt 2.5.3) durchgeführt. Mit diesen Verfahren konnte für die Stammlösung
des exprimierten Tau-Proteins eine Konzentration von 2 mg/ml ermittelt werden.

Abb. 3.1: Coomassie Brilliant Blue gefärbtes SDS-PAGE Gel, digitalisiert (ChemiGenius, Bio
Imaging System). Gezeigt sind die Reinigungsschritte der Proteinexpression des Tau-
Proteins (Kationenaustauscher, Salzfällung und Denaturierung, PD-10-Säule) und eine
BSA-Konzentrationsreihe für die Proteinbestimmung der Tau-Stammlösung.

Das so gewonnene Tau-Protein wurde für einzelmolekülspektroskopische Verfahren ver-
wendbar gemacht, indem es mit Fluoreszenzfarbsto�en markiert wurde. Hierbei handelte
es sich um die für die Einzelmolekülspektroskopie geeigneten und gängigen Fluoropho-
ren Alexa488 und Alexa647 (vgl. Abschnitt 2.6.1). Für die Proteinmarkierung wurde
in früheren Dissertationen am ZNP ein e�ektives Markierungsprotokoll erstellt, das in
dieser Arbeit verwendet wurde (vgl. [10, 98, 140] und Abschnitt 2.6).
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3.2 De novo Aggregationsansatz für Tau-Protein und
–-Synuklein

3.2.1 Aggregationsverhalten von Tau-Protein
Mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekülspektroskopie wurden in vitro unterschiedliche
Milieubedingungen gescha�en, innerhalb derer das Aggregationsverhalten von Tau-Pro-
tein näher charakterisiert werden konnte. So zeigten Tau-Proteine unter Tris-Pu�er-Be-
dingungen eine geringe Bildung von Aggregaten. Diese Ereignisse emittierten nur we-
nige Photonen pro Bins, d. h. die Intensität ihres Fluoreszenzsignals war gering, wie
auch die Häufigkeit der Ereignisse (Abb. 3.2-A). NP40 hatte einen tendenziell fördern-
den Einfluss auf die Bildung von Tau-Protein-Aggregaten (Abb. 3.2-B). Wurden das
Lösungsmittel DMSO oder der Alkohol Ethanol der Tau-Protein-Stammlösung zugefügt
und analysiert, dann konnte ebenfalls ein aggregationsfördernder E�ekt dieser auf Tau-
Proteine verzeichnet werden. Die entstandenen Aggregate zeigten eine höhere Intensität
des Fluoreszenzsignals in beiden Kanälen, verglichen mit den Punktwolken, die unter
Pu�er-Bedingungen entstanden waren. Dabei wurden in Gegenwart von Ethanol noch
hellere Aggregate gebildet als durch DMSO (Abb. 3.2-C, -D).

Abb. 3.2: Das Aggregationsverhalten von Tau-Protein (Alexa488-, Alexa647-markiert). 2D-Intensi-
tätshistogramme visualisieren das Verhalten von Tau-Protein unter verschiedenen Milieu-
bedingungen: Tris-Pu�er 50 mM (A), Tris-Pu�er und NP40 0,1 % (B), DMSO 1 % (C)
oder Ethanol 10 % (D). Die Partikelzahl der Tau-Proteine lag in beiden Kanälen bei ca. 5.
Der Maßstabsbalken beschreibt jeweils 255 Photonen pro Bins auf der x- und y-Achse.

3.2.2 Aggregationsverhalten von –-Synuklein
Im Vorfeld wurde das Aggregationsverhalten von –-Synuklein innerhalb unterschiedli-
cher Milieubedingungen analysiert, um die Prozesse, die eine Koaggregation zwischen
–-Synuklein und Tau-Protein in vitro ermöglichen, e�ektiv untersuchen zu können. So
zeigte das Protein –-Synuklein unter Tris-Pu�er-Bedingungen eine nur minimale Bildung
von Aggregaten. Verglichen mit dem Aggregationsverhalten von Tau-Protein (vgl. Abb.
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3.2-A) zeigten sich unter identischen Bedingungen bezüglich Häufigkeit und Fluores-
zenzintensität deutlich weniger Aggregate (Abb. 3.3-A). Ein mit Tau-Protein verglichen
unterschiedliches Verhalten zeigte sich auch in Anwesenheit des Tensids NP40. Hier wur-
de die Adhäsion von –-Synuklein an der Messplattenoberfläche nahezu vollständig inhi-
biert, d. h. das Protein wurde fast vollständig in Lösung gehalten. Demzufolge zeigte das
2D-Intensitätshistogramm einen hohen Anstieg der Häufigkeit der ungebundenen mar-
kierten Sondenmoleküle. Eine wie bei Tau-Protein im Vergleich zu Pu�er-Bedingungen
gefördertes Aggregationsverhalten unter NP40 fand nicht statt (Abb. 3.3-B). Das Lö-
sungsmittel DMSO und der Alkohol Ethanol zeigten entsprechend ihrer Wirkung auf
Tau-Protein (vlg. Abb. 3.2-C, -D) einen aggregationsfördernden E�ekt auf –-Synuklein.
Die hier zahlreich entstandenen Aggregate wiesen eine hohe Intensität des Fluoreszenz-
signals in beiden Kanälen auf, wobei Ethanol wieder zu helleren und zahlenmäßig häu-
figeren Aggregaten führte als DMSO (Abb. 3.3-C, -D).

Abb. 3.3: Aggregationsverhalten von –-Synuklein (Alexa488-, Alexa647-markiert). 2D-Intensitäts-
histogramme visualisieren das Verhalten von –-Synuklein unter verschiedenen Milieube-
dingungen: Tris-Pu�er 50 mM (A), Tris-Pu�er und NP40 0,1 % (B), DMSO 1 % (C) oder
Ethanol 10 % (D). Die Partikelzahl der –-Synukleine lag in beiden Kanälen bei ca. 18.
Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

3.2.3 Aggregationsanalyse von Tau-Protein in Anwesenheit von
Metallionen

An dieser Stelle wurden die E�ekte unterschiedlicher Metallionen auf das Aggregations-
verhalten von Tau-Proteinen mittels einzelmolekülspektroskopischer Verfahren unter-
sucht. Die Wirkung der dreiwertigen Metallionen Aluminium (Al3+) und Eisen (Fe3+)
sowie die der zweiwertigen Ionen Kalzium (Ca2+), Kupfer (Cu2+), Magnesium (Mg2+),
Mangan (Mn2+) und Zink (Zn2+) wurde näher charakterisiert.
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Abb. 3.4: Verhalten von Tau-Protein (Alexa488- und Alexa647-markiert) in Anwesenheit von Me-
tallionen: Untersuchung von Fe3+-, Al3+-, Cu2+-, Mn2+-, Ca2+-, Zn2+- und Mg2+-Ionen
(10 µM) unter verschiedenen Milieubedingungen: Tris-Pu�er 50 mM (I.) und Tris-Pu�er
mit NP40 0,1 % (II.) oder DMSO 1 % (III.). Die Partikelzahl der Tau-Proteine betrug in
beiden Kanälen ca. 5. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

Dieser Versuch zeigte, dass innerhalb unterschiedlicher Milieubedingungen (Tris-Pu�er,
Tris-Pu�er und NP40 oder DMSO) sowohl Eisen- als auch Aluminiumionen einen ag-
gregationsfördernden E�ekt auf Tau-Proteine aufwiesen. Eine Bildung von zahlreichen
zweifarbig fluoreszierenden Aggregaten mit hoher Fluoreszenzintensität wurde detek-
tiert, also Ereignisse, die viele Photonen pro Bins in beiden Kanälen gleichzeitig emit-
tierten. Für die anderen Metallionen (Ca2+, Cu2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+) konnte unter die-
sen Versuchsbedingungen keine e�ektive Förderung der Aggregation von Tau-Proteinen
verzeichnet werden. Die 2D-Intensitätshistogramme zeigten hier der Kontrolle entspre-
chende Punktwolken (Abb. 3.4).

Um herauszufinden, ab welcher Konzentration Aluminium- oder Eisenionen wirken, wur-
de den obigen Versuchen jeweils Verdünnungsreihen angeschlossen.

Verdünnungsreihe für Aluminiumionen

Ein aggregationsfördernder E�ekt der Aluminiumionen auf Tau-Protein konnte in den
2D-Intensitätshistogrammen ab einer Konzentration von 3 µM detektiert werden. Mit
steigender Konzentration von Aluminium zeigte sich eine Zunahme von Ereignissen, die
zahlreiche Photonen pro Bins gleichzeitig im roten und grünen Kanal emittierten. Von
0,003 µM bis zu einer Konzentration von 1 µM Aluminium zeigten die Punktwolken ein
der Kontrolle (Tau-Protein in Tris-Pu�er) nahezu entsprechendes Aussehen (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Wirkung von Aluminiumionen (Al3+) auf Tau-Protein (Alexa488- bzw. Alexa647-mar-
kiert). Konzentrationsreihe der Aluminiumionen von 0,003 - 100 µM in Tris-Pu�er 50 mM.
Die Partikelzahl der Tau-Proteine in beiden Kanälen lag bei ca. 5. Die Scalierung ist analog
zu Abb. 3.2.

Im Folgenden wurde der E�ekt von Aluminiumionen mittels einer SIFT Auswertung
quantitativ analysiert und in einem Graphen aufgetragen. Ab 3 µM Aluminium war ein
deutlicher Anstieg des SIFT-Signals zu verzeichnen (Abb. 3.6).

Abb. 3.6: Aluminiumionen-Verdünnungsreihe in Tris-Pu�er (50 mM). SIFT-Auswertung: Zusam-
menfassung der Segmente 1 - 6 von 6 aus sechs Einzelmessungen. Gezeigt sind Mittelwert
und Standardabweichung eines 4-fach Ansatzes. Ko bezeichnet die Kontrolle.

Verdünnungsreihe für Eisenionen

Eisenionen wiesen einen aggregationsfördernden E�ekt auf Tau-Proteine auf. In den
2D-Intensitätshistogrammen konnte eine e�ziente Zunahme von Aggregaten ab einer
Konzentration von 1 µM gezeigt werden, wobei mit steigender Konzentration die Anzahl
und Helligkeit der Ereignisse zunahm. Von 0,003 µM bis zu einer Konzentration von
0,3 µM zeigten die Punktwolken ein der Kontrolle (Tau-Protein in Tris-Pu�er) nahezu
entsprechendes Aussehen (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Wirkung von Eisenionen (Fe3+) auf Tau-Protein (Alexa488- bzw. Alexa647-markiert).
Konzentrationsreihe der Eisenionen (0,003 - 100 µM) in Tris-Pu�er 50 mM. Die Parti-
kelzahl der Tau-Proteine lag in beiden Kanälen bei ca. 5. Die Scalierung ist analog zu
Abb. 3.2.

Im Folgenden wurde eine quantitative SIFT Auswertung der Ergebnisse durchgeführt.
Es zeigte sich, dass ab 1 µM Eisenionen ein deutlicher Anstieg des SIFT-Signals zu de-
tektieren war (Abb. 3.8).

Abb. 3.8: Die Eisenionen-Verdünnungsreihe in Tris-Pu�er (50 mM). SIFT Auswertung: Zusammen-
fassung der Segmente 1 - 6 von 6 aus sechs Einzelmessungen. Gezeigt sind Mittelwert und
Standardabweichung eines 4-fach Ansatzes. Ko bezeichnet die Kontrolle.

Die Verdünnungsreihen wurden zusätzlich in Gegenwart von NP40 und DMSO unter-
sucht (nicht gezeigt). Es wurde kein zusätzlicher E�ekt auf die Metallionen induzier-
te Aggregation festgestellt. Vielmehr führten Aluminiumionen auch in Gegenwart die-
ser beiden Substanzen konstant ab 3 µM zu einer gegenüber der Kontrolle geförderten
Aggregation von Tau-Protein. Eisenionen zeigten ihre aggregationsfördernde Wirkung
ebenfalls konstant ab 1 µM, unabhängig von der Anwesenheit von DMSO oder NP40.
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3.2.4 Untersuchung der Dynamik oligomerer
Tau-Protein-Aggregate

Für diese Versuchsreihe wurden rot markierte Tau-Proteine (Alexa647) und grün mar-
kierte Tau-Proteine (Alexa488) verwendet. Diese Tau-Proteine wurden jeweils mit DMSO
1 % in Tris-Pu�er 50 mM für 1,5 Stunden separat vorinkubiert, um die Aggregation von
Tau-Monomeren zu oligomeren Tau-Intermediaten zu induzieren. Die hierbei entstande-
nen Aggregate, im Folgenden „präformierte“ Aggregate genannt, wurden mit Hilfe der
konfokalen Einzelmolekülspektroskopie auf ihre Stabilität geprüft.

Messung des Ausgangswertes

Um den Ausgangswert zu bestimmen, wurden die unterschiedlich fluoreszenzmarkierten
Proteine nach der Vorinkubation, sowohl nach Markierung getrennt, als auch innerhalb
eines akut gemischten Ansatzes untersucht. Wie erwartet, zeigte Alexa647 markiertes
Tau-Protein Aggregate im roten Kanal (Abb. 3.9-A). Analog waren für Alexa488 mar-
kiertes Tau-Protein Aggregate im grünen Kanal zu detektieren (Abb. 3.9-C).

Abb. 3.9: Oligomer Dynamik – Messung des Ausgangswertes. Tau-Proteine wurden jeweils 1,5 Stun-
den mit DSMO vorinkubiert, um eine Oligomerbildung zu induzieren. Tau-Protein wurde
in A) Alexa647 markiert verwendet, in C) Alexa488 markiert und in B) die Ansätze A
und B nach seperater Vorinkubation gemischt und dann sofort auf die Messplatte aufge-
tragen. Die Partikelzahl der Tau-Proteine betrug in beiden Kanälen ca. 5. Die Scalierung
ist analog zu Abb. 3.2.
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In dem Ansatz, in dem die unterschiedlich markierten Tau-Proteine nach seperater Vor-
inkubation gemeinsam untersucht wurden, konnten hellere Aggregate vor allem im roten
oder im grünen Kanal detektiert werden. Aggregate, die gleichzeitig sowohl rote als auch
grüne Fluoreszenz emittierten, waren kaum detektierbar. Es konnte keine neue Bildung
von zweifarbigen Aggregaten aus den unterschiedlich markierten Tau-Proteinen gezeigt
werden (Abb. 3.9-B).

Messung über die Zeit

Wurden die präformierten, mit unterschiedlichen Fluorophoren markierten Tau-Protein-
Aggregate über einen Zeitraum von 240 Minuten weiter inkubiert und analysiert (vgl.
Abschnitt 2.11.1), so wurden, analog zur „Messung des Ausgangswertes“ (vgl. Abschnitt
3.2.4), vor allem im roten oder im grünen Kanal Aggregate detektiert (Abb. 3.10-Tau
488+647). Mit Hilfe einer SIFT Analyse konnte, in Abhängigkeit von der Zeit, zwischen
einfarbigen und zweifarbigen Oligomeren unterschieden werden. In obiger Versuchsreihe
war der Anteil von zweifarbigen Aggregaten an den Gesamtaggregaten bei circa 25 %
über einen Zeitraum von 240 Minuten konstant. Dies spricht für die Stabilität der prä-
formierten einfarbigen Oligomere (vgl. Abb. 3.12).

Abb. 3.10: Oligomer Dynamik – Messung über die Zeit. Beobachtung des Verhaltens präformierter
Tau-Aggregate über einen Zeitraum von 240 Minuten. Die Partikelzahl betrug in beiden
Kanälen ca. 5. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.
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Oligomer Dynamik nach Zugabe von NP40 und Aluminiumionen

Im Anschluss an die erste Messung wurde den Versuchsansätzen entweder das Tensid
NP40 oder Aluminiumionen (Al3+) zugefügt und erneut über einen Zeitraum von 120
Minuten gemessen. Die aggregationsfördernde Wirkung von NP40 und Aluminiumionen
auf Tau-Protein kann an entsprechender Stelle nachgelesen werden (vgl. 3.2.1 und 3.2.3).

Ab Beginn der neuen Messung zeigten die 2D-Intensitätshistogramme zweifarbig fluo-
reszierende Aggreggate, die in ausgeglichenem Verhältnis sowohl rot als auch grün fluo-
reszierend markierte Tau-Proteine enthielten. Das Zufügen der Substanzen schien die
Tau-Proteine der präformierten Aggregate neu zu ordnen.

Abb. 3.11: Oligomer Dynamik nach Zugabe von NP40 und Aluminiumionen. Beobachtung des Ver-
haltens präexistenter Tau-Aggregate über einen Zeitraum von 120 Minuten (im Anschluss
an die 240 Minuten Messung) in Gegenwart von NP40 0,1 % oder Aluminium 10 µM.
Die Partikelzahl der Tau-Proteine betrug in beiden Kanälen ca. 5. Die Scalierung ist
analog zu Abb. 3.2.

In Anwesenheit von NP40 oder Aluminium entstanden jedoch unterschiedliche Punkt-
wolken. NP40 erhöhte den Anteil monomerer Sondenmoleküle (vgl. 3.2.1) und führte
zu einer Bildung von zunächst wenig hellen zweifarbig fluoreszierenden Aggregaten, de-
ren Fluoreszenzintensität für beide Kanäle über die Zeit zunahm (vgl. Abb 3.11-+NP40
und Abb. 3.13). In der SIFT Analyse konnte ein langsamer, aber konstanter Anstieg der
zweifarbig fluoreszierenden Aggregate über den Messzeitraum von 2 Stunden verzeich-
net werden. Für die zweifarbige Aggregatbildung stellte sich nach 30 - 60 Minuten ein
Gleichgewicht bei ca. 60 - 70 % zweifarbiger Oligomere an den Gesamtoligomeren ein
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(vgl. Abb. 3.12). In einem zweikomponenten FIDA Fit war die durchschnittliche Größe
der in Gegenwart von NP40 gebildeten Oligomere kleiner (34 Monomere pro Oligomer)
als die der durch DMSO gebildeten Oligomere (63 Monomere pro Oligomer) (vgl. Abb.
3.13).

Aluminiumionen zeigten eine andere Wirkung. Direkt nach Zugabe von Aluminiumio-
nen bildeten sich sehr schnell helle zweifarbig fluoreszierende Aggregate (vgl. 3.11-+Al
und Abb. 3.13). Die SIFT Analyse zeigte, dass nahezu 100 % der Aggregate zweifarbige
Oligomere wurden (vgl. Abb. 3.12). Zudem erreichten diese Aggregate mehr als die vier-
fache Helligkeit der durch DMSO induzierten Aggregate, wobei ihre Durchschnittsgröße
bei 370 Monomeren pro Oligomer lag (vgl. Abb. 3.13). Dies deutet auf einen unter-
schiedlichen Wirkmechanismus der zwei Substanzen auf das Aggregationsverhalten von
Tau-Protein hin (vgl. Abschnitt 4.4).

Abb. 3.12: Darstellung der Bildung von zweifarbigen Aggregaten über die Zeit. Der Anteil von
zweifarbigen Aggregaten an den Gesamtaggregaten war bei ca. 25 % über einen Zeitraum
von 240 Minuten konstant (erste Messung). Nach Zugabe von NP40 0,1 % stellte sich
nach 30 - 60 Minuten ein Gleichgewicht bei ca. 60 - 70 % zweifarbiger Oligomere an
den Gesamtaggregaten ein, während Aluminiumionen 10 µM dazu führten, dass nahezu
100 % der Aggregate zweifarbige Oligomere wurden (zweite Messung über 2 Stunden).
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Abb. 3.13: Darstellung der Partikelhelligkeit über die Zeit. Die Größe der präformierten (DMSO)
Aggregate war in einem zweikomponenten FIDA Fit bei durchschnittlich 63 Monomeren
pro Oligomer stabil. Aggregate, die sich nach Zugabe von NP40 0,1 % bildeten, waren
mit durchschnittlich 34 Monomeren pro Oligomer kleiner, während durch Aluminium
10 µM induzierte Aggregate mehr als die vierfache Helligkeit der durch DMSO gebildeten
Aggregate erreichten und eine Durchschnittsgröße von ca. 370 Monomeren pro Oligomer
aufzeigten.

3.2.5 Koaggregationsverhalten von Tau-Protein und –-Synuklein
Tau-Protein und –-Synuklein wurden jeweils sowohl Alexa488 als auch Alexa647 mar-
kiert verwendet, unter verschiedenen Milieubedingungen analysiert und miteinander, wie
in Abb. 3.14 gezeigt, kombiniert.

Abb. 3.14: Schematische Darstellung der Kombinationsmöglichkeiten des Alexa488- bzw. Alexa647-
markierten –-Synuklein und Tau-Protein.

Das Aggregationsverhalten von Tau-Protein wurde ausführlich in Abschnitt 3.2.1 be-
schrieben. Zusätzlich wurde hier die Wirkung von DMSO mit NP40 und Ethanol mit
NP40 analysiert. Die Aggregation von Tau-Protein wurde innerhalb der unterschiedli-
chen Milieubedingungen e�zient gefördert (Abb. 3.15-I).
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Auf das Aggregationsverhalten von –-Synuklein geht Abschnitt 3.2.2 ausführlich ein.
Wurde dem –-Synuklein-Ansatz zusätzlich zu NP40 noch DMSO oder Ethanol beige-
fügt, so war im untersuchten Konzentrationsbereich die antiaggregatorische Wirkung
von NP40 stärker (Abb. 3.15-II).

Abb. 3.15: Koaggreationsversuch von Tau-Protein und –-Synuklein. Die 2D-Intensitätshistogramme
repräsentieren das Koaggregationsverhalten von Tau-Protein und –-Synuklein in Tris-
Pu�er 50 mM, in Tris-Pu�er mit DMSO 1 % oder Ethanol 10 % und jeweils parallele
Ansätze unter Zugabe von NP40 0,1 %. Die Partikelzahl der Tau-Proteine in beiden
Kanälen betrug ca. 4. Die Partikelzahl der –-Synukleine betrug in beiden Kanälen ca.
35. Im Koaggregationsansatz war das Verhältnis der Partikelzahl von Tau-Protein und
–-Synuklein ca. 1 zu 10. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

Wurden –-Synuklein und Tau-Protein unterschiedlich mit Fluorophoren markiert und
unter Tris-Pu�er-Bedingungen gemeinsam untersucht, wurden zweifarbige Aggregate de-
tektiert, also Koaggregate, deren Werte für die Photonen pro Bins in beiden Kanälen
ähnlich hoch waren. Ein großer Anteil der gebildeten Aggregate zeigte jedoch in dem
Kanal höhere Werte für die Fluoreszenzintensität, in dem Tau-Proteine repräsentiert
waren, vermutlich da es unter Pu�erbedingungen eine stärkere Tendenz zur Aggregati-
on aufwies als –-Synuklein (vgl. Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2) (Abb. 3.15-III-Tris, -IV-Tris).

Das Lösungsmittel DMSO oder der Alkohol Ethanol im Versuchsansatz zeigten einen
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aggregationsfördernden E�ekt auf die Bildung von Koaggregaten aus –-Synuklein und
Tau-Proteinen. Die entstandenen Aggregate zeigten eine höhere Intensität des Fluo-
reszenzsignals in beiden Kanälen, verglichen mit den Punktwolken, die unter Pu�er-
Bedingungen entstanden waren (Abb. 3.15-III, -IV-DMSO, -EtOH).

Entsprechend den Ergebnissen aus Abschnitt 3.2 wurde in Anwesenheit von NP40 keine
e�ziente Förderung der Aggregation von –-Synuklein detektiert, wohingegen sich für
Tau-Protein im jeweiligen Kanal die Bildung von Aggregaten darstellen ließ. Eine ef-
fiziente Bildung zweifarbiger Koaggregate blieb aus. In diesem Konzentrationsbereich
dominierte o�enbar der E�ekt von NP40 auf –-Synuklein über die Anwesenheit von
Tau-Proteinen oder DMSO oder Ethanol und verhinderte somit die Entstehung von
Koaggregaten (Abb. 3.15-III, -IV-NP40).

3.2.6 Untersuchung der Architektur von Koaggregaten mit Hilfe
der FRET Analyse

Um eine Vorstellung von der Architektur der Oligomere zu erhalten, wurde die FRET
(engl. fluorescence resonance energy transfer) Analyse (vgl. Abschnitt 2.11.3) verwendet.
Der Versuchsaufbau entsprach dem des Koaggregations-Versuches (vgl. Abschnitt 3.2.5).
Es wurden in zwei verschiedenen Farben markierte Proteine, Alexa488 und Alexa647,
verwendet. Dieser Ansatz wurde in einer ersten Messung mit zwei Lasern mit den un-
terschiedlichen Wellenlängen 488 nm und 633 nm angeregt, wodurch rote und grüne
Fluoreszenz direkt angeregt werden konnte. In einer zweiten Messung, im Folgenden
„FRET-Messung“ genannt, wurde nur mit Laserlicht der Wellenlänge 488 nm angeregt.
Wurden in der FRET-Messung zweifarbige Aggregate, also rot und grün fluoreszieren-
de Moleküle detektiert, so konnte davon ausgegangen werden, dass eine Übertragung
der Fluoreszenz von den grün fluoreszierenden Farbsto�en (Donor-Fluorophor) auf die
roten Fluoreszenzfarbsto�e (Akzeptor-Fluorophor) mittels FRET stattgefunden hatte
(vgl. Abschnitt 2.11.3 und 4.5.1). Ein Energietransfer konnte nicht gemessen werden,
wenn nur einfach markierte Proteine, also entweder Donor oder Akzeptor, untersucht
wurden [14].

Aus dem Prinzip des FRET (vgl. Abschnitt 2.11.3 und 4.5.1) ergibt sich, dass dieser nur
gemessen werden kann, wenn in der Anregung mit beiden Lasern zweifarbig fluoreszie-
rende Aggregate in ausreichender Helligkeit detektierbar waren. Wenn kaum Aggregate
oder Koaggregate entstanden, wie unter Tris-Pu�er-Bedingungen oder in Gegenwart von
NP40, konnte auch kein FRET zur Darstellung gebracht werden (Abb. 3.16-Tris, -NP40).

Wurde die (Ko-)Aggregation mit Hilfe von DMSO oder Ethanol angeregt, so ließ sich in
der FRET-Messung ein deutliches FRET Signal detektieren (Abb. 3.16-DMSO, -EtOH).
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Abb. 3.16: Koaggregationsversuch mit FRET Analyse. Die 2D-Intensitätshistogramme repräsentie-
ren das Aggregationsverhalten von –-Synuklein und Tau-Protein in Tris-Pu�er 50 mM,
in Tris-Pu�er mit NP40 0,1 %, DMSO 1 % oder Ethanol (5 %, 10 %, 20 %). Die Par-
tikelzahl der Tau-Proteine betrug in beiden Kanälen ca. 5 (I.). Die Partikelzahl der
–-Synukleine betrug in beiden Kanälen ca. 18 (II.). In den Koaggregationsansätzen war
das Verhältnis der Partikelzahl von Tau-Protein und –-Synuklein ca. 1 zu 4 (III., IV.).
Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.
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3.3 Aggregationsverhalten auf Fibrillenebene
3.3.1 Herstellung von Amyloidfibrillen
Für diese Versuchsreihe wurden Tau-Fibrillen und –-Synuklein-Fibrillen hergestellt. Die
Bildung amyloider Fibrillen wurde mittels Thioflavin T Fluoreszenz überprüft (vgl. Ab-
schnitt 2.8) [12, 174]. Bei Anregung mit 450 nm lag das Emissionsmaximum bei 490 nm,
wobei das Signal proportional zu den vorhandenen Amyloidfibrillen im Probenvolumen
war. Zudem wurden diese Amyloidfibrillen mittels der Transmissions-Elektronenmikros-
kopie (vgl. 2.9) visualisiert und im Folgenden mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenz-
spektroskopie (vgl. Abschnitt 2.11) hinsichtlich ihrer E�ekte im Aggregationsprozess
untersucht.

Tau-Fibrillen

Das Vorhandensein von amyloiden Tau-Fibrillen (vgl. Abschnitt 2.7.1) wurde mittels
der Thioflavin T Bindungsreaktion nachgewiesen (Abb. 3.17).

Abb. 3.17: Darstellung von Tau-Fibrillen (siehe Abschnitt 2.7.1) mit der Thioflavin T Bindungsreak-
tion. Der Graph entspricht der Messung der Tau-Fibrillen am Tag 3 nach der Inkubation
(rote Kurve). Die blaue Kurve dient als Kontrolle.

Zusätzlich wurden die Tau-Fibrillen mittels der Transmissions-Elektronenmikroskopie
(TEM) (vgl. Abschnitt 2.9) dargestellt. Es konnten stäbchenförmige, teils leicht ge-
krümmte fibrilläre Strukturen gezeigt werden (Abb. 3.18).

48



3 Ergebnisse

Abb. 3.18: Tau-Fibrillen visualisiert im TEM. A) 31.500-fach vergrößert, B) 20.000-fach vergrößert.
Der Maßstabsbalken beschreibt 200 nm. Die Fibrillen wurden mit 2 % Uranylacetatlö-
sung gefärbt, auf ein karbonisiertes Kupfernetz aufgetragen und anschließend im TEM
visualisiert.

–-Synuklein-Fibrillen

–-Synuklein-Fibrillen (vgl. Abschnitt 2.7.2) wurden entsprechend den Tau-Fibrillen mit
der Thioflavin T Bindungsreaktion und der Änderung der Emission bei 490 nm nachge-
wiesen (Abb. 3.19).

Abb. 3.19: Darstellung von –-Synuklein-Fibrillen (vgl. Abschnitt 2.7.2) mit der Thioflavin T Bin-
dungsreaktion. Der Graph entspricht der Messung der –-Synuklein-Fibrillen am Tag 49
nach Inkubation (rote Kurve). Die blaue Kurve dient als Kontrolle.
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In der TEM (vgl. Abschnitt 2.9) ließen sich –-Synuklein-Fibrillen als stäbchenförmige,
fibrilläre Strukturen visualisieren (Abb. 3.20).

Abb. 3.20: –-Synuklein-Fibrillen im TEM. A) 16.500-fach vergrößert, B) 40.000-fach vergrößert.
Der Maßstabsbalken beschreibt 200 nm. Die Fibrillen wurden mit 2 % Uranylacetatlö-
sung gefärbt, auf ein karbonisiertes Kupfernetz aufgetragen und anschließend im TEM
visualisiert.

3.3.2 Versuchsdesign
Tau-Protein und –-Synuklein lagen als Fibrillen bzw. als Monomere vor. Die Fibril-
len waren dabei jeweils mit rotem Fluoreszenzfarbso� markiert. Das jeweilige Monomer
wurde mit einer grünen Fluoreszenzmarkierung versehen verwendet. Um eine Bildung
oligomerer Aggregate zu induzieren, wurde das Monomer 30 Minuten in DMSO vorinku-
biert. Durch die zuvor gewonnenen Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass
dadurch eine oligomere Aggregatbildung induziert wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

Der Ansatz wurde sowohl im „homologen System“

• Tau-Fibrillen und Tau-Monomer/-Oligomer

• –-Synuklein-Fibrillen und –-Synuklein-Monomer/-Oligomer

als auch im „heterologen System“ analysiert

• Tau-Fibrillen und –-Synuklein-Monomer/-Oligomer

• –-Synuklein-Fibrillen und Tau-Monomer/-Oligomer
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Es wurden parallel drei Ansätze analysiert:

1. Die jeweiligen Monomere wurden mit den Tau- bzw. –-Synuklein-Fibrillen unter
Standard-Pu�erbedingungen (Tris-Pu�er) untersucht (Abb. 3.21-I).

2. Eine oligomere Aggregatbildung wurde durch Zugabe von DMSO über einen Zeit-
raum von 30 Minuten induziert. Zu diesen präformierten Oligomeren wurden im
Anschluss die Fibrillen hinzugefügt (Abb. 3.21-II).

3. Monomere und Fibrillen wurden in Gegenwart des aggregationsfördernden DMSO
analysiert (Abb. 3.21-III).

Abb. 3.21: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Es wurden sowohl Monomere (ohne (I.)
oder mit (III.) DMSO 1 %) als auch präformierte oligomere Aggregate (30 Minuten mit
DMSO 1 % vorinkubiert, II.) unter verschiedenen Milieubedingungen jeweils zusammen
mit den Fibrillen untersucht.

Diese drei Ansätze wurden parallel ebenfalls in Gegenwart des Tensids NP40 gemessen
und in einer anschließenden zweiten Messung unter Zugabe von Eisen- oder Aluminiu-
mionen untersucht (Abb. 3.21).

In den folgenden Versuchen, die mit Hilfe der 2D-SIFT Auswertung (vgl. Abschnitt
2.11.3) analysiert wurden, repräsentierten die 2D-Intensitätshistogramme jeweils die
Summe von drei Einzelmessungen mit einer Messzeit von insgesamt 30 Sekunden pro
Abbildung. Der weitere Versuchsaufbau wird in Abschnitt 2.10.5 ausführlich beschrieben.
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3.3.3 –-Synuklein-Fibrillen im homologen System
–-Synuklein-Fibrillen und –-Synuklein-Monomer wurden unter Tris-Pu�er-Bedingungen
gemeinsam untersucht, wobei zweifarbige Aggregate nur in geringer Anzahl detektiert
wurden, d. h. eine Interaktion zwischen Fibrillen und Monomer fand kaum statt. Im
grünen Kanal waren nur wenige Aggregate beobachtbar, da –-Synuklein unter Pu�er-
bedingungen kaum aggregatorisches Potential aufwies (vgl. Abschnitt 3.2.2). Im roten
Kanal wurden helle Aggregate detektiert, die die präformierten fibrillären Aggregate re-
präsentierten (Abb. 3.22-A).

Wurde –-Synuklein-Monomer 30 Minuten mit DMSO vorinkubiert und somit eine Oligo-
mer-Bildung induziert, konnten im grünen Kanal helle –-Synuklein-Aggregate entlang
der x-Achse detektiert werden. Im roten Kanal waren wie in Abb. 3.22-A die Fibrillen,
die nach den 30 Minuten Vorinkubationszeit hinzugefügt wurden, als helle Aggregate
entlang der y-Achse sichtbar. Eine Interaktion der –-Synuklein-Oligomere mit den –-
Synuklein-Fibrillen wurde jedoch nicht detektiert (Abb. 3.22-B).

Abb. 3.22: –-Synuklein-Fibrillen im homologen System: Das Aggregationsverhalten der –-Synukle-
ine auf Monomer (Alexa488)-, Oligomer (Alexa488)- und Fibrillen (Alexa647)-Ebene.
Der Ansatz wurde in Tris-Pu�er 50 mM, in Tris-Pu�er mit DMSO 1 % und mit NP40
0,1 % untersucht. Die Partikelzahl der Monomere betrug ca. 12. Die Bildüberschrift
beschreibt die Pipettier-Reihenfolge. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

Bei der Untersuchung von –-Synuklein-Fibrillen zusammen mit –-Synuklein-Monomeren
in Gegenwart von DMSO konnte eine Interaktion der Monomere mit den Fibrillen
festgestellt werden. In den 2D-Intensitätshistogrammen wurden zweifarbige Aggregate
detektiert. Zusätzlich konnten die durch DMSO induzierten rein grünen –-Synuklein-
Oligomere und rein rote –-Synuklein-Fibrillen beobachtet werden (Abb. 3.22-C).
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In Gegenwart von NP40 aggregierten –-Syuklein-Fibrillen und –-Synuklein-Monomer
nicht miteinander. Es wurden keine zweifarbigen Aggregate in den 2D-Intensitätshisto-
grammen detektiert. Eine Aggregation des –-Synuklein-Monomers zu Oligomeren fand
nicht statt, da das –-Synuklein-Protein als Monomer durch NP40 in Lösung gehalten
wurde und dieser E�ekt stärker war als der von DMSO (vgl. Abschnitt 3.2.2). Im roten
Kanal wurden die rot fluoreszierenden Fibrillen beobachtet. Diese präexistenten Fibrillen
ließen sich durch NP40 nicht auflösen. Aufgrund der in NP40 haltigem Pu�er höheren
Konzentration des grün markierten Monomers (aufgrund geringer Adsorption an die
Messkammer) ist die mittlere Helligkeit im grünen Kanal höher und daher die Punkt-
wolke der roten Fibrillen in den 2D-Intensitätshistogrammen nach rechts verschoben
(Abb. 3.22-D, -E, -F).

Zusammenfassend kann über das Aggregationsverhalten der –-Synuklein-Fibrillen im
homologen System gesagt werden, dass

• –-Synuklein-Monomere nur in Gegenwart eines Induktors (DMSO) e�zient mit
den –-Synuklein-Fibrillen interagieren konnten.

• –-Synuklein-Oligomere (DMSO) mit den Synuklein-Fibrillen keine e�ziente Bin-
dung eingehen konnten.

• die Gegenwart von NP40 die –-Synuklein-Oligomerbildung und die Interaktion der
Monomere mit den –-Synuklein-Fibrillen hemmte.

• NP40 auf die präexistenten –-Synuklein-Fibrillen keinen auflösenden E�ekt hatte.

3.3.4 Tau-Fibrillen im homologen System
Unter Tris-Pu�er-Bedingungen konnte gezeigt werden, dass Tau-Monomere keine e�zi-
ente Interaktion mit Tau-Fibrillen eingehen konnten. Im grünen Kanal wurden Tau-
Oligomere sichtbar, da Tau-Protein auch ohne Induktor aggregierte (vgl. Abschnitt
3.2.1). Im roten Kanal konnten Tau-Fibrillen als helle Aggregate unterschiedlicher Fluo-
reszenzintensität detektiert werden (Abb. 3.23-A).

Wurde Tau-Monomer 30 Minuten mit DMSO vorinkubiert und somit die Oligomer-
Bildung verstärkt, so waren im grünen Kanal Tau-Oligomere detektierbar. Im roten
Kanal waren die Fibrillen, die nach den 30 Minuten hinzugefügt wurden, als hellere
Aggregate sichtbar. Zweifarbige Aggregate im Sinne einer e�zienten Interaktion der
präformierten Tau-Oligomere mit den Tau-Fibrillen konnten nicht gezeigt werden (Abb.
3.23-B).
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Wurden Tau-Fibrillen zusammen mit Tau-Monomer in Gegenwart von DMSO unter-
sucht, so war eine Interaktion der Monomere mit den Fibrillen festzustellen. Es zeigten
sich zahlreiche zweifarbige Aggregate in den 2D-Intensitätshistogrammen. Des Weiteren
wurden Tau-Fibrillen als rote Aggregate und durch DMSO induzierte Tau-Oligomere als
grüne Aggregate sichtbar (Abb. 3.23-C).

Die Gegenwart von NP40 wirkte grundsätzlich fördernd auf das Aggregationsverhal-
ten von Tau-Proteinen (vgl. Abschnitt 3.2.1). Dieser E�ekt war unabhängig davon, ob
Tau-Fibrillen und Tau-Monomere in Tris-Pu�er und NP40 vorlagen (Abb. 3.23-D), ob
diesem Ansatz später der Induktor DMSO hinzugefügt wurde (Abb. 3.23-F) oder ob Tau-
Monomer 30 Minuten in DMSO und NP40 vorinkubiert wurde und erst im Anschluss die
Fibrillen hinzufügt wurden (Abb. 3.23-E). In allen drei Ansätzen konnten die Fibrillen
als hochintense Aggregate entlang der y-Achse und Tau-Oligomere entlang der x-Achse
dargestellt werden. Zusätzlich konnten viele zweifarbige Aggregate detektiert werden,
woraus geschlossen wurde, dass in Anwesenheit von NP40 eine e�zientere Interaktion
zwischen Tau-Monomeren bzw. –Oligomeren und Tau-Fibrillen stattfand (Abb. 3.23-D,
-E, -F).

Abb. 3.23: Tau-Fibrillen im homologen System: Das Aggregationsverhalten der Tau-Proteine auf
Monomer (Alexa488)-, Oligomer (Alexa488)- und Fibrillen (Alexa647)-Ebene. Der An-
satz wurde in Tris-Pu�er 50 mM, in Tris-Pu�er mit DMSO 1 % und mit NP40 0,1 %
untersucht. Die Partikelzahl der Monomere betrug ca. 3. Die Bildüberschrift beschreibt
die Pipettier-Reihenfolge. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

Zusammenfassend lässt sich über das Aggregationsverhalten der Tau-Fibrillen im homo-
logen System sagen, dass

• Tau-Monomere unter Tris-Pu�er-Bedingungen nicht, sondern nur in Gegenwart
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eines Aggregations-Induktors (DMSO/NP40) mit den Tau-Fibrillen aggregieren
konnten.

• die Tau-Oligomere, die durch DMSO induziert wurden, nicht e�zient mit den
Tau-Fibrillen interagieren konnten.

• die Oligomere, deren Bildung durch NP40 induziert wurde, eine Interaktion mit
den Tau-Fibrillen aufzeigten.

• in Gegenwart von NP40 sowohl Tau-Monomere als auch -Oligomere eine e�ektive
Bindung mit den Tau-Fibrillen eingehen konnten.

3.3.5 –-Synuklein und Tau-Protein im heterologen System
–-Synuklein-Fibrillen und Tau-Monomer

–-Synuklein-Fibrillen und Tau-Monomer interagierten unter Tris-Pu�er-Bedingungen.
Es waren zahlreiche zweifarbige Koaggregate unterschiedlicher Helligkeit in den 2D-
Intensitätshistogrammen sichtbar. Entlang der y-Achse konnten jedoch keine fibrillären
Aggregate mehr detektiert werden, da diese anscheinend vollständig in die zweifarbi-
gen Koaggregate inkorporiert wurden. Entlang der x-Achse zeigten sich zahlreiche Tau-
Oligomere (Abb. 3.24-A).

Wurden die Tau-Monomere mit DMSO für 30 Minuten vorinkubiert, dadurch eine Oli-
gomerbildung induziert und im Weiteren die Fibrillen hinzugefügt, waren wie in Abb.
3.24-A zweifarbige Koaggregate zu erkennen. Die präformierten Tau-Oligomere schienen,
ebenso wie die Tau-Monomere, mit den –-Synuklein-Fibrillen zu interagieren. Entlang
der y-Achse waren keine Fibrillen zu sehen. Entlang der x-Achse waren Tau-Oligomere
unterschiedlicher Fluoreszenzintensität detektierbar (Abb. 3.24-B).

Für die Untersuchung der Tau-Monomere und –-Synuklein-Fibrillen zusammen mit
DMSO ergab sich ein Ergebnis entsprechend dem aus Abb. 3.24-A und -B. Es konnte
eine Anlagerung der Monomere an die Fibrillen im Sinne einer zweifarbigen Koaggrega-
tion mit Inkorporation der Fibrillen detektiert werden, wobei zusätzlich Tau-Oligomere
im grünen Kanal sichtbar waren (Abb. 3.24-C).

Wurde den oben besprochenen Ansätzen jeweils NP40 hinzugefügt, so stellte sich her-
aus, dass NP40 einen generell fördernden Einfluss auf die Interaktion der Tau-Monomere
bzw. –Oligomere mit den –-Synuklein-Fibrillen hatte. Dies war unabhängig davon, ob
ein zusätzlicher Aggregations-Induktor wie z. B. DMSO hinzugefügt wurde (Abb. 3.24-
F), oder ob im Voraus eine verstärkte Oligomer-Bildung induziert wurde (Abb. 3.24-E).
Die Koaggregation wurde durch NP40 also tendenziell gefördert. Dieser E�ekt ließ sich
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auch in Gegenwart von DMSO verzeichnen, was an den sehr hellen zweifarbig fluores-
zierenden Aggregaten zu erkennen war. Entlang der y-Achse wurden keine fibrillären
Aggregate mehr detektiert (Abb. 3.24-D, -E, -F).

Abb. 3.24: –-Synuklein-Fibrillen im heterologen System: Das Koaggregationsverhalten von –-
Synuklein-Fibrillen (Alexa647) mit Tau-Monomeren und –Oligomeren (Alexa488). Der
Ansatz wurde in Tris-Pu�er 50 mM, in Tris-Pu�er mit DMSO 1 % und mit NP40 0,1 %
untersucht. Die Partikelzahl der Monomere betrug ca. 3. Die Bildüberschrift beschreibt
die Pipettier-Reihenfolge. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

Zusammenfassend lässt sich zum Aggregationsverhalten im heterologen System zwischen
–-Synuklein-Fibrillen und Tau-Monomer bzw. –Oligomer sagen, dass

• das aggregationsfreudige Tau-Monomer auch ohne Induktor, nur in Tris-Pu�er,
eine Bindung mit den –-Synuklein-Fibrillen einging.

• sowohl Tau-Monomere, als auch Tau-Oligomere in Gegenwart des Induktors DMSO
mit den –-Synuklein-Fibrillen interagieren konnten.

• das Hinzufügen von NP40 einen tendenziell fördernden Einfluss auf oben beschrie-
bene Prozesse hatte.

• das Fehlen von Aggregaten entlang der y-Achse der 2D-Intensitätshistogramme
darauf schließen ließ, dass die Fibrillen nahezu vollständig in die zweifarbigen Ko-
aggregate inkorporiert wurden.

Tau-Fibrillen und –-Synuklein-Monomer

Tau-Fibrillen und –-Synuklein-Monomere zeigten unter Tris-Pu�er-Bedingungen keine
Koaggregation. Zweifarbig fluoreszierende Aggregate waren nicht detektierbar. Entlang
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der x-Achse konnten kaum hochintense Aggregate beobachtet werden, da –-Synuklein
ohne Aggregationsinduktor nur schwach selbst aggregierte (vgl. Abschnitt 3.2.2). Ent-
lang der y-Achse waren die Tau-Fibrillen als unterschiedlich helle Aggregate zu sehen
(Abb. 3.25-A).

Wurden –-Synuklein-Monomere mit DMSO für 30 Minuten vorinkubiert und die Tau-
Fibrillen im Anschluss daran hinzugefügt, konnten zweifarbige Koaggregate zwischen
den –-Synuklein-Oligomeren und Tau-Fibrillen gezeigt werden. Entlang der y-Achse wa-
ren Tau-Fibrillen detektierbar. Entlang der x-Achse konnten präformierte –-Synuklein-
Oligomere beobachtet werden (Abb. 3.25-B).

Abb. 3.25: Tau-Fibrillen im heterologen System: Das Koaggregationsverhalten von Tau-Fibrillen
(Alexa647) mit –-Synuklein-Monomeren und –Oligomeren (Alexa488). Der Ansatz wur-
de in Tris-Pu�er 50 mM, in Tris-Pu�er mit DMSO 1 % und mit NP40 0,1 % unter-
sucht. Die Partikelzahl der Monomere betrug ca. 18. Die Bildüberschrift beschreibt die
Pipettier-Reihenfolge. Die Scalierung ist analog zu Abb. 3.2.

Eine zeitgleiche Untersuchung von –-Synuklein-Monomeren mit Tau-Fibrillen und DMSO
zeigte ein Ergebnis entsprechend dem aus Abb. 3.25-B. Koaggregation zwischen –-
Synuklein-Monomer und Tau-Fibrillen wurde e�zient induziert, sichtbar an zweifarbigen
hellen Aggregaten. Zusätzlich waren entlang der y-Achse Tau-Fibrillen als helle Aggre-
gate sichtbar und entlang der x-Achse –-Synuklein-Oligomere als unterschiedlich große
Aggregate (Abb. 3.25-C).

Das Hinzufügen von NP40 zu den oben besprochenen Ansätzen zeigte einen hemmenden
Einfluss von NP40 auf die Interaktion der –-Synuklein-Monomere bzw. –Oligomere mit
den Tau-Fibrillen. Die Aggregation von –-Synuklein-Monomeren zu -Oligomeren wurde
durch NP40 tendenziell gehemmt, was in den 2D-Intensitätshistogrammen beobachtbar
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war, da entlang der x-Achse kaum fluoreszierende Aggregate detektiert werden konnten
(vgl. Abschnitt 3.2.2). Der E�ekt von NP40 war in diesem Konzentrationsbereich unab-
hängig von der Gegenwart von DMSO. Entlang der y-Achse wurden die Tau-Fibrillen als
unterschiedlich helle Aggregate dargestellt, die auch in Gegenwart von NP40 bestehen
blieben (Abb. 3.25-D, -E, -F).

Zusammenfassend kann über das Aggregationsverhalten im heterologen System zwischen
Tau-Fibrillen und –-Synuklein -Monomer bzw. –Oligomer gesagt werden, dass

• sowohl Tau-Monomere als auch Tau-Oligomere in Gegenwart von DMSO eine In-
teraktion mit den –-Synuklein-Fibrillen zeigten.

• das wenig aggregationsfreudige –-Synuklein-Monomer ohne Aggregations-Induktor
unter Tris-Pu�er-Bedingungen keine e�ziente Koaggregation mit den –-Synuklein-
Fibrillen eingehen konnte.

• das Hinzufügen von NP40 einen hemmenden Einfluss auf oben beschriebene Pro-
zesse hatte, d. h. eine Koaggregation zwischen Tau-Fibrillen und –-Synuklein-
Monomer fand in Gegenwart von NP40 nicht statt, auch nicht in Gegenwart des
Induktors DMSO.

3.3.6 Wirkung von Eisenionen auf das Aggregationsverhalten von
Fibrillen

Für Eisenionen konnte auf Oligomerebene eine proaggregatorische Wirkung gezeigt wer-
den. Sowohl im homologen als auch im heterologen System wirkte es als starker Induktor
der (Ko-)Aggregation von –-Synuklein und Tau-Protein (vgl. Abschnitt 3.2.3 und 4.4).

Auch auf Fibrillenebene wirkten dreiwertige Eisenionen als Induktor von Koaggregati-
onsprozessen, sowohl im homologen als auch im heterologen System. Die Interaktion der
Monomere oder Oligomere mit den Fibrillen wurde e�zient gefördert (Abb. 3.26).

Wurden –-Synuklein-Monomere in Gegenwart von Eisenionen mit –-Synuklein- oder
Tau-Fibrillen kombiniert und unter Tris-Pu�er-Bedingungen untersucht, waren reine –-
Synuklein-Oligomere entlang der x-Achse kaum detektierbar. Koaggregate im Sinne einer
Interaktion der Monomere mit den Fibrillen konnten ebenfalls nicht detektiert werden.
In Anwesenheit von NP40 dagegen, das wie oben gezeigt auf –-Synuklein eigentlich
einen aggregationshemmenden Einfluss hatte (vgl. Abschnitt 3.3.3 und 3.3.5), war der
aggregationsfördernde E�ekt von Eisenionen stärker als die aggregationshemmende Wir-
kung von NP40. Innerhalb der untersuchten Konzentrationsbereiche wirkte Eisen auch
in Kombination mit NP40 als potenter Induktor der Aggregation und Koaggregation auf
–-Synuklein.
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Die Wirkung der dreiwertigen Eisenionen auf Tau-Monomere/-Oligomere in Kombina-
tion mit –-Synuklein- oder Tau-Fibrillen bestand in einer Förderung ihrer Aggregation
und Koaggregation. Dieser Prozess fand unabhängig von den Milieubedingungen, wie
der Anwesenheit des Induktors DMSO oder des Detergens NP40 oder von beiden, statt.

Abb. 3.26: Untersuchung des Koaggregationsverhaltens von Tau-Protein und –-Synuklein auf
Monomer-, Oligomer- und Fibrillen-Ebene nach Zugabe von Eisenionen (Fe3+, 10 µM) in
einer zweiten Messung des Versuchsaufbaus. Die –-Synuklein-Fibrillen und Tau-Fibrillen
waren im Verhältnis 1:1000 mit Alexa647 markiert. Für –-Synuklein (Alexa488) betrug
die Partikelzahl ca. 12 - 18. Tau-Protein (Alexa488) zeigte eine Partikelzahl von ca. 3.
Die Bildüberschrift beschreibt die Pipettier-Reihenfolge. Die Scalierung ist analog zu
Abb. 3.2.
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3.3.7 Wirkung von Aluminiumionen auf das Aggregationsverhalten
von Fibrillen

Für Aluminiumionen konnte auf Oligomerebene ebenfalls eine proaggregatorische Wir-
kung gezeigt werden. Es wirkte sowohl im homologen als auch im heterologen System
als starker Induktor der (Ko-)Aggregation von –-Synuklein und Tau-Proteinen (vgl. Ab-
schnitt 3.2.3 und 4.4).

Wurden die –-Synuklein- oder Tau-Monomere jeweils mit den Fibrillen in Gegenwart von
dreiwertigen Aluminiumionen kombiniert und ohne Induktor unter Tris-Pu�er-Beding-
ungen untersucht, konnte eine aggregationsfördernde Wirkung im Sinne einer Interaktion
der Monomere mit den Fibrillen detektiert werden. Aluminiumionen wirkten hier, anders
als Eisenionen, als starker Induktor auf die Aggregation und Koaggregation der Proteine.
In Gegenwart von NP40, das auf –-Synuklein eigentlich aggregationshemmend wirkte
(vgl. Abschnitt 3.3.3 und 3.3.5), dominierte innerhalb des untersuchten Konzentrations-
bereiches der aggregationsfördernde E�ekt von Auminium. Die zusätzliche Gegenwart
von DMSO, mit oder ohne NP40, führte ebenfalls sowohl im homologen als auch im
heterologen System zu zahlreichen (Ko-)Aggregaten.

Auf das Aggregationsverhalten des Tau-Proteins wirkte die Gegenwart von Aluminium
ohne Induktor, mit dem Induktor DMSO und auch in Gegenwart von NP40 aggregati-
onsfördernd. Dieser Prozess war sowohl im homologen als auch im heterologen System
zu beobachten.
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Abb. 3.27: Untersuchung des Koaggregationsverhaltens von Tau-Protein und –-Synuklein auf
Monomer-, Oligomer- und Fibrillen-Ebene nach Zugabe von Aluminiumionen (Al3+,
10 µM) in einer zweiten Messung des Versuchsaufbaus. Die –-Synuklein-Fibrillen und
Tau-Fibrillen waren im Verhältnis 1:1000 mit Alexa647 markiert. Für –-Synuklein
(Alexa488) betrug die Partikelzahl ca. 12 - 18. Tau-Protein (Alexa488) zeigte eine Parti-
kelzahl von ca. 3. Die Bildüberschrift beschreibt die Pipettier-Reihenfolge. Die Scalierung
ist analog zu Abb. 3.2.
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4.1 Proteinaggregate in der molekularen Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen zeichnen sich durch einen fortschreitenden Untergang
von Neuronenpopulationen im zentralen Nervensystem aus. Der gemeinsame Mechanis-
mus vieler neurodegenerativer Erkrankungen ist die Aggregation und Ablagerung von
krankheitsspezifischen fehlgefalteten Proteinen, die zu zentralnervöser Amyloidose füh-
ren [86]. So werden zum Beispiel Ablagerungen von Tau-Protein und A— bei M. Alz-
heimer, von –-Synuklein bei M. Parkinson, von Huntingtin bei M. Huntington, von
TDP-43 bei der frontotemporalen Lobärdegeneration und von Prion-Proteinen bei der
Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung gefunden [16, 29, 138, 182, 196] (vgl. Abschnitt 1.1). Lös-
liche Proteine werden auf diese Weise allmählich in unlösliche filamentäre Polymere um-
gewandelt mit charakteristischer —-Faltblattstruktur. Diese Gebilde akkumulieren und
reichern sich in proteinspezifischer Art als fibrilläre Amyloidablagerungen im Zytosol, in
den Kernen der betro�enen Nervenzellen (Neuronen und Gliazellen) oder im Extrazel-
lulärraum an [55, 111]. Die Transformation der normalen Proteine in die pathologische
Konformation scheint sich über intermediäre Stufen zu entwickeln, die Protofibrillen,
Protofilamente oder Oligomere genannt werden [53, 98, 120, 230]. Sie resultiert schlus-
sendlich in neurotoxischen Eigenschaften, bis hin zu Dysfunktion oder dem Tod der
betro�enen ZNS Zellen [86]. So scheinen die Ablagerungen dieser aggregierten Proteine,
ihre Entstehung oder ihre oligomeren intermediären Vorstufen eine zentrale Rolle bei
der Nervenzellschädigung und damit der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankung
zu spielen [1, 29, 90, 211] (vgl. Abschnitt 1.1).

Die molekularen Mechanismen und Reaktionsbedingungen, unter denen diese krank-
heitsassoziierten toxischen Aggregate entstehen, sowie deren biophysikalische und funk-
tionelle Eigenschaften sind jedoch noch nicht ausreichend erforscht. Deshalb besteht
ein elementarer Gedanke der Grundlagenforschung darin, die vorgeschalteten moleku-
laren Mechanismen, die zur Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen führen,
zu identifizieren und den neurotoxischen Aggregationsweg der spezifischen Proteine auf
unterschiedlichen Ebenen näher zu erforschen, zu verstehen und in einem robusten Mo-
dellsystem nachzustellen. Die Identifizierung dieser Mechanismen wird die Entwicklung
von e�ektiveren therapeutischen Strategien erleichtern, um damit langfristig den Betrof-
fenen neue Diagnose- und Therapieoptionen zu Verfügung stellen zu können.

62



4 Diskussion

4.2 Einsatz und Möglichkeiten von FCS und SIFT
Zur Detektion und Charakterisierung dieser Proteinaggregate und der zugrunde lie-
genden Aggregationsprozesse konnten für die experimentelle Analyse einzelpartikelba-
sierte fluorezenzspektroskopische Verfahren verwendet werden [108, 188, 202, 203]. Die
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie und das später daraus entwickelte SIFT-Ver-
fahren [19, 74] wurde in Forschungsarbeiten zu Proteinopathien wie der Creutzfeldt-
Jakob Erkrankung [107, 141, 189], der Alzheimerschen Erkrankung [197, 222] und dem
Morbus Parkinson [73] vielseitig eingesetzt. So konnte diese Technik in der Grundlagen-
forschung etabliert werden und diente zudem der Entwicklung hochsensitiver Diagnose-
verfahren [72, 73, 75, 141].

Die konfokale Einzelmolekülspektroskopie weist gegenüber konventionellen Methoden
besondere Vorteile auf:

• Es werden so genannte „high content“ Messungen durchgeführt. Das heißt, aus
einer einzigen Messung können mittels verschiedener Analyseverfahren eine Fülle
von Parametern bestimmt werden. So besteht die Möglichkeit, parallel Daten unter
anderem zur Partikelzahl, Helligkeit der Partikel, Gesamthelligkeit in der Probe
und zur Di�usionsgeschwindigkeit zu ermitteln.

• Die Versuche sind automatisierbar [17], wodurch eine hohe Anzahl von Parallel-
proben pro Versuch analysiert werden können. Dies ermöglicht auch bei starker
Streuung der Messwerte, die bei Proteinaggregationsuntersuchungen oft Probleme
bereiten, klare Ergebnisse zu gewinnen.

• Die Messzeiten für einzelne Proben liegen im Bereich von wenigen Sekunden. Da-
durch lassen sich dynamische Prozesse, wie zum Beispiel die Aggregation von Pro-
teinen, gut über einen bestimmten Zeitraum verfolgen. Zu beobachten ist hierbei
zum Beispiel ein Absinken der Gesamt-Partikelzahl, während die Einzelpartikel
immer langsamer und heller werden, sich also größere Aggregaten formieren.

• Für die Messungen sind nur sehr geringe Proteinkonzentrationen im nano- bis
subpicomolaren Bereich notwendig. Es können große Aggregate in äußerst geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden. Dies ist vor allem für Untersuchungen in
physiologischen Metallionenkonzentrationen von großem Wert, da die hocha�nen
Bindungspartner in adäquaten Mengenverhältnissen zueinander verwendet werden
können.

Mit der Zweifarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie können darüber hinaus Koag-
gregationsprozesse verschiedenfarbig fluoreszenzmarkierter Proteinspezies, die sich bio-
chemisch kaum unterscheiden, analysiert werden (vgl. [72] und Abschnitt 2.11). Auf
diesem gerätetechnischen Aufbau basiert das SIFT Verfahren, welches eine hochsensi-
tive Nachweismethode für einzelne Proteinaggregate darstellt. Um die Aggregate mit
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diesem Verfahren detektieren und charakterisieren zu können, werden die Proteine mit
unterschiedlich fluoreszierenden Sondenmolekülen markiert. Anschließend werden sie ge-
trennt voneinander detektiert und analysiert [72].

Das SIFT Verfahren bietet folgende weitere Möglichkeiten:

• Durch die SIFT Auswertung lassen sich besonders große Proteinaggregate in äu-
ßerst geringen Konzentrationen bis in den subfemtomolaren Bereich nachweisen
(vgl. [19, 74] und Abschnitt 2.11.3).

• Mit der SIFT Auswertung kann der aggregatbedingte Signalanteil quantifiziert
werden. Das Fluoreszenzsignal wird in sukzessiven Zeitintervallen konstanter Län-
ge (sog. Bins) aufgezeichnet und ausgewertet. Die Zahl hochintenser Bins wird
als direktes Maß für die Konzentration und Größe der markierten Zielmoleküle
gewertet (vgl. [72] und Abschnitt 2.11.3).

• Die 2D-FIDA Auswertung dient der Detektion der spezifischen Helligkeit von dif-
fundierenden fluoreszierenden Molekülen in zwei unterschiedlichen Kanälen. Hier-
mit können Koaggregationsprozesse zwischen unterschiedlich fluoreszenzmarkier-
ten Proteinspezies untersucht und visuell über 2D-Intensitätshistogramme darge-
stellt werden (vgl. Abschnitt 2.11.3).

• Durch die FRET Analyse, die einen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer be-
schreibt, lässt sich die Struktur von Proteinaggregaten näher charakaterisieren.
Der FRET kann über eine Abnahme der Donor-Fluoreszenz oder eine Zunahme
der Akzeptorfluoreszenz detektiert werden und stellt ein optisches Nanometermaß
dar. Dieses wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um den architektonischen
Aufbau von Koaggregaten zwischen Tau-Protein und –-Synuklein näher zu cha-
rakterisieren (vgl. Abschnitt 2.11.3).

4.3 Etablierung eines Aggregationsmodells zur
Untersuchung der Aggregation und Koaggregation
von Tau-Protein und –-Synuklein auf Monomer-,
Oligomer- und Fibrillenebene

Ziel dieser Arbeit war es, zum Verständnis der molekularen Mechanismen bei der Ent-
stehung neurodegenerativer Erkrankungen beizutragen, im Speziellen Tauopathien und
Synukleinopathien. Als Grundlage hierfür wurde das Aggregationsverhalten von Tau-
Proteinen (vgl. Abschnitt 3.2.1, 3.2.3, 3.2.4) und –-Synuklein (vgl. Abschnitt 3.2.2),
sowie das Verhalten dieser beiden Proteine in der Koaggregation näher charakterisiert
(vgl. Abschnitt 3.2.5, 3.2.6, 3.3). Als Basis für diese Untersuchungen und die weiteren
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Experimente dieser Dissertation wurde für die konfokale Einzelmolekülspektroskopie ein
in vitro Modellsystem zur Analyse von Proteinaggregation auf Einzelmolekülebene ver-
wendet und weiterentwickelt, das bereits in anderen Doktorarbeiten des ZNP etabliert
wurde (vgl. [10, 98, 140]). Es wird dem Anspruch nach Reproduzierbarkeit, Robustheit,
Regulierbarkeit und Spezifität gerecht und zeichnet sich durch folgende Eigenschaften
und Vorteile aus:

• Unter Einsatz von Induktoren der Aggregation wie DMSO oder Ethanol konn-
ten im Bereich nanomolarer Proteinkonzentrationen nach wenigen Minuten Tau-
Protein- und –-Synuklein-Aggregate nachgewiesen werden. An dieser Stelle konn-
ten im Vergleich zu anderen Studien, die in den letzten Jahren durchgeführt wur-
den, somit völlig neue Erkenntnisse im Bereich der Aggregatbildung gewonnen wer-
den, da die verwendete Methode im Besonderen Analysen auf Einzelmolekülebene
bei sehr geringen Proteinkonzentrationen und äußerst kurzen Inkubationszeiten
ermöglicht [5, 34, 53, 101, 120, 228, 230].

• Ein weiterer Vorteil der unter diesen Bedingungen durchgeführten Versuche war
die gezielte Induktion und aktive Kontrolle von Aggregationsprozessen durch die
Verwendung von Aggregationsinduktoren wie organische Lösungsmittel. Es wur-
de beschrieben, dass diese organischen Lösungsmittel die Konformation von Tau-
Proteinen verändern und einen intrinsischen proaggregatorischen Einfluss aufwei-
sen [96, 166]. Ausserdem scheinen sie eine Verbindung zwischen in vitro und in vivo
Experimenten herzustellen, da sie in niedrigen Konzentrationen in Pu�ersystemen
ein Milieu erscha�en, das der Umgebung von Lipidmembranen ähnelt [170].

• Konventionelle Methoden wie die Thioflavin T Fluoreszenz, die Lichtstreuung oder
die Proteinase K Resistenz, die zur Erfassung und Quantifizierung von Protein-
aggregaten und Amyloidbildung dienen, können nur die Gesamtmenge des ag-
gregierten Proteins messen. Diese Methoden können folglich nicht zwischen Ag-
gregaten di�erenzieren, die aus mehreren verschiedenen Proteinen aufgebaut sind
oder einer Mischung von Proteinaggregaten, die jeweils aus einem Protein be-
stehen. Mit Hilfe der konfokalen einzelmolekülbasierten Fluoreszenzspektroskopie
lässt sich jedoch genau dies untersuchen [17, 19, 74, 75, 188, 189, 201]. Unter an-
derem wurde dies durch die Fluoreszenzmarkierung der Proteine mit unterschied-
lichen Farbsto�en ermöglicht, wobei die aggregativen Eigenschaften der Proteine
durch die Markierung mit den Succinimidylester Fluoreszenzfarbsto�en Alexa488
und Alexa647 nicht beeinflusst wurden. Dies zeigten Versuche, die mit Hilfe der
CD-Spektroskopie, der Westernblotanalyse, der AFM-Analyse und der Einzelpore-
nelektrophysiologie durchgeführt wurden. In diesen Analysen konnten keine Unter-
schiede im Verhalten der markierten und der unmarkierten Proteine nachgewiesen
werden [10, 98].

• Da mit der angewendeten Methode eine Di�erenzierung zwischen Monomer und
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Oligomer möglich war, zudem eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Prote-
inen erfolgen konnte, sowie Koaggregate unterschiedlicher Molekülspezies e�zient
detektiert werden konnten, wurde in dieser Arbeit eine dritte Ebene untersucht,
die sogenannte „Fibrillenebene“. Amyloide Aggregate, die in vivo meist den End-
zustand der als stufenartig proklamierten Proteinaggregation darstellen (vgl. Ab-
schnitt 1.1 und Abb. 1.2), konnten mit der konfokalen Fluoreszenzspektroskopie
nicht direkt als fibrilläre Aggregate di�erenziert werden. So wurde, den Versu-
chen voran gehend, ihr amyloider Charakter mit der Thioflavin T Fluoreszenz
(vgl. Abschnitt 2.8) verifiziert und mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop
(vgl. Abschnitt 2.9 und 3.3.1) visualisiert. Zudem wurden die amyloiden Aggrega-
te mittels der für die Einzelmolekülspektroskopie nötigen Fluoreszenzmarkierung
erkennbar gemacht. In dieser Dissertation wurde für die Fibrillen durchgehend der
Farbsto� Alexa647 verwendet (vlg. Abschnitt 3.3.1). So wurden die Fibrillen in
der Fluoreszenzspektroskopie einsetzbar und ihr Aggregationsverhalten mit Mo-
nomeren und Oligomeren konnte näher untersucht werden (vgl. Abschnitt 3.3 und
4.5.2).

4.4 Das Verhalten von Tau-Protein-Aggregaten
Neurodegenerative Erkrankungen teilen eine bemerkenswerte Zahl gemeinsamer patholo-
gischer Besonderheiten und Ereignisse. Zusätzlich zur Anreicherung von Amyloidfibrillen
(vgl. Abschnitt 1.1 und 4.1) zeigen diese Erkrankungen ebenfalls den Nachweis von Mem-
branschäden, ein Ionen- und Metallungleichgewicht, mitochondriale Dysfunktion, eine
anormale Signaltransduktion, erhöhte Autophagie und den Zelltod [76, 77]. Welche Me-
chanismen sind ursächlich verantwortlich? Sind sie durch eine kausale Abfolge miteinan-
der verbunden? Durch in vitro Versuche konnten verschiedene Faktoren identifiziert wer-
den, die eine Aggregation von Tau-Proteinen induzieren können [64, 136, 204, 209, 240].

So setzten sich zahlreiche Verö�entlichungen in den letzten Jahren mit dem Verhält-
nis von Metallen zu neurodegenerativen Erkrankungen [15, 75, 141, 227], unter ande-
rem dem M. Alzheimer [150, 190], auseinander. Es konnte bewiesen werden, dass bei
diesen Erkrankungen redoxaktive Metalle als Mediatoren für oxidativen Stress dienen
und zur Produktion von freien Radikalen führen [186, 191, 199]. Verschiedene Studien
wurden mit unterschiedlichen Methoden durchgeführt, um die Rolle von Aluminium,
Eisen, Kupfer, Mangan und Zink in der Neurodegeneration bzw. der Alzheimer’schen
Erkrankung zu erforschen. Hierbei wurde herausgefunden, dass speziell Aluminiumionen
[123, 149, 157, 163, 171, 206, 209, 210] und Eisenionen [149, 238] eine proaggregatorische
Wirkung auf das Aggregationsverhalten von Tau-Protein aufweisen. Eisen und Alumi-
nium sind Metalle, die mit (hyper-)phosphoryliertem Tau-Protein assoziieren, zu seiner
Aggregation führen, sich in den betro�enen Neuronen anreichern und zur Bildung von
NFTs in Alzheimer beitragen [85, 157, 163, 208, 210, 212]. Ein Problem bei der Analyse
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der E�ekte von Eisen und Aluminium ist die Tatsache, dass die gängigen Methoden
zur Untersuchung von Protein-Aggregationsprozessen meist hohe Konzentrationen von
sowohl Protein als auch Induktor verwenden, so dass diese Versuche mit der physio-
logischen zytoplasmatischen Umgebung nicht vergleichbar sind. Die Konzentration der
Metallionen in Studien an post mortem Gehirngewebe überschreitet jedoch selten einen
Wert von 60 µmol/kg Nassgewicht [2, 158, 161].

Mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekülspektroskopie wurden die unterschiedlichen Ef-
fekte verschiedener Metallionen auf das Aggregationsverhalten von Tau-Protein in phy-
siologischen Konzentrationen untersucht. Im Speziellen wurde die Wirkung der dreiwer-
tigen Metallionen Eisen (Fe3+) und Aluminium (Al3+) sowie die der zweiwertigen Ionen
Kalzium (Ca2+), Kupfer (Cu2+), Magnesium (Mg2+), Mangan (Mg2+) und Zink (Zn2+)
näher charakterisiert. Wie in der Literatur beschrieben (siehe oben), führte die Anwe-
senheit der dreiwertigen Ionen Eisen und Aluminium zu einer schnellen, e�zienten und
dosisabhängigen Förderung der Aggregation von Tau-Oligomeren (vgl. Abschnitt 3.2.3).
Unter Tris-Pu�erbedingungen wurde eine deutliche Aggregationsinduktion für Alumi-
niumionen ab 3 µM und für Eisenionen ab 1 µM gefunden (vgl. Abschnitt 3.2.3 und
3.2.3). Hierbei war interessant, dass Eisenionen zu einer Verschiebung der Aggregate in
die rote Fluoreszenz führten, obwohl der Anteil an Alexa488 und Alexa647 markiertem
Tau-Protein in gleichem Verhältnis in der Probe vorhanden war. Dies demonstrierte die
entsprechende Partikelkonzentration und -helligkeit im grünen und roten Kanal in Vor-
versuchen zu jedem Versuch (Daten nicht gezeigt). Ebenso zeigten Kontrollexperimente,
dass alle Komponenten des Versuches, inklusive dem 10 µM Fe3+, keine Auto-Fluoreszenz
aufwiesen [10, 98]. Für die anderen untersuchten Metallionen (Ca2+, Cu2+, Mg2+, Mn2+,
Zn2+) wurde kein proaggregatorischer E�ekt auf das Aggregationsverhalten von Tau-
Proteinen beobachtet (vgl. Abschnitt 3.2.3). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass mit
Hilfe einzelmolekülspektroskopischer Verfahren Aluminiumionen und Eisenionen auch in
physiologischen Konzentrationen die Tau-Pathologie in vitro e�zient beeinflussen.

Neben dem Verhalten von Metallionen in Bezug auf die Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen rückt eine weitere Hypothese die Bildung oligomerer Tau-Aggregate in
das Zentrum des Interesses. Es wird postuliert, dass nicht die Amyloidfibrillen oder die
großen lichtmikroskopisch darstellbaren Einschlusskörperchen in Neuronen bzw. Gliazel-
len die eigentlich toxische Aggregatspezies ausmachen, sondern die kleinen oligomeren
Zwischenstufen [46, 77, 89, 134, 235]. Aus diesem Grund ist nicht nur das Endprodukt
des Aggregationsprozesses, also die amyloide Fibrille, Forschungsgegenstand dieser Dis-
sertation, sondern auch die Formation und der Aufbau intermediärer Tau-Oligomere.
So stellte sich an dieser Stelle die Frage nach der Architektur der unter verschiedenen
Milieubedingungen aus Tau-Monomeren gebildeten oligomeren Aggregate.

Für die Versuchsreihe zur Dynamik oligomerer Aggregate wurde in einem vorbereitenden
Ansatz ein Aggregationsprozess angeregt, in dem aus entweder Alexa488 oder Alexa647
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fluoreszenzmarkierten Tau-Monomeren jeweils oligomere Tau-Intermediate entstanden.
Diese „präformierten“ Oligomere wurden mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekülspek-
troskopie auf ihre Stabilität geprüft. Folgende theoretische Überlegungen ließen eine
Unterscheidung zwischen einem stabilen Zustand oder einem dynamischen steady state
zu:

• Wäre die Formation von Tau-Oligomeren aus Monomeren ein Ereignis, aus dem
ein stabiler Zustand der Aggregate resultiert, könnten diese Oligomeren ohne einen
weiteren Zusatz (z. B. Lösungsmittel oder Induktor) ihre Struktur nicht mehr ver-
ändern. In den 2D-Intensitätshistogrammen würden die so entstandenen Punktwol-
ken einem gleich bleibenden Bild entsprechen. Die grün oder rot fluoreszierenden
Tau-Proteine (Monomere und Oligomere) würden sich nicht miteinander vermi-
schen, wodurch sich auch über die Zeit keine zweifarbigen Aggregate entwickeln
könnten. Somit wären hochintense Fluoreszenzpeaks über den festgelegten Zeit-
raum nur seperat im roten oder im grünen Kanal detektierbar.

• Wären die Oligomere in einem dynamischen steady state, könnten in den 2D-
Intensitätshistogrammen variable Punktwolken detektiert werden. Die im Vor-
feld induzierte Oligomerbildung und die dadurch entstandenen jeweils homogen
rot oder grün fluoreszierenden Tau-Aggregate würden sich über einen festgelegten
Messzeitraum verändern. Hier würde eine Durchmischung der beiden unterschied-
lich fluoreszierenden Tau-Proteine stattfinden. Somit wären mittels einzelmolekül-
spektroskopischer Verfahren heterogene Aggregate detektierbar.

Solch ein dynamischer steady state könnte auf unterschiedlichen Wegen ablaufen:

• Zum einen könnte eine Durchmischung der Proteine durch eine Beschleunigung
des An- und Ablagerungsgleichgewichtes von Monomeren oder kleinen Oligomeren
stattfinden (engl. ON/OFF-rate). Rot bzw. grün fluoreszenzmarkierte Monomere
würden sich aus den präformierten einfarbigen Aggregaten lösen, durch die Probe
di�undieren und sich, ebenso wie andere noch ungebundene Monomere, unabhän-
gig von der Fluoreszenzmarkierung an Monomere und/oder Oligomere anlagern.
In den 2D-Intensitätshistogrammen würden sich über die Zeit langsam zweifarbige
Aggregate entwickeln.

• Eine weitere Möglichkeit eines dynamischen steady state bestünde darin, dass sich
präformierte Aggregate aneinander anlagern könnten. Die Umstrukturierung der
Oligomere würde nicht über einen Monomerpool erfolgen, sondern durch eine direk-
te Interaktion der vorbestehenden Aggregate. Mit den 2D-Intensitätshistogrammen
wären sehr schnell zweifarbige große Aggregate detektierbar.

Um diese Überlegungen zu validieren, wurden die Daten mit Hilfe einer SIFT Analyse
ausgewertet, die eine Unterscheidung zwischen einfarbigen und zweifarbigen Oligomeren
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in Abhängigkeit von der Zeit ermöglicht. Ein weiterer interessanter Aspekt der Unter-
suchung war die Betrachtung der Größe von Oligomeren in Abhängigkeit vom Umge-
bungsmilieu. Die Größe von gemischtfarbigen Aggregaten errechnet sich mit Hilfe eines
zweikomponenten FIDA Fit, indem die Partikelhelligkeit der hochintensen Aggregate
durch die Partikelhelligkeit der Monomere im grünen und im roten Kanal dividiert wird.
So ergibt sich, aus wie vielen Monomeren ein Multimer besteht (Abb. 3.13).

Mit Hilfe dieser Vorüberlegungen und der gewonnenen Ergebnisse (vgl. Abschnitt 3.2.4)
wurde gezeigt, dass Tau-Oligomere stabile Aggregate waren. Die „präformierten“ einfar-
bigen Tau-Oligomere behielten über einen Messzeitraum von 4 Stunden ihre Aggregat-
Formation nahezu bei. Das Auftreten neu entstandener zweifarbiger Aggregate war nied-
rig und betrug ungefähr 25 % der gesamten Aggregate (Abb. 3.12). In den 2D-Intensitäts-
histogrammen waren kaum zweifarbige Aggregate detektierbar (Abb. 3.10). Die Größe
der Aggregate blieb im zweikomponenten FIDA Fit stabil und lag durchschnittlich bei
63 Monomeren pro Oligomer (Abb. 3.13). Ist der Aggregationsprozess einmal initiiert,
scheint die Formation von Tau-Oligomeren einen stabilen Zustand zu erreichen, der
durch eine sehr niedrige intrinsische Umsatzrate gekennzeichnet ist.

Diese Ergebnisse ließen sich in der Versuchsreihe mit Tau-Fibrillen weiter beobachten
(vgl. Abschnitt 3.3.4 und 4.5.2). Präformierte Tau-Oligomere (mit DMSO vorinkubiert)
lagerten sich nicht an präexistente Tau-Fibrillen an. Diese Ergebnisse unterstützen die
Hypothese, dass Tau-Oligomere stabile Aggregate sind. Sie stellen vielleicht den ersten
Schritt in der Fibrillenbildung dar, wobei sie sich anscheinend nicht durch Assoziation
von Aggregaten, sondern durch stetiges Wachstum vergrößern. Jedoch können wir in
diesem Stadium der Forschung nur darüber spekulieren, inwiefern diese Oligomere zur
Tau-Pathologie beitragen und ob sie eine frühe Entwicklungsstufe auf dem Weg zu den
großen Amyloidfibrillen darstellen.

Wurde dem Versuchsansatz nach 4 Stunden NP40 zugefügt, waren die präformierten
vormals stabilen einfarbigen Oligomere einer Veränderung unterworfen. Es bildeten sich
zweifarbige Aggregate aus (vgl. Abschnitt 3.2.4), deren Anzahl über die Zeit langsam
anstieg und ein stabiles Maximum von 60 - 70 % zweifarbiger Aggregate an den gesamten
Oligomeren erreichte (Abb. 3.12). Diese Zahl deutet darauf hin, dass ohne NP40 nur ein
unvollständiger Umsatz der Tau-Oligomere stattfand. An dieser Stelle kann im Weite-
ren diskutiert werden, ob Tau-Oligomere, die sich in einer perimembranösen Umgebung
formen, eine niedrigere Beständigkeit gegenüber destabilisierenden Faktoren aufzeigen
und dadurch einen erhöhten Umsatz haben. Diese Hypothese wird dadurch unterstützt,
dass für Tau-Oligomere, deren Bildung durch das Lösungsmittel NP40 und nicht durch
DMSO induziert wurde, eine e�ziente Interaktion mit Tau-Fibrillen detektierbar war.
Ebenso gingen Tau-Monomere in Gegenwart von NP40 eine e�ziente Bindung mit Tau-
Fibrillen ein (vgl. Abschnitt 3.3.4). Des Weiteren betrug die Durchschnittsgröße der
durch DMSO induzierten Aggregate 63 Monomere pro Oligomer, während Oligomere,
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die sich nach dem Zusatz von NP40 bildeten, kleiner waren und nur aus durchschnittlich
34 Monomeren pro Oligomer aufgebaut waren (Abb. 3.13). Wir erklären diese Tatsachen
dadurch, dass NP40 über die Auflösung von einfarbigen Aggregaten, d. h. über einen
Monomerpool, zu einer Beschleunigung der ON/OFF-rate führte, da sich zweifarbige
helle Aggregate langsam über die Zeit bildeten.

Die Gegenwart von Aluminiumionen in diesem Ansatz induzierte eine rasche Interak-
tion von sowohl Tau-Monomeren als auch Tau-Oligomeren (vgl. Abschnitt 3.2.4). Mit
der SIFT Analyse wurde gezeigt, dass über die Zeit nahezu 100% der Aggregate zu
zweifarbigen Oligomeren aggregierten, auch wenn präformierte einfarbige, durch DMSO
induzierte Oligomere vor dem Hinzufügen von Aluminiumionen vorhanden waren (Abb.
3.12). Diese durch Aluminium induzierten Aggregate erreichten mehr als die vierfache
Helligkeit der durch DMSO gebildeten Aggregate. Die Durchschnittsgröße lag bei un-
gefähr 370 Monomeren pro Oligomer (Abb. 3.13). Diese Beobachtung läßt sich dadurch
erklären, dass eine schnelle Interaktion bzw. Assoziation der präformierten Oligomere zu
größeren Aggregaten statt fand. Hier war ein extrem schneller Prozess erkennbar, vergli-
chen mit den Veränderungen, die durch NP40 induziert wurden. An dieser Stelle ist zu
überlegen, ob oben beschriebene E�ekte auf die sonst stabilen Oligomere auf die komple-
xierenden Eigenschaften der dreiwertigen Ionen Aluminium und Eisen zurückzuführen
sind.

4.5 Die Koaggregation von Tau-Protein und –-Synuklein
Tauopathien und Synukleinopahtien wurden in früheren Studien als komplett seperate
Entitäten angesehen [92, 219]. Es gibt in der neueren Literatur Nachweise, dass Ein-
schlüsse von sowohl Tau-Protein als auch –-Synuklein überzufällig häufig gemeinsam im
histopathologischen Befund von neurodegenerativen Erkrankungen vorkommen. So zeigt
zum Beispiel die Demenz mit Lewy-Körperchen eine gemischte Pathologie auf, bei der so-
wohl –-Synuklein-positive Lewy-Körperchen [162] als auch Alzheimer-typische Verände-
rungen im Sinne von Tau-positiven Neurofibrillen und Amyloid-Plaques zur Darstellung
kommen [173]. Beide Läsionen können zuweilen sogar in derselben Zelle detektiert wer-
den, wobei die Tau- und –-Synuklein-Fibrillen bisweilen sogar den Anschein haben, mit-
einander verflochten zu sein [104, 144, 159, 200]. Eine –-Synuklein- und Tau-Pathologie
wird öfters gemeinsam in Gehirnen von Patienten mit familiärer Alzheimer Erkrankung
[143], Down-Syndrom [144] und dem Parkinson-Demenz-Komplex von Guam [54, 239]
immunhistochemisch nachgewiesen. Eine direkte Verbindung zwischen der Aggregation
von Tau-Protein und –-Synuklein konnte bei Verwandten der Contursi Familie, die eine
Ala53Thr-–-Synuklein-Mutation aufweisen, gezeigt werden, bei denen post mortem aus-
gedehnte –-Synuklein- und Tau-Einschlüsse detektiert wurden [48, 69] (vgl. Abschnitt
1.4).
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Es stellt sich hier in Bezug auf die molekulare Grundlage die Frage, wodurch die Koinzi-
denz beider Proteine in diesen Erkrankungen unterstützt wird. Begünstigt der zugrunde
liegende Krankheitsprozess die Entwicklung von Aggregaten beider Proteine oder för-
dern Tau-Protein und –-Synuklein sich in ihrer Aggregation gegenseitig?

Um näheren Einblick zu gewinnen, wie –-Synuklein und Tau-Protein miteinander in-
teragieren und um den E�ekt zu untersuchen, den dies auf das Aggregationsverhalten
von Oligomeren und die Polymerisation der Proteine in Fibrillen hat, wurde im Rahmen
der hier vorliegenden Dissertation für die konfokale Einzelmolekülspektroskopie ein in
vitro Ansatz entwickelt, um die molekularen Grundlagen der Koaggregation von Tau-
Protein und –-Synuklein auf Monomer-, Oligomer- und Fibrillenebene zu studieren (vgl.
Abschnitt 2.10.4, 2.10.5 und 4.3).

4.5.1 Das Koaggregationsverhalten auf Oligomerebene
Tau-Protein und –-Synuklein verhalten sich in ihren aggregatorischen Eigenschaften
nicht gleich. In Gegenwart von Detergenzien und Lösungsmitteln reagieren sie unter-
schiedlich. Sie weisen jedoch auch Gemeinsamkeiten auf. Mit der verwendeten Methode
wurden Eigenschaften nachgewiesen, die abhängig vom und spezifisch für das jeweilige
Protein waren. Diese Eigenschaften wiederum konnten durch Veränderungen des Umge-
bungsmilieus modifiziert werden. Auf diese Weise wurden Bedingungen gescha�en, unter
denen die Darstellung der Aggregation beider Proteine zu oligomeren Aggregaten gelang
(vgl. Abschnitt 3.2). Dies schuf Voraussetzungen für einen Ansatz, mit dem Koaggre-
gationsprozesse zwischen Tau-Protein und –-Synuklein auf Monomer-, Oligomer- und
Fibrillenebene e�zient untersucht werden konnten.

Mit Hilfe folgender theoretischer Überlegungen ließ sich eine Aussage über das Koaggre-
gationsverhalten tre�en:

• Fände Koaggregation zwischen den zwei unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten
Komponenten statt, würden zweifarbig fluoreszierende Aggregate detektierbar, de-
ren Intensität des Fluoreszenzsignals für beide Kanälen ähnlich hoch wäre.

• Fände keine Koaggregation statt, aber eine Förderung der Aggregation der jewei-
ligen Komponente, könnten Aggregate im jeweiligen Kanal des fluoreszierenden
Proteins detektiert werden.

• Würde keine Aggregatbildung induziert oder diese sogar gehemmt, ließe sich kein
Aggregatsignal messen.

Die gemeinsame Untersuchung von Tau-Protein und –-Synuklein in einem Ansatz führte
zu einer e�zienten Koaggregation der beiden Proteine. Dies zeigte sich dadurch, dass
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die unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Komponenten gemischtfarbige heterogene Ag-
gregate ausbildeten, die für beide Kanäle eine ähnlich hohe Intensität ihres Fluoreszenz-
signals emittierten. Eine Veränderung der Milieubedingungen durch das Lösungsmittel
DMSO oder den Alkohol Ethanol induzierte ein gesteigertes Koaggregationsverhalten.
Die Anwesenheit des Tensids NP40 hingegen hemmte die Aggregation von –-Synuklein
und unterband somit die Bildung von Koaggregaten, wohingegen Tau-Proteine helle
Aggregate ausbildeten (vgl. Abschnitt 3.2.5).
Nachdem mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzspektroskopie gezeigt wurde, dass in vitro
eine Koaggregation zwischen Tau-Protein und –-Synuklein grundsätzlich möglich war,
stellte sich in der Folge die Frage, wie diese Koaggregate aufgebaut sind. Um eine Vor-
stellung von der Architektur der oligomeren Koaggregate zu erhalten, wurde die FRET
Analyse (vgl. Abschnitt 2.11.3, 3.2.6 und 4.2) verwendet, mit der über die Anordnung
der Proteine im Oligomer weiter Aufschluss gewonnen wurde.

Die Methode des FRET beschreibt einen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer. Sie ist
ein physikalischer Prozess, bei dem die Energie eines angeregten fluoreszierenden Farb-
sto�es (Donor-Fluorophor) ohne Strahlung auf einen zweiten fluoreszierenden Akzeptor
(Akzeptor-Fluorophor) übertragen wird, in Abhängigkeit von der Entfernung der bei-
den Fluorophore zueinander. Somit kann durch die Intensität des FRET eine Vorstellung
vom Aufbau von Oligomeren gewonnen werden (vgl. Abschnitt 2.11.3).

Die Abbildung 4.1 zeigt den theoretischen Grundgedanken dieses Versuches. Es wurde
davon ausgegangen, dass es drei Möglichkeiten gibt, die mit Hilfe der FRET Analyse
di�erenziert werden können:

A) Einerseits könnten zwei unterschiedlich fluorezenzmarkierte Proteine (grün oder rot)
jeweils homogen mit sich selbst aggregieren. Dies würde in der Anregung mit zwei
Lasern sowohl grüne als auch rote Oligomere zeigen, jedoch keine zweifarbigen.
In der FRET-Messung, also der Anregung nur mit dem Laser der Wellenlänge
488 nm, wären nur grüne Aggregate zu detektieren, da kein Energietransfer von
den grünen auf die roten Fluoreszenzfarbsto�e stattfinden würde, da diese zu weit
entfernt voneinander bzw. nicht im gleichen Aggregat lokalisiert wären (Abb. 4.1-
A).

B) Eine weitere Möglichkeit bestünde darin, dass die jeweiligen Proteine zwar mitein-
ander aggregieren könnten, aber weitere Monomere sich bevorzugt an das gleiche
Protein anlagern würden. Das heißt, Koaggregate würden sich zwar bilden, aber
innerhalb eines Aggregats entstünde eine homogene Ordnung nach dem jeweiligen
Protein. Diese Formation würde in der Messung mit zwei Lasern zweifarbige Ko-
aggregate mit gleichzeitig hoher Fluoreszenzintensität in beiden Kanälen zeigen.
In der FRET-Messung jedoch würden sich nur grüne Aggregate zeigen, da keine
Energieübertragung von den grünen auf die roten Fluoreszenzfarbsto�e stattfinden

72



4 Diskussion

könnte. Der Großteil der grün fluoreszierenden Proteine wäre im Aggregat zu weit
entfernt von den rot fluoreszierenden Molekülen angeordnet (Abb. 4.1-B).

C) Die dritte Möglichkeit bestünde darin, dass die unterschiedlich fluoreszierenden Pro-
teine gemischt miteinander koaggregieren würden. Hier würde die zweifarbige Laser-
Messung zweifarbige Oligomere ergeben. In der FRET-Messung könnten nun Ag-
gregate detektiert werden, die sowohl grüne, als auch rote Fluoreszenz emittierten.
Diese Möglichkeit würde zeigen, dass die unterschiedlich fluoreszierenden Protei-
ne nur wenige Nanometer voneinander entfernt im Aggregat lokalisiert wären und
somit ein Energietransfer von den grünen auf die roten Fluoreszenzfarbsto�e statt-
finden könnte (Abb. 4.1-C).

Abb. 4.1: Theoretischer Grundgedanke zur Architektur von Koaggregaten. Schematische Darstel-
lung der Möglichkeiten der Formation von Koaggregaten und der Messmöglichkeit mit
Hilfe der FRET Analyse.

Wurden die Koaggregate, die aus Tau-Proteinen und –-Synukleinen entstanden, mit
einer FRET-Messung untersucht, d.h. nur mit dem grünen Laser angeregt, wurde so-
wohl grüne als auch rote Fluoreszenz detektiert (vgl. Abschnitt 3.2.6 und Abbildung
3.16). Dies ließ darauf schließen, dass ein Energietransfer von den grün fluoreszierenden
Farbsto�en auf die rot fluoreszierenden Farbsto�e statt fand. Somit konnte, den obigen
Überlegungen folgend, davon ausgegangen werden, dass die fluoreszenzmarkierten Tau-
Proteine und –-Synukleine im Koaggregat nur wenige Nanometer voneinander entfernt
im Koaggregat positioniert waren, und zwar in einer gemischten Gruppierung aus rot
und grün markierten Proteinen (vgl. Abbildung 4.1-C).
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In der „FRET-Messung“ wurde für die reinen Tau-Protein- oder –-Synuklein-Ansätze
ebenfalls ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer gezeigt. Dies kann als Hinweis dar-
auf gewertet werden, dass das Verhältnis der markierten Proteine zueinander ausgewogen
war und diese unabhängig von der Fluoreszenzmarkierung miteinander aggregierten (vgl.
Abschnitt 3.2.6 und Abbildung 3.16).

4.5.2 Das Koaggregationsverhalten auf Fibrillenebene
Amyloidfibrillen unterschiedlicher Erkrankungen könnten sich einen gemeinsamen Pfad
für die Fibrillenformation teilen. Das auslösende Ereignis scheint die Missfaltung der
Proteine oder ihre Denaturierung zu sein. Proteinaggregate, die sich von Dimeren bis zu
Partikeln von mehr als einer Million Dalton erstrecken, wurden mit einer Varietät von
Methoden beobachtet [26, 66, 91, 95, 214, 231]. So konnten lösliche kugelförmige Aggre-
gate von ungefähr 3 - 10 nm für unterschiedlliche Typen von Amyloiden unter anderem
mit der Elektronen- und Rasterkraftmikroskopie gezeigt werden [4, 91, 133]. Nach länge-
rer Aggregationszeit formen sich gekrümmte Fasern, die ein perlschnurartiges Aussehen
haben. Diese Strukturen wurden auch „Protofibrillen“ genannt, weil sie durch die Vereini-
gung der kugelförmigen Untereinheiten zu entstehen scheinen [23, 91, 132, 147, 214, 231].
Schlussendlich fördern diese Strukturen entweder die Konformationsänderung oder sie
erleben selbst eine, um reife 6 - 10 nm große —-Faltblatt Fibrillen zu bilden [91].

Tau-Protein benötigt für seine Aggregation zu Fibrillen in vitro Kofaktoren, z.B. Poly-
anionen wie Nucleinsäuren oder Glycosaminoglycane [13, 62, 81, 104, 117, 144, 172, 181].
So wurde auch in dieser Arbeit das Polysaccharid Heparin für die Herstellung von
Tau-Fibrillen als Induktor der Fibrillisation verwendet (vgl. Abschnitt 2.7.1, 3.3.1 und
[87, 181]). –-Synuklein hingegen polymerisiert in vitro bereitwillig selbst [33, 71, 142, 159,
200, 227, 237]. So wurde –-Synuklein für die Versuche dieser Dissertation ohne Zusatz
eines Induktors zur Fibrillisation gebracht (vgl. Abschnitt 2.7.2 und 3.3.1). Dies steht
vielleicht im Gegensatz dazu, dass Tau-Monomere unter Pu�erbedingungen zu Oligome-
ren aggregieren, während jedoch –-Synuklein die Anwesenheit von DMSO oder Ethanol
benötigt, um oligomere Aggregate ausbilden zu können (vgl. Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2).
Bedeutenderweise konnte gezeigt werden, dass –-Synuklein oben genannte Polyanionen
ersetzen kann, indem es in vitro die Polymerisation von Tau-Protein zu Fibrillen initiiert
[69]. Zudem fördern Tau-Protein und –-Synuklein synergistisch ihre Aggregation zu Fi-
brillen, sobald die Tau-Fibrillisation einmal initiiert war. Hier erhöht auch Tau-Protein
bedeutend die Aggregation von –-Synuklein-Fibrillen aus –-Synuklein-Monomer, das in
niedrigen Konzentrationen nur schwer Fibrillen bilden kann [69, 138].

Mit der Elektronenmikroskopie und den Thioflavin T Fluoreszenzeigenschaften wurde
die Formation amyloider Aggregate verifiziert (vgl. Abschnitt 2.7, 2.8, 2.9 und 3.3.1)
und diese präexistenten Fibrillen anschließend für die Experimente der vorliegenden
Dissertation verwendet. Der Ansatz ermöglichte es, mittels einzelmolekülbasierter Ver-
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fahren weitere Informationen über das Koaggregationsverhalten von Tau-Protein und
–-Synuklein sowohl im homologen (Tau-Tau, Syn-Syn) (vgl. Abschnitt 3.3.4 und 3.3.3)
als auch im heterologen System (Tau-Syn, Syn-Tau) (vgl. Abschnitt 3.3.5) zu erlangen.
Die Methode erlaubte, innerhalb des zweifarbigen Messaufbaus eine Unterscheidung zwi-
schen Monomeren, präformierten oligomeren Intermediaten und präexistenten Fibrillen
zu tre�en. Auf diese Weise konnten di�erenzierte Aussagen zum Aggregationsverhalten
auf diesen unterschiedlichen Ebenen innerhalb variierbarer Milieubedingungen getro�en
werden (vgl. Abschnitt 3.3).

Erwähnenswert ist die Beobachtung, dass im homologen System Monomere nur in Ge-
genwart des Aggregationsinduktors DMSO mit den Fibrillen zu größeren Aggregaten
führten. Wohingegen durch DMSO induzierte Oligomere im homologen System nicht
e�zient mit den Fibrillen interagierten. Eine Erklärungsmöglichkeit ist, dass oligomere
Aggregate in ihrer Konformation stabiler waren und deshalb im Gegensatz zu Monome-
ren keine Interaktion mit Fibrillen eingehen konnten (vgl. Abschnitt 3.2.4 und 4.4). Dies
könnte ein Hinweis darauf sein, dass nach induzierter Oligomerisierung diese Aggregate
ohne weitere Aggregationsinduktoren, wie z. B. die Metallionen Aluminium und Eisen,
nicht mehr miteinander zu größeren Aggregaten assoziieren konnten, sondern sich ent-
sprechend des stufenartigen Aggregationsprozesses (vgl. Abschnitt 1.1 und [196, 234])
vielmehr weiter zu amyloiden Aggregaten entwickelten.

Im heterologen System zeigte sich das Koaggregationsverhalten in anderer Weise. Hier
spielten vor allem die von den Milieubedingungen abhängigen proteinspezifischen Eigen-
schaften eine Rolle. So koaggregierten –-Synuklein-Monomere unter Pu�erbedingungen
und in Gegenwart von NP40 nicht mit den Tau-Fibrillen, während Tau-Monomere und
–Oligomere sehr koaggregationsfreudig mit den –-Synuklein-Fibrillen interagierten. Die
mit DMSO vorinkubierten oligomeren Aggregate bildeten im heterologen System, im
Gegensatz zum homolgoen System, mit den Fibrillen zweifarbige Koaggregate aus (vgl.
Abschnitt 3.3.5).

Wurden die Milieubedingungen dieser Versuche durch das Hinzufügen der dreiwertigen
Metallionen Eisen und Aluminium variiert, so war eine starke Förderung der Aggregation
sowohl im homologen als auch im heterologen System detektierbar. Die Bildung großer
zweifarbiger Aggregate war unabhängig von den zuvor bestehenden Milieueigenschaften.
Sogar in Anwesenheit von NP40, das eigentlich die Aggregation und Koaggregation von
–-Synuklein unterband (vgl. Abschnitt 3.2.2), war die Wirkung der Metallionen stärker
(vgl. Abschnitt 3.3.6 und 3.3.7).
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5 Zusammenfassung
Bei allen neurodegenerativen Erkrankungen findet sich als wesentliches Merkmal die pa-
thologische Aggregation und Ablagerung bestimmter krankheitstypischer Proteine. So
finden sich z. B. Tau-Protein-Aggregate beim M. Alzheimer und –-Synuklein-Aggregate
beim M. Parkinson. Es wird davon ausgegangen, dass die neurotoxischen E�ekte pa-
thologischer Proteinaggregate insbesondere durch kleine oligomere Aggregate vermittelt
werden. Was genau die neurotoxischen Eigenschaften ausmacht, ist jedoch unklar. Eben-
so ist weitgehend ungeklärt, wodurch die pathologische Aggregation initiiert, gefördert
oder gehemmt wird.

Das Ziel meiner Arbeit war, die molekularen Prozesse der Proteinaggregation bei Tauo-
pathien und Synukleinopathien näher zu analysieren. Hierbei wurden methodisch un-
ter anderem Proteinexpression, Fluoreszenzmarkierung, Gelelektrophorese, Westernblot,
verschiedene Assays zur Proteinbestimmung, Herstellung von Proteinfibrillen, Thio-
flavin T Fluoreszenz und Elektronenmikroskopie verwendet. Die Aggregationsprozesse
wurden insbesondere mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekülspektroskopie untersucht
und die Messdaten mittels Scannen nach hochintens fluoreszierenden Zielstrukturen
(SIFT), Fluoreszenz-Intensitäts-Verteilungsanalyse (FIDA) und Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET) analysiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Milieufaktoren auf die Aggregation
von Tau-Protein untersucht. Dreiwertige Eisenionen (ab 1 µM) und Aluminiumionen
(ab 3 µM) führten zu einer schnellen und dosisabhängigen de novo Aggregation, wo-
hingegen die zweiwertigen Ionen Kalzium, Kupfer, Magnesium, Mangan und Zink kei-
ne signifikante Wirkung zeigten. Um die Dynamik intermediärer Tau-Oligomere näher
betrachten zu können, wurden separat präformierte Alexa488- und Alexa647-markierte
Tau-Oligomere gemeinsam untersucht. Sie stellten sich als stabile Aggregate dar, die int-
rinsische Umsatzrate war niedrig. Auch interagierten diese präformierten Tau-Oligomere
nicht mit präexistenten Tau-Fibrillen, wohingegen Tau-Monomere mit Tau-Fibrillen in
Gegenwart von DMSO zahlreiche zweifarbige Aggregate ausbilden konnten. Nach dem
Hinzufügen von NP40 stellte sich ein langsamer, konstanter Anstieg der zweifarbigen
Aggregate bis zu einem stabilen Gleichgewicht von 60 - 70 % der Gesamtaggregate ein,
deren Durchschnittsgröße bei 34 Monomeren pro Oligomer lag. Auch Tau-Monomer und
-Oligomer konnten in Gegenwart von NP40 mit Tau-Fibrillen eine e�ziente Bindung
eingehen. Durch Aluminium bildeten sich schnell zweifarbige Aggregate, deren Anteil an
Gesamtaggregaten über die Zeit bei nahezu 100 % lag. Ihre Durchschnittsgröße betrug
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370 Monomeren pro Oligomer. Es ist anzunehmen, dass NP40 über einen Monomerpool
die ON/OFF-rate beschleunigt, wohingegen Aluminiumionen zu einer schnellen Asso-
ziation der vorhandenen Monomere und präformierten Oligomere führt.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Koaggregation von Tau-Protein und
–-Synuklein. Mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzspektroskopie konnte gezeigt werden,
dass Koaggregation zwischen Tau-Protein und –-Synuklein statt fand. Um Näheres über
die Architektur dieser Koaggregate zu erfahren, wurden FRET Analysen durchgeführt.
Die Ergebnisse legen nahe, dass Tau-Proteine und –-Synukleine im Koaggregat nur
wenige Nanometer voneinander entfernt positioniert sind in einer gemischten Anord-
nung aus unterschiedlich fluoreszierenden Proteinen. Auf Fibrillenebene koaggregierten
–-Synuklein-Monomere unter Standard-Pu�erbedingungen und in Gegenwart von NP40
nicht mit Tau-Fibrillen. Tau-Monomere und –Oligomere waren jedoch sehr koaggregati-
onsfreudig mit den –-Synuklein-Fibrillen. Wurden die Milieubedingungen dieser Versu-
che durch die dreiwertigen Metallionen Eisen und Aluminium variiert, war eine starke
Förderung der Aggregation sowohl im homologen als auch im heterologen System de-
tektierbar.

Das entwickelte experimentelle Modellsystem ermöglichte es, zahlreiche Informationen
über die pathologischen Aggregationsprozesse bei Tauopathien und Synukleinopathien
und die Koaggregation dieser beiden Proteine auf Einzelmolekülebene zu gewinnen. So
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass unterschiedliche Veränderungen des Umge-
bungsmilieus den Aggregationsprozess von Tau-Protein auf den verschiedenen Aggrega-
tions-Ebenen (Monomer, Oligomer, Fibrille) in jeweils unterschiedlicher Weise verändert.
In vitro konnte insbesondere gezeigt werden, dass Aggregationsprozesse von Tau-Protein
auf Oligomerebene stark von den Metallionen Eisen und Aluminium beeinflusst werden.
An dieser Stelle ist zu überlegen, ob Metallionenchelatoren als therapeutische Maßnah-
me den Krankheitsprozess in vivo positiv beeinflussen können. Darüber hinaus können
potentielle Ansätze für therapeutische Substanzen dargestellt werden, die direkt die pa-
thologischen Oligomerprozesse beeinflussen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit einen weiteren Baustein für die Grundla-
genforschung zur molekularen Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen, mit dem
langfristigen Ziel der Entwicklung von Medikamenten, damit Erkrankungen wie M. Par-
kinson oder M. Alzheimer in Zukunft erfolgreich kausal therapiert werden können.
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Abkürzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
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AGD (= engl. argyrophilic grain diseas) Silberkornkrankheit
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EtOH Ethanol
FCS (= engl. fluorescence correlation spectroscopy)

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
FIDA (= engl. fluorescence intensity distribution analysis)

Fluoresnzenz-Intensitäts-Verteilungsanalyse
FTD Frontotemporale Demenz
FTDP-17 Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus in Verbindung

mit Chromosom 17
FTLD (= engl. frontotemporal lobar degeneration)

Frontotemporale Lobärdegeneration
FTLD-MAPT Familiäre frontotemporale Lobärdegeneration mit Mutationen

im MAPT-Gen
FTLD-U Frontotemporale Lobärdegeneration mit Ubiquitin positiven

Einschlüssen
FTLD-PGRN Familiäre frontotemporale Lobärdegeneration mit Mutationen

im Progranulin-Gen
FUS (= engl. fused in sarcoma)
FRET (= engl. fluorescence resonance energy transfer)

Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
HE Hämatoxilin-Eosin Färbung
Itot Gesamthelligkeit
kDa Kilo-Dalton
LMU Ludwig-Maximilians-Universität München
MAPT (= engl. microtubule associated protein Tau)

Miktrotubuli assoziiertes Protein Tau
MND (= engl. motor neuron disease)
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MSA (=engl. multiple system atrophy) Multisystematrophie
N Partikelzahl
NAC (= engl. non-A— component) Nicht-A— Komponente
NFTs Neurofibrilläre Tangles
NIFID (= engl. neuronal intermediate filament inclusion disease)

Neuronale Intermediärfilament-Einschlusskörperchen-Krankheit
NP40 Igepal
PD (= engl. Parkinson’s desease) Morbus Parkinson
PGRN Progranulin
PHFs (= engl. paired helical filaments) Paarige helikale Filamente
PNS Peripheres Nervensystem
PrP Prion-Protein
PSP (= engl. progessive supranuclear palsy)

Progressive supranukleäre Blicklähmung
SFs (= engl. straight filaments) Gerade Filamente
SIFT (= engl. scanning for intensely fluorescent targents)

Scannen nach hochintens fluoreszierenden Zielstrukturen
Tab. Tabelle
TEM Transmissions-Elektronenmikroskop
VCP (= engl. valosin-containing protein)
ZNP Zentrum für Neuropathologie und Prionforschung
ZNS Zentrales Nervensystem
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