Aus der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie
(Prof. Dr. med. J. Wiltfang)
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

In-vivo-Screen verschiedener Aggregationsmodulatoren in transgenen

Drosophila melanogaster Alzheimermodellen

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Petra Maria Theodora Bernharda Wilken
aus Cloppenburg

Goéttingen 2016



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer
|. Berichterstatter/in: Prof. Dr. A. Schneider

Il. Berichterstatter/in: PD Dr. Oliver Wirths

lll. Berichterstatter/in: Prof. Dr. M. Zweckstetter

Tag der mundlichen Prufung: 15.12.2016



Eidesstattliche Versicherung

Hiermit erklare ich, dass ich die beigefligte Dissertation selbststandig verfasst und
keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel genutzt habe.
Alle wortlich oder inhaltlich Ubernommenen Stellen habe ich als solche

gekennzeichnet.

Goéttingen, 08.04.2016

Petra Wilken






Inhaltsverzeichnis i

Inhaltsverzeichnis
LYoV o3V =T 074 o3 o1 o1 PSSR [
l. AbbildUuNgSVErZEIChNIS ..o e iii
Il. TabellenNVerZeIiChNIS ... iv
M. AbbKUrZUNGSVErZEICHNIS ..o v
1 BN @I TUNG e 1
1.1 MOTDUS AIZNEIMET .ottt 1
0 O R N 7= 101 (g [T 657 o] [ PP 1
1.1.2  Genetische und weitere RiSIKOTAKIOreN ..............uuviuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiianns 2
1.1.3  Molekulare Grundlagen der Alzheimer-Erkrankung ..........ccccoeevieeeiiiiiiiiiinnneeens, 3
1.1.3.1 Amyloid-Precursor-Protein ... 3
1.1.3.1.1 Amyloidogene Prozessierung Von APP..........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 4
1.1.3.2  Zytotoxizitdt des AMYIOIA-P .....ceiieeriiiiiiiee e 5
I T N = 11 0] (o SRR 6
R S B 1T Vo | (o ] (]GSR 7
1.1.5 Therapeutische MalBNahmeEN.............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 7
1.2 AgQgregationSinNibITOreN..........ooviiiiiiiii 8
1.3 OligomermMoOdUIALOIEN........uuiiii e 9
14 Drosophila melanogaster als Tiermodell fir neurodegenerative Erkrankungen
............................................................................................................................. 11
141  Alzheimer-Modelle im transgenen Fliegenmodell .................uvviiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 12
1.5 B4 L= o 1= G AN oY= SRR 15
2 Material Und MethOAEN.........uuuiiiiiii e neeennnnne 16
2.1 Y= V=] - | PP 16
2.1.1 Chemikalien und VerbrauChSQULEr ..........coooeiiiiiiiiie e 16
22 T 0 R @1 o T= o 71 1= o PP 16
2.1.1.1.1  Puffer und LOSUNGEN ... 16
2.1.1.2  VerbrauChSQULET ... ... 17
A O €T - | (= PP 17
2.1.3  FlEegenlinien .. ... 18
2.1.3.1 Gald-TreiberliNien.........ueiiii e 18
2.1.3.2  UAS-spezifische Drosophila-Linien ............oouiiiiiioiiiiieeee e 18
2.1.3.2.1  AB-LINIEN e 18
b I T o 411 (o] | T T =T o I 19
2.2 Y711 4 o o L= o PP 20
2.2.1  Zucht- und Haltebedingungen von Drosophila melanogaster .......................... 20
A Nt R \\ - o 41T |1 o o R 20
2.2.2  Genexpression mittels UAS-Gald-SyStem ..........oouvviiiiiiieeeiieeceiee e, 21

2.2.3  Erstellung doppelt homozygoter Treiberlinien............ccoooovviiiiiini, 22



Inhaltsverzeichnis i

3

2.2.4  Herstellung der Aggregationsmodulatoren ............cccceevveeeriiiiiiiiiiiie e, 22
2.2.5 Bestimmung der Uberlebensdauer ............c.cccveiiecuieieiieiicieece e 23
2.2.6  ABs-Uberexpression in retinalen Ganglienzellen.............ccccooveeveeveieeieennenne.. 23
2.2.7 Praparation von lgslichem, unldslichem und Gesamt-AB4s ......coeeeeeeeeeivvenvnnnnnn. 24
2.2.8  QUANIfIZIEIUNG VON AP 42 iteeeriiiiiiieeeei it e e e e e et e e e e e e e ettt e e e e e e e eanreaaas 25
2.2.9  SHALISHK oo 25
ErgEIDNIS SO e 26
3.1 Auswahl eines geeigheten SCreening-TeSIS ...coiiiiviiiiiiiiiii e 26
3.2 AUSWAN] der AB-LINIEN. ...t e e e et e e ees 26
3.3 Kontrolle der Expression mit der Treiberline elavGal4;tubGal80[ts]............... 28
3.4  Analyse der Uberlebensdauer von AB,-exprimierenden Fliegen ................... 29
3.4.1 Analyse der Uberlebensdauer ohne Zugabe von Wirkstoffen..............c........... 29
3.4.2  Analyse der Uberlebensdauer unter Zugabe von Wirkstoffen.......................... 30
3.5 Einfluss der getesteten Wirkstoffe auf I6sliches und unlésliches-AB4 .......... 37
3.6 Photorezeptorspezifische Expression von ABs;.........ccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiicees 40
3.6.1  Physiologischer AUgeNpPhanotyp ........couvuiiiii i 40
3.6.2  Pathologischer AUGENPRANOLYP.......coooiiiiiiii e 41
3.6.2.1  Augenphénotyp von GMR/arc2e unter Verwendung der Wirkstoffe
anlel138b und anle138c sowie der Negativkontrolle DMSO...........cccccceeeiiiiriiiiiiinnnnnn. 41
3.6.2.2  Augenphénotyp der Kontrolle GMR/CyO unter Verwendung der Wirkstoffe
anle138b und anle138c sowie der Negativkontrolle DMSO...........ccccccvvvvviiiiiiiiiiennnn. 42
3.6.2.3  Augenphanotyp der Kontrolle elav GMR/eGFP unter Verwendung der
Wirkstoffe anle138b und anle138c sowie der Negativkontrolle DMSO. ..................... 43
TR QU F3 ] Lo 1 o 44
4.1 Auswahlverfahren verschiedener Mutanten .........cccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeee 44
4.2 Einfluss der Wirkstoffe auf das Uberleben und Aggregationsverhalten der
transgen veranderten FIIEgEN. ... ... i it eeeeeeeee 45
4.2.1  Auswirkungen der Wirkstoffe auf das Uberleben der Fliegen ...............c.......... 45
4.2.1.1  Auswirkungen der Wirkstoffe auf Fliegen mit dem Genotyp
elavGald/tubGalBO[LS],JACZ .......cvvvveeiiiiiiiiiiiiieeeieeeeee e 45
4.2.1.2 Auswirkung der Wirkstoffe im arctic - und im sporadischen Fliegenmodell
45
4.2.2  Quantifizierung von léslichem, unldslichem und Gesamt-AB4, Protein............. 46
4.3 Lokale Expression von AB,, im Auge von Drosophila melanogaster ............. 46
4.4 Mogliche Anwendung fur die KIINiK.........oooo e, 48
Zusammenfassung und AUSDIICK........cccco 49
LiteratuUrVerZeiChNIS ... e e e e 51



Abbildungsverzeichnis iii

[. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Mikroskopische Darstellung der Neuropathologie bei der Alzheimer-Erkrankung. ..... 3
Abb. 2: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung und AB-Akkumulierung. ............. 5
Abb. 3: Zusammenfassende Darstellung der experimentellen Strategie zur Identifizierung ..10
Abb. 4: Schematische Darstellung der beteiligten Komponenten bei der Alzheimer-

Erkrankung am Beispiel des Menschen und Drosophila melanogaster................ccccevvvvvnnnnn. 14

Abb. 5: Schematische Darstellung der Funktionsweise des UAS-Gal4-Systems am Beispiel

AES AB4o-PEPLIAS. ... 21
Abb. 6: Verkreuzungsschema der temperaturabhangigen Treiberlinie elavGal4;tubGal80[ts]

............................................................................................................................................. 22
Abb. 7: Schematische Darstellung des MSD human ABs; ELISA........oooiiiiiiiii e, 25
Abb. 8: Uberlebensdauer der transgenen AB-Linien unter elavC155...........cccoceeeveereecvrennene. 27
Abb. 9: Uberlebensdauer der VErSUCHSHEIE .............ceeiveivieiieiie st 29

Abb. 10: Uberlebensdauer der Kontrolle elavGal4;tubGal80[ts] lacz unter Wirkstoffzugabe .31
Abb. 11: Uberlebensdauer der Kontrolle elavGal4;tubGal80[ts] lacz unter Zugabe von
anlel38, anlel38C UNG DIMSO ... ...t e e e e e et e et e et s e e e e eaas 31
Abb. 12: Uberlebensdauer von elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 unter Wirkstoffzugabe......... 33
Abb. 13: Uberlebensdauer von elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 unter Zugabe von anle138b,

ANIEL38C UNA DMSO ... 33
Abb. 14: Uberlebensdauer von elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] unter Wirkstoffzugabe............. 35
Abb. 15: Uberlebensdauer von elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] unter Wirkstoffzugabe............. 35
Abb. 16: Darstellung der AB,,-Proteinmenge am Bsp. des Genotyps

elavGald/alz3;tubGal8O[tS] /AlZB .........ovuueiie e 38
Abb. 17: Darstellung der AB4,-Proteinmenge am Bsp. des Genotyps

elavGald/arc2e;tuUDGaAIBO[LS] .......ccoiiiiiiiie i e 38
Abb. 18: Darstellung des Verhaltnisses von unldslichem zum Gesamt-ABsz......ceeeveeerrrrennns 39

Abb. 19: Darstellung des physiologischen Augenphéanotyps verschiedener Fliegenlinien.....40
Abb. 20: Augenphanotyp mit dem Genotyp GMR/arc2e unter 29 °C .........ciiiiieeeeiieiinnnnnnn. 41
Abb. 21: Augenphanotyp der Fliegenlinie GMR/CyO unter 29 °C ........ccooviiiiiiiiiieeeeeeeeiiinnnn 42
Abb. 22: Augenphanotyp des Genotyps GMR/CD8eGFP(eGFP) unter 29 °C ...........c.evuueenn. 43



Tabellenverzeichnis iv

Il. Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Darstellung der verwendeten Modulatoren und deren Molekulargewicht .................. 23
Tab. 2: Darstellung der mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit der transgenen AB-Linien

UNEEE @IAVECLDD ... ..ttt 27
Tab. 3: Darstellung der untersuchten Temperaturbedingungen wéahrend der Verkreuzung und
M AAUIEN STAAIUM ...ttt 28
Tab. 4: Mittelwerte fur die Uberlebenszeit der Fliegen unter Verwendung der Treiberlinie....30
Tab. 5: Mittelwerte fiur die Uberlebenszeit des Genotyps elavGal4;tubGal80[ts],lacz............ 32
Tab. 6: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von

1T o L1 = o] =] o PR 32
Tab. 7: Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit des Genotyps elavGal4/alz3;tubGal80|[ts]/alz8 ....34
Tab. 8: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von

1T o L1 = o] =] o PR 34
Tab. 9: Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit des Genotyps elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] ......... 36
Tab. 10: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von

1T o L1 = o] =] o PR 36
Tab. 11: Mittelwerte und Mediane firr die Uberlebenszeit verschiedener Linien.................... 63

Tab. 12: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von
1Y o0 (U] F= 0 =T o 63



Abbklrzungsverzeichnis

[Il. AbbklUrzungsverzeichnis
%

°C

Abb.

AchE-Inhibitoren

AICD

anle138b

anlel38c
anlel45c
anle253b

APH-1
ApoE2
ApoE3
ApoE4
APP
APPL
AS
AUC
AB
ABuo

ABa2

ABGIu22Gly

BACE1
bzw.
C9orf72
cCT
CcMRT
CO,
CSF

Prozent

Grad Celsius

Abbildung

Acetylcholinesterase Inhibitoren

APP intracellular domain
3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1H-
pyrazole

3-(3-Bromophenyl)-5-(3, 4-dihydroxyphenyl)-1H-
pyrazole
3-(3,5-Dibromophenyl)-5-(3,4,5trihydroxyphenyl)-
1H-pyrazole hydrobromide
3-(3-Bromophenyl)-5-[4-(dimethylamino) phenyl]-
1H-pyrazole

anterior pharynx defective protein-1
Apolipoprotein E €2-Allel

Apolipoprotein E €3-Allel

Apolipoprotein E e4-Allel

amyloid precursor protein

amyloid precursor protein like

Aminosauren

area under the curve

Amyloid-

Beta-Amyloid mit einer Lange von 40 Amino-
sauren

Beta-Amyloid mit einer Lange von 42 Amino-
sauren

familiare Alzheimer-Mutante , Arctic;
Punktmutation mit Austausch von Glutaminsaure
gegen Glycin

B-site APP cleaving enzyme 1

beziehungsweise

Chromosome 9 open reading frame 72

zerebrale Computertomographie

zerebrale Magnetresonanztomographie
Kohlendioxid

Zerebrospinalfliissigkeit



Abbklrzungsverzeichnis

Vi

dAPPL

DMSO

DPP

EDTA

EGCG

et al.

F1- Generation
FAD

FTDP-17

GFP

GnHCI

h

H,O

HPLC

i.p.

kDa

kg

Konz.

I

M

M. Alzheimer
M. Parkinson
mg

min

ml

msd

NBB
NMDA-Rez.Antagonisten
PEN-2
PET-CT

pH
PHF
PrPC
PrPSc

Drosophila amyloid precursor like protein
Dimethylsulfoxid

3, 5-Di-Phenyl-Pyrazole
Ethylendiamintetraessigsaure
Epi-Gallocatechine-3-Gallate

et alii

Filialgeneration 1

familiare Alzheimer-Demenz
frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus
gekoppelt mit Chromosom 17

Gramm

grin fluoreszierendes Protein
Guanidiumhydrochlorid

Stunde

Wasser
Hochleistungsflussigkeitschromatographie
intraperitoneal

Kilodalton

Kilogramm

Konzentration

Liter

Molar

Morbus Alzheimer

Morbus Parkinson

Milligramm

Minute

Milliliter

meso scale discovery
N-Benzylidene-Benzohydrazaide
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten
presenilin enhancer protein 2
Positronenemissionstomographie in Kombination
mit Computertomographie

potentia hydrogenii

paarige helikale Filamente

Prion Protein cellular

Prion Protein Scrapie



Abbklrzungsverzeichnis

vii

PSN1

PSN2

RNA Polymerase Il
rpm

s.C.

SAPPa

SAPPS

sek

sery118

sery313b

sery335b

sery392b

sery85

SIFT
Tab.
Temp.
UAS
z.B.
ZNS
Mg

I

Prasenilin 1

Prasenilin 2

Ribonukleinsduren Polymerase I

revolutions per minute

subkutan

secreted amyloid precursor protein alpha
secreted amyloid precursor protein beta
Sekunde
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(3-fluorophenyl)-1H-
pyrazole
3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-chlorophenyl)-1H-
pyrazole
3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1-
methyl-1H-pyrazole
3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-hydroxyphenyl)-1H-
pyrazole
5-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)
isoxazole

scanning for intensely fluorescent targets
Tabelle

Temperatur

upstream activating sequence

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

Mikrogramm

Mikroliter



Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer (M. Alzheimer), eine Unterform der Demenzerkrankungen, bedingt einen
grol3en Anteil der neurodegenerativen Erkrankungen im hoheren Lebensalter. Prozentual
macht sie dabei mehr als 70% aller Demenzerkrankungen aus (Puglielli, Tanzi et al., 2003).
Die Pravalenz der Erkrankung ist zunehmend, sodass nach aktuellen Prognosen die Anzahl
der weltweit erkrankten Personen im Jahr 2035 auf ca. 60 Millionen ansteigen wird (Jahn,
2013). Das vermehrte Auftreten ist vor allem der steigenden Lebenserwartung, die den
groten Risikofaktor fur diese Erkrankung darstellt, geschuldet (Lindsay, Laurin et al., 2002).
Erstmals beschrieben wurde die Erkrankung 1907 von Alois Alzheimer, der bei seiner
Patientin Auguste Deter starke Personlichkeitsveréanderungen, Verfolgungs- und Eifersuchts-
wahn sowie eine fehlende Orientierung zu Ort und Zeit feststellte (Alzheimer, 1907).

Bei der Post-mortem-Untersuchung des Gehirns der Patientin fand Alois Alzheimer
morphologische Veranderungen in Form von Proteinablagerungen (Amyloide Plagques und
neurofibrillare Bundel) in der Hirnrinde. AuBBerdem stellte er eine Atrophie des Gehirns,

bedingt durch einen massiven Nervenzelluntergang, fest.

1.1.1 Krankheitsbild

Im Vordergrund stehen bei der Alzheimerschen Erkrankung zunachst Kurzzeitgedachtnis-
storungen. Haufig folgen Defizite bei der zeitlichen und 0&rtlichen Orientierung sowie ein
nachlassendes Urteilsvermogen. Im Verlauf zeigt sich ein progredienter Abbau in samtlichen
kognitiven Bereichen mit Stérungen der Affektkontrolle und der Alltagskompetenz aufgrund
der eingeschrankten praktischen Fertigkeiten (Weintraub, Wicklund et al., 2012). Zusétzlich
treten emotionale, sprachliche und motorische Dysfunktionen auf.

Im Endstadium sind die Patienten schlieRlich vollstandig auf Hilfe angewiesen (Amieva, Le
Goff et al., 2008; Forstl and Kurz, 1999). Zum aktuellen Zeitpunkt existiert keine wirksame

Therapie, die die Erkrankung heilen, ihr Fortschreiten verhindern oder verlangsamen kann.
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1.1.2 Genetische und weitere Risikofaktoren

Es handelt sich bei M. Alzheimer um eine Erkrankung multifaktorieller Atiologie, bei der
genetische, epigenetische und umweltbedingte Faktoren zusammenwirken (Huang and
Mucke, 2012). Der Groldteil der an Alzheimer erkrankten Patienten leidet unter der
sporadischen Variante (Tanzi, 2012). Der Zeitpunkt des Auftretens erster
Krankheitssymptome ist hierbei von entscheidener Bedeutung. Betroffene mit einem
prasenilen Manifestationsalter (30-65 Lebensjahr) werden der Gruppe early onset (ca. 5%),
Betroffene mit familiar gehaufter Symptomatik nach dem 65. Lebensjahr der Gruppe late
onset (ca. 95%) zugeordnet (Bird, 2008). Der frilhe Krankheitsausbruch korreliert zumeist mit
einem schnelleren klinischen Verlauf (Wu, Rosa-Neto et al., 2012). Es ist davon
auszugehen, dass die Neurodegeneration ca. 20-30 Jahre vor der Erstmanifestation
klinischer Symptome beginnt (Bateman, Xiong et al., 2012; Goedert and Spillantini, 2006;
Jack and Holtzman, 2013).

Bei den familiar betroffenen Alzheimer-Patienten (unter 1%) finden sich Mutationen mit
autosomal dominantem Erbgang. Die betroffenen Gene kodieren fir Presenilin 1 (PSN1),
Presenilin 2 (PSN2) und fur Amyloid-Precursor-Protein (Duara, Loewenstein et al.), die unter
anderem fiur die AB- Synthese verantwortlich sind (De Jonghe, Esselens et al., 2001; Goate,
Chatrtier-Harlin et al., 1991; Jiao, Tang et al., 2014; Mahley, Weisgraber et al., 2006)
(Sherrington, Rogaev et al., 1995).

Kardiovaskulare Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Rauchen sowie
ein insgesamt niedriges Bildungsniveau mit geringer kognitiver Beanspruchung, verminderte
korperliche Aktivitat und Depression im mittleren Lebensalter stellen z.T. modifizierbare
Risikofaktoren der sporadischen Alzheimer-Erkrankung dar (Barnes and Yaffe, 2011; Lee,
Back et al., 2010; Savva, Stephan et al., 2010; Sundstrom, Nilsson et al., 2007). Risikogene,
die mit dem gehéauften Auftreten sporadischer Alzheimer-Erkrankungen assoziiert sind,
wurden in einer Ubersichtsarbeit von Karch&Goate 2015 besprochen und umfassen u.a.
ApoE4 (Karch and Goate, 2015). Die sporadische Form der Alzheimer-Erkrankung wird
anhand des Erstmanifestationsalters noch in die frihe und die spate Form (> 65.Lebensjahr)

unterteilt.
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1.1.3 Molekulare Grundlagen der Alzheimer-Erkrankung

In Post-mortem-Untersuchungen der Gehirne an Alzheimer erkrankter Patienten zeigten sich
neuropathologisch intra- und extrazellulare Proteinablagerungen (Ramirez-Bermudez, 2012).
Bei den Proteinablagerungen (siehe Abb.1) handelt es sich um extrazellular lokalisierte AB-
Plaques, die aus dem AB-Peptid entstehen, sowie intrazellular lokalisierte neurofibrilliare
Biindel, die vorwiegend aus hyperphosphoyliertem Tau-Protein aufgebaut sind (Anand, Gill
et al, 2014). Diese Ablagerungen stellen bis heute die histomorphologischen
Charackteristika der Alzheimer-Erkrankung dar (Dickson, 1997; Glenner and Wong, 1984;
Grundke-lgbal, Igbal et al., 1986a; Grundke-lgbal, Igbal et al., 1986b; Mandelkow, von
Bergen et al., 2007; Mandelkow and Mandelkow, 1998).

&

Abb. 1. Mikroskopische Darstellung der Neuropathologie bei der Alzheimer-Erkrankung.
Darstellung einer neuritischen Plaque (Pfeil) und neurofibrilliarer Bindel (Pfeilspitze) mittels HE
Farbung.

[Abb. modifiziert nach (Walker and LeVine, 2012), Seite 33110]

1.1.3.1 Amyloid-Precursor-Protein

Bei dem Amyloid-Precursor-Protein (APP) handelt es sich um ein ca. 110-130 kDa grof3es
Typ-1-Transmembranprotein (Kang, Lemaire et al., 1987). Das APP-Gen ist auf dem
Chromosom 21 (21921) lokalisiert und besteht aus 19 Exonen. Es existieren verschiedene
Isoformen, von denen APP695 fast ausschliefilich in den Neuronen gebildet wird (Mills and
Reiner, 1999). Ortholge Gene (APPL) konnten u.a. bei Drosophila melanogaster gefunden
werden (Rosen, Martin-Morris et al., 1989; Zheng, Zhao et al., 2011).

Die physiologische Funktion des APP ist noch nicht vollstdndig geklart. Diskutiert wird eine

Funktion bei der synaptischen Plastizitdét, dem axonalen Transport und der Stimulation
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neuronaler Stammzellen. Zudem weist eine schon frihe Expression wahrend der
Gehirnentwicklung auf einen wesentlichen Einfluss bei der Neurogenese hin.

Im Tiermodell konnte eine Beteiligung bei der Differenzierung, Migration und Proliferation der
Neurone dargestellt werden (Muller, Pietrzik et al., 2012; Nicolas and Hassan, 2014; Shariati,
Lau et al., 2013; Tyan, Shih et al., 2012).

1.1.3.1.1 Amyloidogene Prozessierung von APP

Das ApB-Peptid entsteht durch proteolytische Spaltung des APPs. APP kann Uber zwei
unterschiedliche Wege prozessiert werden, an denen drei Sekretasen, a-, - und y-
Sekretase, beteiligt sind. (siehe Abb.2, Seite 5). Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung
schneidet zunachst die a-Sekretase innerhalb der AB-Doméne, sodass kein AB-Peptid
generiert wird (Esler and Wolfe, 2001).

Das dabei entstehende extrazellulare Produkt (sAPPa, secreted amyloid precursor protein a)
wirkt neuroprotektiv und stimulierend auf die Synaptogenese und das Neuritenwachstum
(Haass and Selkoe, 2007; Rose, Peoc'h et al., 2012; Young-Pearse, Chen et al., 2008)
AnschlieRend spaltet der y-Sekretase Komplex das zuvor entstandene C-terminale Fragment
C83 in die APP intrazellulare Doméne (AICD; APP intracellular domain) und in das p3-
Peptid. Die Funktion der intrazellularen Domane des APP wird kontrovers diskutiert. Es gibt
Hinweise, dass die AICD neurotoxisch wirkt. Zudem wird die Eigenschaft als
Transkriptionsfaktor diskutiert (Muller, Pietrzik et al., 2012; Pardossi-Piquard and Checler,
2012).

Unter physiologischen Bedingungen wird APP vorwiegend lber diesen Weg prozessiert.

Die amyloidogene Spaltung des APP erfolgt Uber die B- und y- Sekretase und fuhrt zur
Produktion von AB mit vorwiegender Bildung von 40 bzw. 42 Aminosauren langen Peptiden
(AB4o und AB4,). Bei der B-Sekretase (B-site APP cleaving enzyme 1, BACE-1) handelt es
sich um eine Aspartylprotease, die das APP im extrazellular liegenden Bereich spaltet. Durch
die Spaltung entsteht das l6sliche sSAPP( und ein C-terminales Fragment, bestehend aus 99
Aminoséauren (C99) (Jarrett, Berger et al., 1993).

Im darauffolgenden Schritt spaltet die y-Sekretase innerhalb der Transmembrandomane,
wodurch je nach Schnittstelle unterschiedlich lange AB-Peptide entstehen (ABss bis ARas
(Citron, Diehl et al., 1996; Qi-Takahara, Morishima-Kawashima et al., 2005; Takami,
Nagashima et al., 2009). Die y-Sekretase beinhaltet als Enzymkomplex verschiedene
Untereinheiten. Hierzu zahlen das Presenilin 1 (PSN1) oder 2 (PSN2), Nicastrin, Presenilin-
enhancer 2- (PEN 2) sowie APH-1 (Francis, McGrath et al., 2002; Smolarkiewicz,
Skrzypczak et al., 2013).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung und AB-Akkumulierung.

Abgebildet sind die beiden mdglichen Prozessierungswege des APP mittels a- und y-Sekretase mit
Entstehung des sAPPa und des C83 sowie Uber B- und y- Sekretase mit Bildung des sAPP und C99.
Das AB-Peptid aggregiert zu neurotoxisch wirkenden Oligomeren und schlief3lich zu senilen Plaques.
[Abb. modifiziert nach (Gandy, 2005), Seite 1122]

SAPPB

1.1.3.2 Zytotoxizitat des Amyloid-

Aggregierte zytotoxische Peptide stellen ein typisches Merkmal vieler neurodegenerativer
Erkrankungen dar (Jucker and Walker, 2013). Das mittels - und y-Sekretasen entstehende
ABs, weist ein deutlich aggregierendes Verhalten auf und bedingt den Grof3teil der
Amyloidplaques (Glenner and Wong, 1984; Hardy, 1997; Zimmermann, Gardoni et al.,
2005). In diversen Studien wurde der zytotoxische Effekt des AR mit dem Auftreten von
oxidativem  Stress, Entzundungsreaktionen, synaptischen und  mitochondiralen
Dysfunktionen sowie dem Interagieren mit Rezeptoren (NMDA, AMPA, cholinerge
Rezeptoren) und Membranen beschrieben (Butterfield, Reed et al., 2007; Canevari, Clark et
al., 1999; Lin, Bhatia et al., 2001; Rosales-Corral, Tan et al., 2004; Salminen, Ojala et al.,
2008).

Die Zytotoxizitat geht bei der Alzheimer-Erkrankung nicht von den Plaques, sondern von den
oligomeren Vorstufen aus (Benilova, Karran et al., 2012), wobei bis heute nicht abschlieRend

geklart ist, welche dieser Oligomere/Protofibrillen toxisch sind.
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Den Monomeren konnte keine Neurotoxizitdt, hingegen jedoch neuroprotektive
Charackteristika nachgwiesen werden (Giuffrida, Caraci et al., 2009; Shankar, Li et al., 2008;
Zou, Gong et al., 2002). Im Mausmodell zeigte sich eine Beeintrachtigung der synaptischen
Plastizitat im Bereich des Hippocampus durch Dimere (Shankar, Li et al., 2008).
Insbesondere die loslichen Oligomere begriinden jedoch die Toxizitat des AR (Lesne, Koh et
al., 2006; McLean, Cherny et al., 1999; Walsh and Selkoe, 2007). In experimentellen Studien
zeigte sich zudem, dass die Neurotoxizitdt konzentrationsabhangig ist (Selkoe, 2008).

Der Verlust der kognitiven Fahigkeiten korreliert nur wenig mit der Menge der amyloidogenen
Plague-Last (Duyckaerts, Delatour et al., 2009; Nelson, Alafuzoff et al., 2012; Thal, Capetillo-
Zarate et al., 2006; Thal, Rub et al., 2002).

1.1.3.3 Tau-Protein

Das Mikrotubulus-assoziierte Protein Tau hat eine Gré3e von 352-757 Aminosauren (AS)
und moduliert die Stabilitdt von Mikrotubuli und dariber den axonalen Transport (Goedert,
Klug et al., 2006; Mandelkow, von Bergen et al., 2007; Weingarten, Lockwood et al., 1975).
Tau wird durch das MAPT Gen, welches sich auf dem Chromosom 17921 befindet, kodiert.
Durch alternatives Splicen der Exone 2, 3 und 10 entstehen 6 unterschiedliche Isoformen,
die sich Isoform-abhangig zu pathologischen Aggregaten zusammen lagern konnen (Neve,
Harris et al., 1986). Eine Verschiebung im Verhaltnis der verschiedenen Isoformen wurde bei
einer Reihe von neurodegenerativen Erkrankugen mit Tau-Pathologie beschrieben (z.B. der
progressiven supranukledren Blickparese, der kortikobasalen Degeneration). Weiterhin
wurden bei der FTDP-17 Mutationen beschrieben, die zu einer Dysbalance zwischen 3 und 4
Repeat haltigen Isoformen fuihren (Hong, Zhukareva et al., 1998).

Bei der Alzheimer-Erkrankung wird Tau moglicherweise infolge der AB-Toxizitdt in das
somatodendritsche Kompartiment fehlsortiert und aggregiert. Die neurofibrillaren Bindel der
Alzheimererkrankung bestehen vorwiegend aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein. Die
intrazellulare Aggregation von Tau ist neurotoxisch. Aus einer verminderten Stabilisierung
der Mikrotubuli resultiert méglicherweise die Beeintrachtigung des anterograden axonalen

Transports (Mandelkow and Mandelkow, 2012).
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1.1.4 Diagnostik

Bis zum heutigen Zeitpunkt handelt es sich bei der Erkrankung M. Alzheimer um eine
Ausschlussdiagnose, die erst Post mortem bei der Obduktion des Gehirns sicher
diagnostiziert werden kann. Die Kklinische Diagnostik umfasst eine neuropsychologische
Testung, eine zerebrale Bildgebung (cCT, cMRT, ggf. PET-CT), eine ausfiihrliche
Blutuntersuchung zum Ausschluss anderer Ursachen sowie die Analyse entnommener
Zerebrospinalflissigkeit (CSF). Die aktuellen Diagnosekriterien richten sich nach dem
National Institute on Aging & the Alzheimer’s Association workgroup (NIA-AA), bei denen die
Wabhrscheinlichkeit einer Alzheimer Demenz anhand des Klinischen Verlaufs mit
zunehmender kognitiver Verschlechterung, des Vorhandenseins einer kausativen
genetischen Mutation, eines positiven Ligquorbefundes und einer Bildgebung abgeschatzt

werden (McKhann, Knopman et al., 2011).

1.1.5 Therapeutische MaRnahmen

Zugelassen zur symptomatischen Therapie ist die Gabe von Acetylcholinesterase Inhibitoren
(AchE-Inhibitoren) bei leichter bis mittelschwerer Demenz sowie die Verordnung von
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten (NMDA-Rezeptor-Antagonisten) bei  mittel-
schwerer und schwerer Demenz.

Acetylcholinesterase Inhibitoren verzégern den Abbau des Acetylcholins im synaptischen
Spalt. Dadurch wird die Konzentration des Acetylcholins am Rezeptor erhdht und ihre
Wirkung verlangert, wodurch das durch Neurodegeneration, v.a. im Nucleus Basalis
Meynert, entstandene cholinerge Defizit kompensiert werden soll (Lahiri, Farlow et al., 1997).
Die Uberstimulierung der NMDA-Rezeptoren spielt eine entscheidende Rolle bei
neurodegenerativen Erkrankungen. NMDA-Rezeptor-Antagonisten verhindern die dauerhafte
Aktivierung der Nervenzelle durch Glutamat, vermindern den Calciumeinstrom und greifen so
stabilisierend und verzogernd in den Abbauprozess ein (Danysz, Parsons et al., 2000;
Rogawski and Wenk, 2003). Die medikamentose Therapie mit AChE- Inhibitoren fihrt
optimalerweise zu einer Stabilisierung der kognitiven Fahigkeiten fir bis zu 6 Monate, die
Therapie mit Memantinen zur Stabilisierung der Alltagsfunktion (AlexanderBenson et al.,
2013; Tan, Yu et al., 2014).

Nicht-pharmakologische Anséatze sind insbesondere der Einsatz von Ergo- und

Physiotherapie, die Behandlung der kardiovaskularen Erkrankungen sowie der Therapie
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einer haufig begleitenden Depression. Ziel ist ein mdoglichst langer Erhalt der
Eigenstandigkeit und die Verbesserung der Lebensqualitét (Froelich, 2010).

Experimentelle Therapieansétze fokussieren sich v.a. auf das AB als zentralen Angriffspunkt,
da die Erkrankung mit der Amyloid-Pathologie zu beginnen scheint (Bateman, Xiong et al.,
2012; Jack and Holtzman, 2013). Bei den passiven Immunisierungen werden zumeist
humanisierte monoklonale Antikdrper oder Immunglobuline eingesetzt. In Tierexperimenten
fuhrten aktive und passive Immunisierungen zu einer verringerten Auspragung der
neuritischen Plagques mit teilweise verbesserter kognitiver Leistungsfahigkeit. 1999 erfolgte
erstmals eine aktive Immunisierung in einem transgenen Mausmodell (Schenk, Barbour et
al.,, 1999). Erste klinische Studien mit aktiver Immunisierung wurden aufgrund
schwerwiegender unerwinschter Ereignisse, wie etwa Meningoenzephalitiden (Delrieu,
Ousset et al., 2012a; Delrieu, Ousset et al.,, 2012b) abgebrochen. Klinische Studien mit
humanisierten monoklonalen Antikérpern wurden aufgrund fehlender Wirksamkeit ebenfalls
beendet. Bei Bapineuzumab und Solenezumab handelt es sich um humanisierte
monoklonale Antikdrper, die losliches AB und teilweise auch die aggregierte Form des AR
(Bapineuzuma) erkennen koénnen. Die im Mausmodell gezeigte Verbesserung der
Gedachtnisfunktion konnte in Phase Il Studien nicht gezeigt werden. Mdgliche Erklarungen
sind eine zu spat begonnene Therapie und die Unzureichenheit AB als alleinige Zielsubstanz

zu verwenden (Doody, Thomas et al., 2014; Salloway, Sperling et al., 2014).

1.2 Aggregationsinhibitoren

Gegenstand aktueller Forschungen ist die Suche nach Wirkstoffen zur Therapie des
M. Alzheimer durch Inhibierung der toxischen Aggregation von AR (Bieschke, 2013).
Verschiedene Farbstoffe wurden untersucht. Der erste beschriebene Wirkstoff, Kongorot
(Azofarbstoff), hemmte in hohen Dosierungen in vitro die Amyloidformation, wirkte in den
bendtigten Konzentrationen jedoch toxisch (Feng, Toyama et al., 2008). Weitere Hemmstoffe
wie Thioflavin T und Methylenblau (Phenothiazin) folgten (Alavez, Vantipalli et al., 2011;
Bieschke, 2013; McGovern, Caselli et al., 2002; Necula, Kayed et al., 2007; Wischik,
Edwards et al., 1996). Bei den Antioxidantien handelt es sich vor allem um polyzyklische
Polyphenole wie Curcumin, Resveratrol, Dopamin und Catechin (Ladiwala, Lin et al., 2010;
Mazzulli, Mishizen et al., 2006).

Epi-Gallocatechine-3-Gallat (EGCG) hemmt die AB- und a-Synuclein-Aggregation duch
Bindung und Stabilisierung des nativen ungefalteten Proteins (a-Synuclein) bzw. durch
Forderung der Bildung von unstrukturierten, nicht toxischen Oligomeren (Bieschke, Russ et
al., 2010).
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ECGC kann daruber hinaus bereits geformte Amyloid Fibrillen aus AB und a-Synuclein in
kleinere, nicht-toxische amorphe Proteinaggregate umwandeln (Bieschke, Russ et al., 2010).
ECGC inhibiert zudem die Aggregation von Huntingtin (Ehrnhoefer, Duennwald et al., 2006),
Transthyretin (Ferreira, Cardoso et al., 2009), Lysozym (He, Xing et al., 2009) und Prion-
Protein-Sc (Rambold, Miesbauer et al., 2008). Bei EGCG handelt es sich nicht um einen
reinen Aggregationsinhibitor. EGCG wirkt zudem als Antioxidans (Mandel, Amit et al., 2008)
und erhoht die Spaltung des APP in nicht-amyloidogene-Peptide, indem es die o-
Sekretaseaktivitat erhoht (Fernandez, Rezai-Zadeh et al.,, 2010). Problematisch ist die
geringe Blut-Hirn-Schranken-Penetration (10-20%) von EGCG (Mereles and Hunstein, 2011,
Singh, Shankar et al., 2011; Singh, Arseneault et al., 2008).

1.3 Oligomermodulatoren

In den Experimenten wurden verschiedene Modulatoren verwendet (Wagner, Ryazanov et
al., 2013).

Diese waren im Rahmen eines Screens beziiglich einer aggregationshemmenden Wirkung
bei Prion-Proteinen identifiziert worden (Abb. 3, Seite 10). Hierbei hatte sich die Schiff-Base
N-Benzylidene-Benzohydrazaide (NBB) als Leitstruktur herauskristallisiert. Aufgrund des
schnellen Metabolismus in vivo waren weitere Modifizierungen erfolgt. Es waren 150 DPP
Derivate synthetisiert worden, deren Wirksamkeit mittels SIFT und in der Zellkultur im anti-
prion-assay getestet wurde. Die 38 wirksamsten Wirkstoffe waren anschlieend in vivo im
Mausmodell getestet worden.

Dabei hatte anle138b die starkste Aktivitat gegen das Aggregationsverhalten im Prion- und

im a-Synuclein Modell gezeigt.
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Abb. 3: Zusammenfassende Darstellung der experimentellen Strategie zur Identifizierung
potentieller Aggregationsinhibitoren.
[Abb. modifiziert nach (Wagner, Ryazanov et al. 2013), Seite 797]

Anle138b hatte dabei eine strukturabhangige Bindung zu den Aggreaten aufgewiesen und
die Oligomerbildung in vivo und in vitro fiir das Prion-Protein Scrapie (PrP>°) sowie fiir das
a-Synuclein gehemmt. Darlber hinaus war eine verminderte neuronale Degeneration, ein
verlangertes Uberleben, eine Reduzierung motorischer Defizite, ein anndhernd normales
Korpergewicht sowie eine verzogerte Erkrankungsprogression festgestellt worden. Die orale
Verabreichung der Wirkstoffe hatte mit 50% area under the curve (AUC) eine hohe orale
Bioverfluigbarkeit aufgewiesen, die mit einer intraperitonealen Applikation vergleichbar war.
Es war auch bei Langzeitbehandlungen (> 1 Jahr) keine Toxizitdt von anlel38b in
therapeutischen Dosen gefunden worden. Die Gabe hoherer Dosierungen hatte bei
proportional steigenden zentralen und peripheren Konzentrationen keine Sattigung der
Clearance ergeben. Hierbei waren zentral hohere Konzentrationen als peripher erreicht
worden, was Hinweise auf eine gute Blut-Hirn-Schranken Penetration ergeben hat. In den
Gehirnextrakten, unter Zuhilfenahme von Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
und der Massenspektroskopie, waren keine Metabolite des anle138b detektiert worden.
Hieraus hatte sich ergeben, dass es sich bei anle138b um den aktiven Modulator gehandelt

hat. In der Studie war gezeigt worden, dass die Prion-Protein- (PrP®) und die a-Synuclein



Einleitung 11

Expression durch anle138b unbeeintrachtigt waren. Hieraus resultiert, dass anle138b direkt
in den toxischen pathway von PrP® und a-Synuclein eingegriffen und deren Neurotoxizitét
reduziert hatte. Dabei hatte anle138b direkt die Amplifizierung des PrP>° geblockt. In der
Sucrose-Gradienten-Zentrifugation war eine Reduktion hochmolekularer Substanzen mit
einer Verschiebung des Gradienten in Richtung niedermolekularer Oligomere erkennbar.
Physiologische Fibrillenbildung wie z.B. von Aktin war durch anle138b nicht beeinflusst
worden. Insgesamt hatte sich anlel38b auch nach Auftreten erster klinischer Symptome
(z.B. motorische Defizite) noch als effektiv erwiesen. Dabei war der Wirkstoff 0, 80 und 120
Tage nach der Infektion verabreicht worden. Klinisch hatte sich ein verlangertes Uberleben
sowie ein stabilerer Korpergewichtsverlauf gezeigt. Immunhistochemisch und im Dotblot war
eine verminderte PrP5¢ Akkumulierung, histologisch eine Reduktion des neuronalen Zelltodes
erkennbar.

Die Effektivitat des Wirkstoffs bei fortgeschrittener Erkrankung erweist sich als nitzlich, da
bei Diagnosestellung klinische Symptome zumeist schon vorhanden sind. Bisher existieren
keine Daten zur Wirksamkeit der Wirkstoffe auf AB. Aufgrund der Effekte auf a-Synculcein

und auf PrP wird jedoch eine Wirksamkeit vermutet.

1.4 Drosophila melanogaster als Tiermodell fur

neurodegenerative Erkrankungen

Fur die Experimente wurde das Tiermodell Drosophila melanogaster verwendet, welches
1830 erstmalig von Johann Wilhelm Meigen, einem deutschen Entomologen, beschrieben
wurde und weltweit zu den am besten erforschsten Tiermodellen zahlt. Mit zunehmender
Kenntnis Uber die Anatomie und Physiologie sowie der Sequenzierung des Genoms
(AdamsCelniker et al., 2000) wurde sie zum Versuchstier der klassischen Genetik.

Eine Vielzahl von Genen und Signaltransduktionskaskaden stimmen zwischen dem
Menschen und der Taufliege tiberein (Yoshihara, Ensminger et al., 2001), sodass sich neue
Dimensionen zur Erforschung grundlegender Mechanismen von neurodegenerativer
Erkrankungen zeigten. Das ganze Genom mit mehr als 14000 Genen ist bei Drosophila
melanogaster auf vier Chromosomenpaaren organisiert, von denen der Grof3teil auf 3
Chromosomen lokalisiert ist. Fast 75% der krankheitsrelevanten Gene im Menschen haben
funktionelle Orthologe in Drosophila melanogaster (LIoyd and Taylor, 2010; Reiter, Potocki et
al.,, 2001). In vielen Bereichen der Zellbiologie wie z.B der Genexpression, neuronaler
Plastizitat, Zelltod und dem Membrantransport zeigen sich Ahnlichkeiten zwischen

Drosophila melanogaster und dem Menschen (Sang and Jackson, 2005).
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Die adulte Fliege enthalt zahlreiche Strukturen, die menschlichen Organen (Herz, Lunge,
Niere, Gastrointestinaltrakt und Reproduktionsorgane) ahneln. Das Nervensystem umfasst
mehr als 100.000 Neurone, die komplexe Funktionen wie z.B Lernen und Gedéchtnis,
zirkadiane Rhythmik und Verhalten steuern (Greenspan, 2004). Die Blut-Hirn-Schranke wird
durch subperineurinale Glia, einer Untergruppe Oberflachen assoziierter Gliazellen gebildet
und schitzt dartiber das Nervensystem vor der kaliumreichen Hamolymphe (Schwabe,
Bainton et al., 2005). Die Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke &@hnelt der des Menschen
(Stork, Engelen et al., 2008), wodurch die Effekte von ZNS-wirksamen-Medikamenten auf
Drosophila melanogaster erklarbar sind. In Drosophila melanogster finden sich gleiche
Neurotransmitter-Systeme (Acetylcholin, GABA, Dopamin, Glutamat) wie im menschlichen
Genom (Greenspan, 2004).

Verschiedene Substanzen, die an die dopaminergen, nikotinergen und glutaergen
Rezeptoren ansetzen, bewirkten nach Applikation die erwarteten Verhaltensédnderungen und
Symptome (Andretic, Kim et al., 2008; Bainton, Tsai et al., 2000; McClung and Hirsh, 1998;
Nichols, Ronesi et al., 2002; Rothenfluh and Heberlein, 2002; Wolf and Heberlein, 2003).
Zahlreiche Drosophilamodelle mit Ausbildung eines deutlichen Phanotyps stehen zur
Analyse komplexer Prozesse des ZNS zur Verfigung. Ein weiterer entscheidender Vorteil
besteht in der hohen Nachkommenzahl bei nur geringem Kostenaufwand und gleichzeitiger

kurzer temperaturabhangiger Generationsfolge.

1.4.1 Alzheimer-Modelle im transgenen Fliegenmodell

Ursachlich fir eine Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen wie M. Alzheimer,
Tauopathien und M. Parkinson sind fehlgefaltete aggregierende Proteine (Soto, 2003). Das
homologe Drosophila-Gen des humanen APP, Drosophila-amyloid-precursor-like protein
(dAPPL), enthélt keine AB-Doméne und spaltet das humane APP nicht am N-Terminus,
sondern am C-Terminus (Luo, Tully et al., 1992).

Die Komponenten des humanen y-Sekretase-Komplexes (siehe Abb.4, Seite 14) finden sich
vollstdndig im Genom von Drosophila melanogaster (Periz and Fortini, 2004; Takasugi,
Tomita et al., 2003). In dreifach (APP, BACE und Presenilin) transgen verénderten Fliegen
konnte die amyloidogene Prozessierung des humanen APPs nachgewiesen werden und war
von altersabhangiger Neurodegeneration und verringerter Lebensspanne gekennzeichnet
(Greeve, Kretzschmar et al., 2004). Die klinische Symptomatik der AR und AR, Produktion
in den Gehirnen der Drosophila melanogster aufierte sich in einer verminderten
Synapsenplastizitat, Kurzzeitgedachtnisstérungen, motorischen Defiziten und in einer

verkirzten Lebensspanne (lijima, Liu et al., 2004; Yagi, Tomita et al., 2000).
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Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modellen war das ABi.4-Peptid an ein
Sekretionssignal gekoppelt, was eine Freisetzung des Peptids in den Extrazellularraum
gewabhrleistete (Crowther, Kinghorn et al., 2005). Immunhistochemisch konnte im Verlauf
eine extra- und intrazellulare AB-Akkumulierung, allerdings ohne Fibrillenbildung,
nachgewiesen werden. Histologisch zeigte sich aul3erdem eine gendosisabhéngige
Ausbildung eines Augenphéanotyps mit ausgepragter Vakuolenbildung, Atrophie der
Photorezeptorzellen und rauer Augenoberflache. Klinisch imponierten zudem eine verkiirzte
Lebensdauer sowie eine verminderte lokomotorische Aktivitat. Dabei zeigten Linien mit A,
sw-Expression eine deutlich verminderte Tendenz zur Aggregation mit nur geringer
Symptomauspragung im Vergleich zu Linien mit AB;.4,-Expression.

Im Verhéltnis zu Linien mit einfach inseriertem ABi.4, waren Linien mit doppelt inseriertem
AB1.4, deutlich schwerer von der klinischen Symptomatik mit motorischer Dysfunktion und
vermindertem Uberleben betroffen (Crowther, Kinghorn et al., 2005).

Die zudem generierte arctic mutante ABRGIu22Gly zeichnet sich durch eine deutlich
aggressivere Verlaufsform der Kklinischen Symptomatik mit frihzeitigem Beginn aus
(Crowther, Kinghorn et al., 2005).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der beteiligten Komponenten bei der Alzheimer-Erkrankung
am Beispiel des Menschen und Drosophila melanogaster.
[Abb. modifiziert nach (lijima, Liu et al. 2004), Seite 24]
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1.5 Ziel der Arbeit

Aufgrund der weltweiten demographischen Entwicklung mit insbesondere in den
Industrielandern zunehmend steigendem Lebensalter und der damit verbundenen
steigenden Anzahl neurodegenerativer Erkrankungen besteht eine Notwendigkeit zur
Entwicklung neurer Therapiekonzepte zur Behandlung der Demenzerkrankungen.

Im Mittelpunkt steht hierbei das bessere Verstandnis der Alzheimer-Erkrankung, welche
prozentual die haufigste Ursache neurodegenerativer Erkrankungen im héheren Lebensalter
darstellt. Ein mdglicher Therapieansatz ist die Inhibierung toxischer Amyloid-B-Aggregate,
die gemaR der Amyloid-Hypothese eine kausale Rolle bei der Entstehung der neuronalen
Dysfunktion und Neurodegeneration im Rahmen der Alzheimer-Krankheit einnehmen.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Wirksamkeit verschiedener synthetischer
Diphenyl-Pyrazol Derivate in transgenen Alzheimerfliegenmodellen auf das zentrale und
periphere Nervensystem in vivo. Die beschriebenen Wirkstoffe zeigten in vitro eine
Reduktion der Aggregation von a-Synuclein und Prionproteinen bei unverdnderter
Expression auf Proteinebene. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch nicht abschlie3end
geklart. Ebenso war nicht bekannt, ob die Substanzen auch die Aggregation von Tau oder
AB beeinflussen und welche dieser Substanzen die hochste Effektivitat in vivo haben.

Zur Testung einer moglichen Wirkung in vivo wurden die Wirkstoffe in transgenen
Alzheimerfliegenmodellen untersucht. Vorteile gegentiber einer Testung im Mausmodell sind
kurze Generationszeiten, eine kostengunstige Aufzucht sowie eine geringere
Arbeitsintensivitat. Ziel war die Identifizierung der wirksamsten Substanzen, um deren
Wirksamkeit anschliessend im Mausmodell zu testen. Idealerweise sollten diese

anschliel3end in die (pré)klinische Testung gebracht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsguter

2.1.1.1 Chemikalien

Guanidinhydrochlorid (GnHCI) (CHsN3*HCI)
Hepes (CgH1gN204S)

Protease inhibitor cocktail
Ethylendiamintetraessigsaure [C1oH1sN2Og]
Saccharose [C12H2,014]

Tris base [C4H11NO3]
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’
-tetraessigsaure (EGTA), [C14H24N2010]
Diethanolamin, (DEA) [C4H11NOy]
Natriumcholridlésung [NaCl]

Ameisensaure Losung [CH,0,]
Dinatriumhydrogenphosphat [Na,HPO,]
Natriumacid [NaNs]

Dimethylsulfoxid [C,HsOS]

Flissigstickstoff [LN,]

2.1.1.1.1 Puffer und Lésungen

GnHCI-Extraktionspuffer

Gewebehomogenisierungspuffer

Diethylacetat-Puffer

Carl Roth® GmbH, Karlsruhe
AppliChem® GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich® Corporation, St-Louis
AppliChem®, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich® Corporation, St. Louis
AppliChem® GmbH, Darmstadt

AppliChem®, Darmstadt
AppliChem®, Darmstadt
AppliChem®, Darmstadt
Carl Roth® GmbH, Karlsruhe
Carl Roth® GmbH, Karlsruhe
AppliChem®, Darmstadt

AIR LIQUIDE®, Dusseldorf

M Guanidinium HCI, 50 mM Hepes
pH 7.3, protease inhibitor cocktail
(Sigma, P8340), 5 mM EDTA

(250 mM Saccharose, 20 mM Tris base,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, protease
inhibitor cocktail (Sigma))

0.4% DEA, 100 mM NaCl and protease

inhibitor cocktail
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Ameisensaure-Neutralisationpuffer

1 M Tris base, 0.5M Na,HPO,,
0.05% NaNj;

Nachfolgende, verwendete Wirkstoffe wurden im Max-Planck-Institut fir biophysikalische

Chemie in Gottingen synthetisiert.

3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1H-pyrazole
3-(3-Bromophenyl)-5-(3, 4-dihydroxyphenyl)-1H-pyrazole

3-(3 5-Dibromophenyl)-5-(3, 4, 5-trihnydroxyphenyl)-1H-pyrazole hydrobromide
3-(3-Bromophenyl)-5-[4-(dimethylamino) phenyl]-1H-pyrazole
5-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl) isoxazole
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(3-fluorophenyl)-1H-pyrazole
3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-chlorophenyl)-1H-pyrazole
3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1-methyl-1H-pyrazole
3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-hydroxyphenyl)-1H-pyrazole

2.1.1.2 Verbrauchsguter

Latexfreie Handschuhe
Pipettenspitzen (1000 pl, 200 pl, 10 pul)
Polypropylene Conical Tube 50 ml
Eppendorfer Tubes® 1,5 ml

Cellstar Tubes 15 ml

Plexiglasgefasse mit
Standardnahrmedium und Stopfen

Backerhefe

2.1.2 Gerate

Stereomikroskop W10x120
Fluoreszenzmikroskop P1 10x123 Discovery V8
Heraeus Multifuge X1R

Ultrazentrifuge Optima TM MAX-XP

Precellys 24

Reagenzglasschiittler, Vortex Genie2

anlel38b
anle138c
anlel45c
anle253b
sery85
seryll18
sery313b
sery335b
sery392b

Hartmann AG, Heidenheim

Starlab® GmbH, Hamburg

Becton Dickinson®GmbH, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One®GmbH, Frickenhausen
Max-Planck-Institut fur biophysikalische
Chemie, Gottingen

kommerzielle Backerhefe

Motic, Wetzlar

Carl Zeiss GmbH®, Jena

Thermo Fisher Scientific Massachusetts
Beckman Coulter, Krefeld

Bertin Technologies, peglab
Biotechnologie GmbH®

Scientific industries, New York
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HI 2211 pH/ORP Meter Hanna instruments GmbH, Kehl am Rhein

Messwaage (Kern FTB und Kern AEJ) Kern&Sohn GmbH, Balingen

Pipetten (Eppendorf Research plus) Eppendorf AG, Hamburg

Comfort freezer Liebherr International AG, Bulle

Ultraschallbad Sonorex super; Bandelin GmbH, Berlin

Thermostatschrank Aqualytic® GmbH, Dortmund

CO, Betaubungsplatte Sonderanfertigung Gunther Tietsch

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik®GmbH,
Burgwedel

Thermocycler Trio Biometra® GmbH, Goéttingen

2.1.3 Fliegenlinien

2.1.3.1 Gal4-Treiberlinien

w[**¥]; P{w[+mC]=GAL4-elav.L}2/CyO BL 8765
wW[*]; P{w[+mC]=tubP-GAL8O[TS] [ts]}2/TM2 BL 7017
W['8];P{ry[+t7.2]=neoFRT}42DP{w[+mC]=Mae-GMR.EP}hbs[EP]/CyO BL 27617
w[*]; P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155] BL 458

2.1.3.2 UAS-spezifische Drosophila-Linien

Nachfolgende Linien (a-d) wurden von D. Crowther zur Verfligung gestellt (Crowther,
Kinghorn et al., 2005): Die Herstellung der Linien (a-c) erfolgte durch Einbringen des
AB1.42-Peptids (DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA) in den Gal4-

PUAS Expressionsvektor.

2.1.3.2.1 AB-Linien

w[*"¥];P{UAS-AB 1-40} = AB40-29.1 (a)
W[ P{UAS-AB 1-42} = AB42-alz3 (b)
W[''H8]:P{UAS-AB 1-42}; P{UAS AB1-42} = alz3;alz8 (c)
W[, P{UAS-Arctic AB 1-42 (Glu22Gly)} = arc2e (d)
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Die nachfolgende Linie (e) wurde von M.Konsolaki zur Verflgung gestellt. Die Herstellung
erfolgte durch Einfigen der AB4,-Sequenz in den augenspezifischen Expressionvektor pPGMR

(Brand and Perrimon, 1993; Finelli, Kelkar et al., 2004; Hay, Wolff et al., 1994)

W[ EP{UAS-APP.AB42}H29.3 = AB42-H29.3 (e)

2.1.3.2.2 Kontrolllinien

w[**8]; P{w[+mC]=UAS-lacZ.NZ}20b
w[1118]P{UAS-mCD8::GFP.L}LL5
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2.2 Methoden

2.2.1 Zucht- und Haltebedingungen von Drosophila melanogaster

Die Haltung und Zucht von Drosophila melanogaster erfolgte auf einem Nahrmedium in
Glasrohrchen. Dabei sind konstante Bedingungen hinsichtlich Temperatur, Luftfeuchtigkeit
und Tag/Nacht-Rhythmus von hoher Bedeutung. Um dies zu gewahrleisten, erfolgte die
Haltung und Zucht von Drosophila melanogaster bei einer konstanten Temperatur von 29 °C,
einer Luftfeuchtigkeit von 60% und einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12 Stunden (h) unter
Verwendung eines Inkubators.

Um eine bakterielle Kontaminierung so gering wie moglich zu halten, wurden die Fliegen ca.
alle 3 Tage auf frisches Nahrmedium gesetzt (Greenspan, 2004).

Fur die Verkreuzung der Fliegen wurden jeweils die Jungfrauen der Treiberlinie mit den
Mannchen der transgenen Linie in einem Verhaltnis von 3:1 verkreuzt.

Nach zwei- bis dreitdgiger Eiablage wurden die adulten Tiere aus dem Zuchtgefald entfernt.
Abhangig von der umgebenden Temperatur benétigt Drosophila melanogaster fur die
Entwicklung vom Ei bis zur adulten Fliege etwa 9-21 Tage. Fir die Versuche wurden jeweils

die Mannchen der F1-Generation verwendet.

2.2.1.1 Nahrmedium

Zur Herstellung des Nahrmediums mit einem Gesamtvolumen von 81| wurden 4 | deioni-
siertes Wasser mit 64 g Fadenagar vermengt und tiber Nacht zum Quellen stehen gelassen.
Im Anschluss erfolgte das Aufkochen, bis der Agar vollstandig geldst war. Das Gemisch
wurde mit 640 g Maismehl, 80 g Sojamehl, 200 g Bierhefe und 2| deionisiertem Wasser
versetzt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 640 g Malz, 175 g Rubensirup und 11
deionisiertem Wasser. Der Brei wurde 30 min gekocht und im Anschluss auf 55-60 °C
abgekihlt. Nach dem Abkihlen wurden die Konservierunsstoffe Nipagin (12 g) sowie
Propionséure (75 ml) hinzugefugt. Das noch flissige Futter wurde in verschieden grof3e

Plexiréhrchen geflillt, mit Folie abgedeckt und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.
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2.2.2 Genexpression mittels UAS-Gal4-System

In den Versuchen wurde das gangige UAS-Gal4-System verwendet (siehe Abb. 5). Dabei
bedient man sich der Methode, Genaktivitat mit Hilfe notwendiger Transkriptionsfaktoren
(Gal4,Gal80[ts]) zu steuern. Bei Gal4 handelt es sich um ein aus 881 Aminosduren
bestehendes Protein, welches erstmals in Hefe gefunden wurde und die Genexpression in
spezifischen Geweben regulieren kann (Laughon, Driscoll et al., 1984; Laughon and
Gesteland, 1984).

Mittels p-Element induzierter Keimbahnmutation ist die Einbringung des hefespezifischen
Tranksriptionsfaktores unter Promotor-Kontrolle mdéglich. Das zu untersuchende Gen wird
mittels Fusionierung des Enhancer-Elementes UAS (upstream activating sequence)
ebenfalls lber ein p-Transposon in die Keimbahn eingefiigt. Die Genaktivierung erfolgt nach
Verkreuzung der Stamme in der F1-Generation. Dabei bindet das Protein GAL4 spezifisch
an die UAS, wodurch ein downstream gelegenes Zielgen aktiviert wird, beispielsweise das
grin-fluoreszierende-Protein (GFP). Im Anschluss erfolgt die Proteinbiosynthese Uber die
Ribonucleinsdure (RNA)-Polymerase Il mit gewebespezifscher Exprimierung (Brand and
Perrimon, 1993).

| Gewebespezifischer Promotor H Gal4 |
Gewebespezifische Expression des Gal4

AB-42 Peptid

uas H AB-42 |
Genexpression nach
Aktivierung durch Gal4

Abb. 5: Schematische Darstellung der Funktionsweise des UAS-Gal4-Systems am Beispiel des

AB4,-Peptids.

Die Treiberlinie (Fliege links im Bild) exprimiert den Transkriptionsfaktor Gal4. Nach Verkreuzung mit
einer UAS-Linie (Fliege rechts im Bild), welche die Zielsequenz enhélt, wird die Sequenz in einem
spezifischen Gewebe exprimiert

[Abb. modifiziert nach (lijima-Ando and lijima, 2010), Seite25]
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2.2.3 Erstellung doppelt homozygoter Treiberlinien

Zur Herstellung der temperaturabhangigen Treiberlinie, welche fir die Uberlebenstestung
verwendet wurde, wurde das nachfolgende Kreuzungsschema verwendet (siehe Abb. 6).
Dabei fuhrt die Erhéhung der Temperatur zur Dissoziation des Repressors, sodass eine

Expression von abeta mdglich wird.

w[**¥]; Gal4-elav/CyO; TM2/TM6 X w['**¥]; Sp/CyO; tubGal8o[ts]/TM2

w[***]; Gal4-elav/(CyO);tubGalO[ts]/(TM6)

Abb. 6: Verkreuzungsschema der temperaturabhéngigen Treiberlinie elavGal4;tubGal80[ts]

2.2.4 Herstellung der Aggregationsmodulatoren

Die verwendeten Wirkstoffe (siehe Tab. 1, Seite 23) wurden von der AG Griesinger (Max-
Planck Institut fur biophysikalische Chemie) zur Verfigung gestellt (Wagner, Ryazanov et al.,
2013). Die Modulatoren wurden als Pulver in Dimethylsulfoxid (DMSQO) gelést und
anschliel3end 180 pl der Losung zu 6 g Backerhefe gegeben (Endkonzentration 250 pM).

Die chemische Struktur der einzelnen Wirkstoffe ist im Anhang dargestellt, die zugehdrigen
Molekulargewichte sind in Tab. 1 aufgelistet. Die F1-Generation wurde ab dem 1. Tag des
Schlipfens mit den Wirkstoffen behandelt. Dazu wurden 4 g des Gemisches in ein Réhrchen
mit ca. 40 Fliegen gegeben. Nach jeweils zwei Tagen wurden die Fliegen in ein neues
Roéhrchen mit frisch angesetztem Medium umgesetzt und das Experiment insgesamt dreimal
wiederholt. Pro Durchgang wurden pro Linie 300 Jungfrauen mit 100 mannlichen Fliegen
verkreuzt und 120 Fliegen der F1-Generation fir einen Wirkstoff, aufgeteilt auf vier

Rohrchen, verwendet.
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Tab. 1: Darstellung der verwendeten Modulatoren und deren Molekulargewicht

Wirkstoff Molekulargewicht [g/mol]
Anle 138b 343
Anle 138c 331
Anle 145¢ 507
Anle 253b 342,2
Sery 85 270
Sery 118 269
Sery 313b 280,3
Sery 335b 298,7
Sery 392b 357

2.2.5 Bestimmung der Uberlebensdauer

Zur Bestimmung der Uberlebensdauer wurde ein longevity assay mit einer
temperaturabhangigen Gal4-Linie (elavGal4;tubGal80[ts]) verwendet.

Bei einer Umgebungstemperatur von 18 °C verhindert das aktivierte Gal80[ts] die Bindung
des Gal4 am UAS, sodass das nachgeschaltete Gen nicht exprimiert werden kann. Bei einer
Umgebungstemperatur von 29 °C kann Gal80[ts] nicht mehr binden, sodass Gal4 am UAS
haftet und das Gen exprimiert wird. Auf diese Weise besteht die Moglichkeit von auf3en
Einfluss auf den Beginn der Expression zu nehmen.

Zur Bestimmung der Uberlebenszeit der Fliegen wurden, nach erfolgter Verkreuzung der
Treiberlinie (elavGal4;tubGal80[ts]) mit den transgenen Linien, die M&nnchen nach dem
Schlipfen abgesammelt und in ein Zuchtgefald gegeben. In einem Zuchtréhrchen mit einem
Volumen von 30 ml wurden zwischen 25 bis 35 Fliegen gehalten. Um das Uberleben bzw.
das Sterben der Fliegen beurteilen zu kénnen, wurden die Réhrchen taglich zur selben Zeit
begutachtet und die verstorbenen Tiere gezahlt. Unter Berlicksichtigung des Zustands des

Nahrmediums wurden die Tiere nach 2 bis 3 Tagen auf frisches Futter gesetzt.

2.2.6 ABs-Uberexpression in retinalen Ganglienzellen

In der vorliegenden Arbeit dient die Testung der Darstellung von Proteinablagerungen in den
Facettenaugen mit teilweiser Vakuolenbildung und Ruckbildung des Augenfarbstoffes. Fur
die Untersuchung wurde die Gal4-Treiberlinie GMR/CyO, die eine spezifische Exprimierung
in den Photorezeptorzellen gewahrleistet, verwendet (Freeman, 1996; Song, Guan et al.,
2000). Die Jungfrauen der Treiberlinie wurden mit den jeweiligen mannlichen transgenen
Fliegen verkreuzt und der Augenphanotyp nach einem Tag sowie nach sieben Tagen unter

dem Lichtmikroskop begutachtet.
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Dafur wurden die Fliegen zunachst mit CO, (Kohlendioxid) narkotisiert, auf einem Wachsbett
fixiert und die Bildaufnahmen der Augen unter mikroskopischer Betrachtung durchgefuhrt.
Das Schockgefrieren bei -80 °C zur Darstellung des Augenphénotyps als Alternativmethode
konnte aufgrund diverser Artefaktbildungen in den Facettenaugen nicht verwendet werden.

2.2.7 Praparation von Iéslichem, unléslichem und Gesamt-ABa>

Die Praparation des Gesamt-, léslichen und unléslichen-AB,4, erfolgte in modifizierter Form
nach (Rogers, Luber-Narod et al., 1988). Die hierzu verwendeten Fliegen wurden zunachst
in Stickstoff schockgefroren und anschlieRend die Fliegenkopfe durch Vortexen von den
Fliegenkérpern getrennt.

Zur Bestimmung des Gesamt-AB4, wurden funf Fliegenkodpfe in 500 pl GnHCI-Puffer (5 M
Guanidinium HCI, 50 mM Hepes, protease inhibitor cocktail (Sigma, P8340) und 5 mM EDTA
pH 7.3) zunéchst im Precelly 24 homogenisiert und anschlie3end bei 21,000 g fir 5 min bei
4 °C in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltene AB4,.-Menge wurde als
Gesamt-AB4, bezeichnet.

Zur Isolierung der loslichen AB4-Fraktion wurden 50 Fliegenkdpfe in 400 pl Gewebe-
homogenisierungspuffer (250 mM Sucrose, 20 mM Tris base, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
protease inhibitor cocktail (Sigma)) homogenisiert. Nach Zugabe von 400 pl Diethylacetat
(Netzeva, Dearden et al.)-Puffer (0.4 % DEA, 100 mM NacCl, protease inhibitor cocktail)
wurden die Proben bei 135,000 g fur eine Stunde bei 4 °C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.
Der daraus gewonnene Uberstand stellte die I6sliche AB4,-Fraktion dar.

Das Pellet wurde in 500 ul eiskalter 70 %iger Ameisensaure resuspendiert und anschlielBend
im Ultraschallbad behandelt (viermal 15 sek bei 100%). Darauf folgte ein weiterer Zentrifuga-
tionsschritt fir 1h bei 4 °C. 50 pl des Uberstandes wurden mit 5 pl Neutralisationspuffer (1 M
Tris base, 0.5M Na,HPO,, 0.05% NaNs) verdiinnt und bildeten die unlésliche AB4»-Fraktion.
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2.2.8 Quantifizierung von A4,

Die Quantifizierung der AB4-Konzentrationen erfolgte mittels Elektrochemilumineszenz-
Assays (Meso Scale Discovery) und wurde vom Hertie Institut fur klinische Hirnforschung,
Abteilung Zellbiologie Neurologischer Erkrankungen, in Tubingen durchgefihrt.

Der Assay ist zur Detektion von AR, im CSF, in Zelllysaten sowie in humanen
Gewebehomogenisaten etabliert. Hierbei werden die Proben auf eine Elektroden-besetzte
Platte gebracht, welche zuvor mit einem anti-AB4,-Ak beschichtet wurde. Nach Zugabe eines
SULFO-TAG™ -markierten Aks erfolgt durch das Anlegen einer Spannung eine Reduktions-

Oxiations-Reaktion und Emission von Licht bei 620 nm (Abb. 7).

MSD MULTI-Spot® 4

96-Well 4 Spot Platte %4
( L L. Sulfo Tag® markierter AK
AN\ /4 _
: ;(89. (@E’)s 7
NS :/ N—" {

Zu analysierende

(s (@‘ (@3) | Probe
\\OO B\ o J
| =~ =7 I / Oberflachen
/ gebundener Ak

/

S— e —  E|ektrode

Abb. 7: Schematische Darstellung des MSD human AB,, ELISA
(Abb. modifiziert nach Handbuch; MSD® MULTI-SPOT Assay System)

2.2.9 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung von IBM SPSS Statistics 16.
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3 Ergebnisse

In  der vorliegenden Arbeit wurde ein In-vivo-Screen mit verschiedenen
Aggregationsinhibitoren durchgefihrt, um die wirksamste Substanz zur Hemmung der

AB-Aggregation zu testen. Dazu wurden zundchst verschiedene Fliegenlinien, in denen
humanes AB panneuronal Gberexprimiert wird, beziglich ihrer Lebensdauer (longevity assay)
im Vergleich zu Kontrolllinien (CD8eGFP und lacz) untersucht, um Linien mit einem robusten
Phanotyp zu identifizieren. AnschlieRend wurde das relative Uberleben der transgenen
Linien im Vergleich zu den Kontrollen mit und ohne Inhibitoren gestestet. Fir die beiden
wirksamsten Inhibitoren wurde im Anschluss eine Quantifizierung des léslichen und

unléslichen ABg4, durchgefihrt.

3.1 Auswabhl eines geeigneten Screening-Tests

3.2 Auswahl der AB-Linien

Zu Beginn der Arbeit wurden mehrere Fliegenlinien, die humanes AB4 exprimieren,
beziglich ihres Phanotyps untersucht (Crowther, Kinghorn et al., 2005; Finelli, Kelkar et al.,
2004). Hierfur wurden diese mit der panneuronalen Treiberlinie elavC155 gekreuzt und die
Mannchen der F1-Generation bzgl. inrer Uberlebenswahrscheinlichkeit bei unterschiedlichen
Temperaturen untersucht. Von den untersuchten transgenen Fliegenlinien zeigten
elavC155/arc2e und elavC155/alz3;alz8 unter einer konstanten Temperatur von 29 °C den
starksten Phanotyp (Abb. 8 und Tab. 2, Seite 27), sodass diese Linien im weiteren Verlauf
der Experimente verwendet wurden. Bei alz3;alz8 handelt es sich um eine transgene Linie,
die humanes ABs, mit einem Sekretionssignal exprimiert und somit fir die Alzheimer-
Pathologie relevant ist. Die Verkreuzung der transgen veranderten Linien mit einer Gal4-
Treiberlinie fuhrt zu einer Uberexpression von ARy,. Als Uberexpressionskontrolle wurde lacz

verwendet.
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Abb. 8: Uberlebensdauer der transgenen AB-Linien unter elavC155

Betrachtet wurden die Nachkommen aus der Verkreuzung der transgenen Ap-Linien unter
Verwendung von elavC155 (elav). Es zeigte sich ein vermindertes Uberleben der transgenen, doppelt
inserierten Linien elavC155/alz3;alz8 (n=21) und der transgenen Alzheimermutante elavC155/arc2e
(n=22) gegenuber den einfach inserierten AB-Linien elavC155/AB4,H29.3 (n=11) und elavC155/AB,,-
alz3 (48) sowie gegeniiber der Kontrolle elavC155/AB40-29.1 (n=30).

Tab. 2: Darstellung der mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit der transgenen AB-Linien unter
elavC155

Mittelwert
95%-Konfidenzintervall
Genotyp Schatzer | Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
elavC155/alz3;alz8 27,238 1,071 25,139 29,337
elavC155/arc2e 17,545 1,050 15,487 19,604
elavC155; Abeta42H29.3 29,727 3,231 23,395 36,060
elavC155/Abeta42-alz3 33,063 1,103 30,900 35,225
elavC155/Abeta40-29.1 36,433 1,460 33,573 39,294
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3.3 Kontrolle der Expression mit der Treiberline
elavGal4;tubGal80][ts]

In den Experimenten fur die Uberlebensanalyse wurde die temperaturabhangige
Gal4-Treiberlinie, elavGal4;tubGal80[ts] verwendet. Die Nutzung dieser Linie ermdglicht
unter 18 °C eine nahezu vollstdndige Suppression des nachgeschalteten Gens (Suster,
Seugnet et al.,, 2004). Um die Expression bei 29 °C visuell beurteilen zu kénnen, wurde
elavGal4;tubGal80[ts] UAS-Linie CD8eGFP, als Kontrolle getestet.

Dabei wurde die Fluoreszenz im Larvenstadium und in der adulten Fliege der F1-Generation
mittels Fluoreszenzmikroskop beurteilt. In Tab. 3 sind die verschiedenen Temperatur-
bedingungen dargestellt. Unter 18 °C lieR3 sich kein GFP-Signal detektieren.

Unter 25 °C leuchtete ein Teil der Fliegen mit dem Genotyp elavGal4/CD8eGFP;tubGal80][ts]
in der F1l-Generation. Eine maximales GFP-Signal lie3 sich unter dem Fluoreszenz-

mikroskop bei 29 °C feststellen.

Tab. 3: Darstellung der untersuchten Temperaturbedingungen wéahrend der Verkreuzung und
im adulten Stadium

Temperatur Temperatur GFP-Fluoreszenz in Ausbildung eines Phénotyps in
wahrend der nach dem elavGal4;tubGal80]ts]/ den Versuchstieren mit
Verkreuzung | Schlupfen der CD8eGFP Ueberexpression des humanen
der Fliegen Fliegen AB-Peptids

18 °C 18 °C Nein Nein

18 °C 25°C Nein Nein

18 °C 29 °C n.d. Schlipfen ja Gering

25°C 18 °C Nein Nein

25°C 25°C Nein Nein

25°C 29 °C n.d.Schlipfen ja Gering

29°C 18 °C n.d. Schlipfen ja Gering

29 °C 25°C n.d. Schlupfen ja Gering

29 °C 29 °C Ja Ja

Bei den Nachkommen der Fliegen mit (berexprimiertem humanem  ABs
(elavGald/alz3;tubGal80[ts])/alz8, elavGal4;arc2e;tubGal80[ts]) zeigte sich ein ausgepragter
Phanotyp in Bezug auf das Uberleben bei einer konstanten Temperatur von 29 °C unter
Verwendung der Treiberlinie elavGal4;tubGal80][ts].

Unter den anderen Temperaturbedingungen konnte kein eindeutiger Phanotyp dargestellt
werden, sodass fur die nachfolgenden Experimente konstante Verhéltnisse unter 29 °C

geschaffen wurden.
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3.4 Analyse der Uberlebensdauer von ABs-exprimierenden

Fliegen
3.4.1 Analyse der Uberlebensdauer ohne Zugabe von Wirkstoffen

Um die Wirksamkeit der verschiedenen Modulatoren in vivo testen zu kdnnen, wurde das
Uberleben der AB4-exprimierenden Fliegenlinien und lacz-exprimierenden Kontrollen ohne
und mit Zusatz der Modulatoren untersucht. Als Referenz dienten dabei die mit DMSO
behandelten Fliegen bei einer konstanten Umgebungstemperatur von 29 °C. Es erfolgten
tagliche Kontrollen der Réhrchen, um das Uberleben der Fliegen zu dokumentieren.

Wie in Abb. 9 (Seite 29) und Tabelle 4 (Seite 30) dargestellt, betrug das mittlere Uberleben
der Kontrolle elavGal4;tubGal80][ts],lacz 39,09 Tage, das der Fliegen mit dem Genotyp
elavGald/alz3;tubGal80[ts])/alz8 19,98 Tage und das der Fliegen mit dem Genotyp
elavGald/arc2e;tubGal80[ts] 13,14 Tage.
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Abb. 9: Uberlebensdauer der Versuchstiere

Prozentuale Uberlebensdauer von elavGal4;tubGal80[ts]lacz, elavGal4/alz3;tubGal80[ts])/alz8 und
elavGald/arc2e;tubGal80[ts] bei 29 °C ohne Zugabe von Modulatoren, gemessen in Tagen. Die
mittlere  Uberlebenszeit betrug fiir elavGal4;tubGal80[ts]lacz  (n=170) 39,09 Tage, fir
elavGal4/alz3;tubGal80[ts])/alz8 (n=125) 19,98 Tage und fir elavGald/arc2e;tubGal80[ts] (n=147)
13,14 Tage.
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Tab. 4: Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit der Fliegen unter Verwendung der Treiberlinie

elavGal4;tubGal80[ts]

Tabellarische Aufzeichnung der Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit der F1-Generationen von

elavGal4;tubGal80[ts] lacz, elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 und elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] ohne

Verwendung von Wirkstoffen.

Mittelwert
95%-Konfidenzintervall
Genotyp Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
elavGal4;tubGal80 lacz 39,094 467 38,179 40,009
elavGal4/alz3;tubGal80/alz8 19,984 ,229 19,535 20,433
elavGal4/arc2e;tubGal80 13,143 167 12,815 13,471

3.4.2 Analyse der Uberlebensdauer unter Zugabe von Wirkstoffen

Im longevity assay wurden neun Modulatoren getestet (Wagner, Ryazanov et al., 2013). Die
Wirkstoffe wurden in DMSO mit einer Konzentration von 10 mM geldst und DMSO alleine als
Negativkontrolle verwendet. Unter einer konstanten Temperatur von 29 °C erfolgte die

1118.
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Verkreuzung der Treiberlinie elavGal4;tubGal80[ts] mit den Linien w
und w''':lacz. Fur die Testung wurden die méannlichen Fliegen aus der F1-Generation
verwendet. Die Zugabe der in Hefe geldsten Wirkstoffe erfolgte alle 2 Tage ab dem Zeitpunkt
des Schlupfens.

Wie in den Abb. 10 und Abb. 11 (Seite 31) dargestellt, zeigte sich bei den Fliegen mit dem
Genotyp elavGal4;tubGal80[ts] lacz innerhalb der ersten 25 Lebenstage unabhangig vom
verwendeten Wirkstoff ein hohe Uberlebensrate der F1-Generation. Die mittlere
Uberlebensdauer lag fiir anle138b (n=142) bei 32,93 Tagen, fir anle138c (n=161) bei 32,35
Tagen und fir DMSO (n=145) bei 31,18 Tagen. Die Wirkstoffe sery85 (n=135), sery118
(n=145), sery335b (n=143), anle1l38b, anlel38c und anle253b (n=143) zeigten ein nicht
signifikant verlangertes Uberleben gegeniiber DMSO. Sery392b (n=136) sery313b (n=157)
und anle145c (n=151) zeigten ein signifikant verlangertes Uberleben gegeniiber DMSO. Das
insgesamt signifikant verminderte Uberleben der mit DMSO oder mit in DMSO geldsten
Wirkstoffen behandelten F1-Generation im Vergleich zu unbehandelten Nachkommen erkléart
sich durch die Toxizitat des DMSO.

In den Tabellen 5 und 6 (Seite 32) sind zudem die mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeiten

mit den dazugehdrigen Signifikanzwerten fir elavGal4;tubGal80[ts] lacz dargestellt.
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Abb.10: Uberlebensdauer der Kontrolle elavGal4;tubGal80[ts] lacz unter Wirkstoffzugabe
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Prozentuale Uberlebensdauer der Versuchstiere (n=1628) mit dem Genotyp elavGal4;tubGal80[ts],
lacz unter Verwendung verschiedener Modulatoren und DMSO als Negativkontrolle, gemessen in
Tagen bei 29 °C. Das mittlere Uberleben lag zwischen 31,18 und 37,54 Tagen.
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Abb. 11: Uberlebensdauer der Kontrolle elavGal4;tubGal80[ts] lacz unter Zugabe von anle138,

anle138c und DMSO

Zur besseren Darstellung der Ergebniss wurden die Kurven mit den Werten fur anle138b, anle138c
und DMSO der Abb.10 entnommen und gesondert dargestellt. Prozentuale Uberlebensdauer der
Versuchstiere mit dem Genotyp elavGal4;tubGal80[ts], lacz unter Verwendung der Modulatoren
anle138b und 138c sowie der Negativkontrolle DMSO, gemessen in Tagen bei 29° C. Das mittlere
Uberleben unter DMSO lag hier bei 31,18 Tagen, unter anle138b bei 32,93 Tagen und unter anle138c

bei 32,35 Tagen.
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Tab. 5: Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit des Genotyps elavGal4;tubGal80[ts],lacz
Tabellarische Aufzeichnung der Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit der F1-Generation der Linie
elavGal4;tubGal80[ts] lacz mit und ohne Verwendung verschiedener Wirkstoffe.

Mittelwert
95%-Konfidenzintervall
Genotyp Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
elavGal4;tub  Ohne Behandlung 39,094 467 38,179 40,010
Galg0lacz  pmso 31,179 497 30,205 32,154
anle 138b 32,930 401 32,143 33,717
anle 138c 32,349 415 31,536 33,162
anle 253b 32,636 716 31,232 34,040
anle 145c 34,490 515 33,481 35,499
sery 392b 35,074 ,590 33,917 36,230
sery 335b 33,958 452 33,072 34,845
sery313b 34,656 587 33,505 35,807
sery118 32,690 616 31,483 33,897
sery 85 32,022 ,701 30,648 33,397
Gesamt 33,385 162 33,067 33,703

Tab. 6: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von
Modulatoren

Tabellarische Darstellung der Signifikanztestung im paarweisen Vergleich in Bezug auf die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit der F1-Generationen der Linie elavGal4;tubGal80][ts],lacz.

Ohne Behandlung DMSO |anle 138b | anle 138c | anle 253b [ anle 145c | sery392b | sery335b [sery313b | sery118 | sery85

elavGal; |ohne Behandlung ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,017 ,000 ,001 ,000 ,000

tubGalg0 |DMSO ,000 327 794 ,070 ,001 ,000 ,025 ,000 ,032 112

lacz anle 138b ,000 327 ,353 173 ,003 ,000 ,154 ,000 ,158 ,284
anle 138c ,000 ;794 ,353 ,031 ,000 ,000 ,042 ,000 ,038 ,082
anle 253b ,000 ,070 173 ,031 ,258 ,003 ,666 ,005 ,664 ,984
anle 145¢ ,000 ,001 ,003 ,000 ,258 ,060 ,259 ,138 421 ,329
sery392b 017 ,000 ,000 ,000 ,003 ,060 011 804 013 ,003
sery335b ,000 025 154 ,042 ,666 ,259 011 015 785 430
sery313b ,001 ,000 ,000 ,000 ,005 ,138 ,804 ,015 ,019 ,005
sery118 ,000 ,032 ,158 ,038 ,664 421 ,013 ,785 ,019 ,560
sery 85 ,000 112 ,284 ,082 ,984 ,329 ,003 430 ,005 ,560

Wie die Abb. 12 und Abb. 13 (Seite 33) zeigen, imponierte bei den Fliegen mit dem Genotyp
elavGal4/alz3;tubGal80[ts])/alz8 in den ersten 15 Tagen, unabhangig vom verwendeten
Wirkstoff, ein >90% Uberleben der F1-Generation. Unter Verwendung der Modulatoren
sery85 (n=95), sery335b (n=103) und anle138c (n=141) kam es zu einem vorzeitigen, jedoch
nicht signifikanten Versterben der Versuchtstiere im Vergleich zu denen, die DMSO (n=94)
erhalten hatten. Unter anle138b (n=141) anle145c (n=131), sery392b (n=90) und sery313b
(n=101) zeigte sich ein signifikant langeres Uberleben gegeniiber DMSO. Sery118 (n=89)

zeigte ein nicht signifikant verlangertes Uberleben gegeniiber DMSO.
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In den Tabellen 7 und 8 (Seite 34) sind zudem die mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeiten

mit den dazugehdrigen Signifikanzwerten fur elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 dargestellt.
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Abb. 12: Uberlebensdauer von elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 unter Wirkstoffzugabe
Prozentuale Uberlebensdauer der Versuchstiere (n=1219) mit dem Genotyp elavGal4/alz3;tubGal80
[ts]/alz8 unter Verwendung verschiedener Modulatoren und DMSO als Negativkontrolle, gemessen in
Tagen bei 29 °C. Das mittlere Uberleben betrug zwischen 19,92 und 23,34 Tagen.
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Abb. 13: Uberlebensdauer von elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 unter Zugabe von anlel138b,
anle138c und DMSO

Zur besseren Darstellung der Ergebnisse wurden die Kurven mit den Werten fir anle138b, anle138c
und DMSO der Abb.12 entnommen und gesondert dargestellt. Prozentuale Uberlebensdauer der
Versuchstiere mit dem Genotyp elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 unter Verwendung der Modulatoren
anle138b und 138c sowie der Negativkontrolle DMSO, gemessen in Tagen bei 29 °C. Die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit unter DMSO betrug 21,78 Tage, unter anle138b 22,0 Tage und unter
anle138c 21,65 Tage.
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Tab. 7: Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit des Genotyps elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8
Tabellarische Aufzeichnung der Mittelwerte fur die Uberlebenszeit der F1-Generation der Linie
elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 mit und ohne Verwendung verschiedener Wirkstoffe.

Mittelwert
95%-Konfidenzintervall
Genotyp Schatzer | Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
elavGal4/ Ohne Behandlung 19,920 244 19,442 20,398
alz3itub  ppso 21,775 231 21,322 22,228
Gal80/alz8
anle 138b 22,004 ,296 21,424 22,584
anle 138c 21,652 ,253 21,156 22,149
anle 253b 22,121 411 21,315 22,927
anle 145c 23,359 ,286 22,798 23,920
sery392b 22,294 473 21,368 23,221
sery 335b 21,163 473 20,236 22,090
sery313b 21,844 511 20,843 22,845
sery118 21,786 535 20,738 22,833
sery85 21,578 464 20,668 22,487
Gesamt 21,788 ,107 21,578 21,998

Tab. 8: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von
Modulatoren

Tabellarische Darstellung der Signifikanztestung im paarweisen Vergleich in Bezug auf die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit der F1-Generationen der Linie elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8.

Ohne Behandlung| DMSO [anle 138b |anle 138c | anle 253b | anle 145c | sery392b | sery335b | sery313b | sery118 | sery85
elavGal4/ [Ohne Behandlung ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
alz3; DMSO ,000 ,001 ,252 ,001 ,000 ,001 ,939 ,015 ,009 ,090
tubGal80/ [anle 138b ,000 ,001 ,027 ,923 ,043 ,960 ,007 671 ,680 ,290
alz8 anle 138c ,000 252 027 ,069 ,000 132 313 213 257 ,635
anle 253b ,000 ,001 ,023 ,069 ,067 ,929 ,004 ,639 716 ,306
anle 145¢ ,000 ,000 ,043 ,000 ,067 ,057 ,000 ,041 ,045 ,010
sery392b ,000 ,001 ,960 ,132 ,929 ,057 ,004 641 ,798 ,337
sery 335b ,000 ,939 ,007 313 ,004 ,000 ,004 ,043 ,025 153
sery313b ,000 ,015 671 213 ,639 ,041 641 ,043 ,992 446
sery118 ,000 ,009 ,680 257 716 ,045 ,798 ,025 ,992 527
sery 85 ,000 ,090 ,290 ,635 ,306 ,010 ,337 ,153 446 527

In den Abb. 14 und Abb. 15 (Seite 35) ist die Uberlebensdauer der F1-Generation mit dem
Genotyp elavGald/arc2e;tubGal80[ts] unter Applikation von unterschiedlichen Wirkstoffen
dargestellt. Unter sery392b (n=149), sery335b (n=165) und sery313b (n=153) zeigte sich ein
nicht signifikant verkurztes Uberleben gegentiber der mit DMSO behandelten Fliegen. Die
mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit der mit sery85 (n=163) behandelten Fliegen war
signifikant vermindert gegentiber dem Uberleben der Fliegen, welche mit DMSO (n=156)
behandelt wurden. Unter Verwendung von seryl18 (n=148), anle253b (n=149), anlel45c
(n=147), anlel38b (n=156) und anlel38c (n=155) zeigte sich jeweils ein signifikant

verlangertes Uberleben gegeniiber der Verwendung von DMSO.
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In den Tabellen 9 und 10 (Seite 36) sind zudem die mittleren Uberlebenswahrscheinlichkei-
ten mit den dazugehdrigen Signifikanzwerten fur die F1-Generation mit dem Genotyp
elavGald/arc2e;tubGal80[ts] dargestellt.
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Abb. 14: Uberlebensdauer von elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] unter Wirkstoffzugabe

Prozentuale Uberlebensdauer der Versuchstiere (n=1688) mit dem Genotyp elavGal4/arc2e;tubGal80
[ts] unter Verwendung verschiedener Modulatoren und DMSO als Negativkontrolle, gemessen in
Tagen bei 29 °C. Das mittlere Uberleben betrug 11,04 bis 13,75 Tage.
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Abb. 15: Uberlebensdauer von elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] unter Wirkstoffzugabe

Zur besseren Darstellung der Ergebniss wurden die Kurven mit den Werten fur anle138b, anle138c
und DMSO der Abb.14 entnommen und gesondert dargestellt. Prozentuale Uberlebensdauer der
Versuchstiere mit dem Genotyp elavGald/arc2e;tubGal80[ts] unter Verwendung der Wirkstoffe
anle138b und 138c sowie der Negativkontrolle DMSO, gemessen in Tagen bei 29 °C. Die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit unter DMSO betrug 11,42 Tage, unter anle138b und anle138c 13,70
bzw.13,75 Tage.
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Tab. 9: Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit des Genotyps elavGal4/arc2e;tubGal80[ts]
Tabellarische Aufzeichnung der Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit der F1-Generation der Linie
elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] mit und ohne Verwendung verschiedener Wirkstoffe.

Mittelwert
95%-Konfidenzintervall
Genotyp Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
elavGal4/ Ohne Behandlung 13,126 173 12,786 13,466
arce; DMSO 11,423 131 11,166 11,680
tubGal80
anle 138b 13,695 150 13,401 13,989
anle 138c 13,753 ,152 13,456 14,050
anle 253b 13,141 226 12,697 13,585
anle 145¢ 11,993 244 11,515 12,471
sery 392b 11,336 ,220 10,904 11,767
sery335b 11,036 233 10,580 11,493
sery313b 11,275 245 10,795 11,754
sery118 11,682 237 11,218 12,147
sery85 11,294 ,228 10,848 11,741
Gesamt 12,278 ,063 12,155 12,402

Tab. 10: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von
Modulatoren

Tabellarische Darstellung der Signifikanztestung im paarweisen Vergleich in Bezug auf die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit der F1-Generationen der Linie elavGal4/arc2e;tubGal80[ts].

Ohne Behandlung DMSO |anle 138b | anle 138c | anle 253b [ anle 145c | sery392b | sery335b [sery313b | sery118 | sery85

elavGal4/ [ohne Behandlung ,000 ,003 ,001 ,638 ,000 ,000 ,000 000 ,000 ,000

arc2e; DMSO ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 594 ,808 ,159 ,003 ,093

tubGal80 |anle 138b ,003 ,000 ,765 ,082 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
anle 138¢c ,001 ,000 765 ,043 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
anle 253b 638 ,000 ,082 ,043 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
anle 145¢ ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,021 ,010 141 743 075
sery392b ,000 594 ,000 ,000 ,000 ,021 727 591 ,101 622
sery 335b ,000 ,808 ,000 ,000 ,000 ,010 727 423 070 521
sery313b ,000 ,159 ,000 ,000 ,000 141 591 423 ,346 856
sery118 ,000 ,003 ,000 ,000 ,000 743 ,101 ,070 ,346 265
sery 85 ,000 ,093 ,000 ,000 ,000 075 622 521 856 265

Zusammenfassend zeigte sich bei den Fliegen mit dem Genotyp elavGal4;tubGal80[ts] lacz
unter Verwendung von sery392b, sery313b und anlel45c ein signifikant verlangertes
Uberleben gegeniber DMSO sowie ein nicht signifikantes verlangertes Uberleben unter
Verwendung von anle138b und anle138c.

Bei den Fliegen mit dem Genotyp elavGal4/alz3;tubGal80][ts]/alz8 konnte ein signifikant
verlangertes Uberleben unter Applikation von anle138b, anle145c, sery392b und sery313b
nachgewiesen werden. Das initial gezeigte signifikant verlangerte Uberleben unter anle138c

konnte im Verlauf nicht reproduziert werden. Die Modulatoren anle138b, anle138c, anle145c,
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anle253b und sery118 zeigten ein signifikant verlangertes Uberleben bei Fliegen mit dem
Genotyp elavGal4/arc2e;tubGal80[ts].

3.5 Einfluss der getesteten Wirkstoffe auf Il6sliches und

unlésliches-ABa»

Die Linien w'%alz3:alz8, w'!'®arc2e sowie die Kontrolle w!':lacz wurden fir die

Quantifizierung von léslichem und unléslichem AB4, mit der Treiberlinie elavGal4;tubGal80[ts]
verkreuzt. Die Wirkstoffgabe erfolgte gemaR dem Protokoll fir den longevity assay. Nach
Erreichen der mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden die Fliegen dekaptiert und die
Proteinmenge bestimmt. In den Abb. 16 und Abb. 17 (Seite 38) sind die absoluten Mengen
von unléslichem und l6slichem AR, in pikogramm (pg) dargestellt. Unter DMSO-Gabe zeigte
sich eine leicht erhohte losliche ABs>-Menge gegeniiber anle138b und anle138c und eine
verminderte Menge von unldslichem ABs, in den Fliegen mit dem Genotyp
elavGal4/alz3;tubGal80][ts]/alz8.

In den Versuchstieren mit dem Genotyp elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] konnte unter Zugabe
von DMSO im Verhdltnis zu anle138b und anlel138c eine erhdhte Menge von unldslichem
AB4 und eine verminderte Menge von léslichem AB,4, festgestellt werden. In den Fliegen mit
dem Genotyp elavGal4;tubGal80[ts],lacz erfolgte ebenfalls eine Quantifizierung von
I6slichem und unléslichem AB4. Die Werte waren jedoch, wie erwartet, unterhalb der

Nachweisgrenze.
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Abb. 16: Darstellung der AB4,-Proteinmenge am Bsp. des Genotyps elavGal4/alz3;tubGal80][ts]
/alz8

Quantifizierung der Anteile von unléslichem und loslichem AR, aus den Fliegengehirnen von
elavGald/alz3;tubGal80[ts]/alz8 im Alter von 22 Tagen. Unter Zugabe von DMSO 64080 pg
unldsliches AB4, und 2610 pg l6sliches AB42, unter anle138b 70020 pg unldsliches AB4, und 1710 pg
I6sliches AB4, und unter anle138c 98100 pg unlésliches und 2190 pg ldsliches ABa,.

unlosl. | |6slich | unlosl. | |6slich | unlosl. |6slich

DMSO anle 138b anle 138c

elavGal4;arc2e; tubGal80

Abb. 17: Darstellung der AB4,-Proteinmenge am Bsp. des Genotyps elavGal4/arc2e;tubGal80[ts]
Quantifizierung der Anteile von unléslichem und l6slichem AR, aus den Fliegengehirnen von
elavGald/arc2e;tubGal80[ts] im Alter von 12 Tagen. Unter Zugabe von DMSO 79920 pg unlésliches
AB4 und 675 pg losliches AB,4,, unter anle138b 30600 pg unldsliches AB4,, 900 pg l6sliches AB4, und
unter anle138c 43200 pg unlosliches und 1100 pg lésliches AB,,.
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In der Betrachtung des Verhaltnisses von unléslichem AB;, zum Gesamt-ABs, (Abb. 18)
zeigten sich beim Genotyp elavGald/arc2e;tubGal80[ts] Werte von 0,99 (DMSO), 0,97
(anle138b) und 0,97 (anlel138c), sowie in der Linie elavGal4/alz3;tubGal80][ts]/alz8 Werte von
0,96 fur DMSO, 0,98 fir anle138b und 0,98 fir anle138c
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Abb. 18: Darstellung des Verhaltnisses von unldslichem zum Gesamt-AB,,

Verhéltnis von unléslichem AR, zum Gesamt-AB,, am Bsp. von elavGald/arc2e;tubGal80[ts] und
elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8. Bezug von unldslichem zu Gesamt-AR,, in der familidren transgenen
Linie unter Zugabe von DMSO 0,99, unter Zugabe von anle138b 0,97 und unter Zugabe von anle138c
0,97. Bezug von unldéslichem zum Gesamt-AB,, bei den Fliegen mit dem Genotyp
elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 unter Zugabe von DMSO 0,96, unter Zugabe von anle138b 0,98 und
unter Zugabe von anle138c 0,98.

Bei den Fliegen mit dem Genotyp elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 zeigten sich verminderte
absolute Werte des unldslichen AB unter Verwendung von DMSO gegenuber anle138b und
anle1l38c. Bei den Fliegen mit dem Genotyp elavGald/arc2e,tubGal80[ts] zeigten sich
hingegen erhthte Werte des unléslichen AR und leicht verminderte Werte des l6slichen AB
unter Applikation von DMSO gegenuber anle138b und anle138c. Die Ergebnisse weisen auf
eine mogliche Verlagerung des Gleichgewichts von unléslich zu 16slich hin, wobei keine
Replikation des Experiments erfolgte und die Daten deshalb nur von sehr begrenzter
Aussagekraft sind. Eine Wiederholung des Experiments misste aullerdem zu einem
frliheren Zeitpunkt stattfinden, da zum gewahlten Zeitpunkt eine nahezu vollstandige
Aggregation von AP stattgefunden hatte.

Aus dem Experiment lasst sich unter Berlcksichtigung der Einschrankung durch die
fehlende Wiederholung schlussfolgern, dass die Aggregationsinhibitoren nicht die
Ablagerung von unléslichem AR per se inhibieren, was passend zur eingangs erwahnten

Mdglichkeit einer Stabilisierung von off pathway Oligomeren wére.
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3.6 Photorezeptorspezifische Expression von A,

Im weiteren Verlauf wurde die lokale Expression des AB4, in den Photorezeptoren von
Drosophila melanogaster untersucht. Das optische System gehdrt zum peripheren
Nervensystem, wobei das Komplexauge aus ca. 800 Ommatidien besteht (Ready, 1989;
Treisman, 2013) von denen jede eine funktionelle Einheit der Retina darstellt. Eintretende
Veranderungen, beispielsweise neuronale Schadigungen, kénnen nach auB3en sichtbar

gemacht werden.

3.6.1 Physiologischer Augenphanotyp

Zunéchst wurden die Komplexaugen der Linien w'**® arc2e/arc2e, CD8eGFP und GMR/CyO
ohne Verwendung der Treiberlinie einen Tag nach dem Schlipfen untersucht.

In den Abb. 19 A-C waren keine strukturellen Defizite im Bereich der Facettenaugen
erkennbar. Es fanden sich bei den o.g Linien bei einer konstanten Temperatur von 29 °C
eine homogene Verteilung des Augenfarbstoffes sowie eine physiologische Anordnung der

Ommatidien.

GMR/CyO CD8eGFP w1118 arc2/arc2e

Abb. 19: Darstellung des physiologischen Augenphanotyps verschiedener Fliegenlinien

A: Adulte Fliege (GMR/CyQ) im Alter von einem Tag mit homogener Verteilung des Augenfarb-
stoffes und der Facettenaugen.

B: Darstellung einer adulten Fliege (CD8eGFP) im Alter von einem Tag mit homogener Verteilung des
Augenfarbstoffes und g)hysiologischer Anordung der Ommatidien.

C: Adulte Fliege (wlll ;acr2e/arc2e) mit homogner Verteilung der Facettenaugen und des Augenfarb-
stoffes im Alter von einem Tag
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3.6.2 Pathologischer Augenphéanotyp

3.6.2.1 Augenphanotyp von GMR/arc2e unter Verwendung der Wirkstoffe
anlel38b und anle1l38c sowie der Negativkontrolle DMSO

In der F1-Generation der Linie GMR/arc2e zeigten sich bereits ein Tag nach dem Schllpfen
(Abb. 20) beginnende pathologische Erscheinungen mit Vakuolenbildung und inhomogener
Verteilung des Augenfarbstoffes. Mit zunehmendem Alter (Tag 7) nahmen die
pathologischen Verénderungen auch unter Applikation der Wirkstoffe anle138b und anle138c

sowie unter der Negativkontrolle DMSO weiter zu.

GMR/arc2e GMR/arc2e anle138b

GMR/arc2e anle138c GMR/arc2e DMSO

Abb. 20: Augenphé&notyp mit dem Genotyp GMR/arc2e unter 29 °C

A: Adulte Fliege (GMR/arc2e) im Alter von einem Tag mit Zeichen einer Vakuolisierung.

B: Adulte Fliege (GMR/arc2e) im Alter von 7 Tagen mit ausgepragter Vakuolisierung und zum Tell
fehlendem Augenfarbstoff unter anle138b.

C: Adulte Fliege (GMR/arc2e) im Alter von 7 Tagen mit ausgepragter Vakuolisierung und zum Teil
fehlendem Augenfarbstoff unter anle138c.

D: Adulte Fliege (GMR/arc2e) im Alter von 7 Tagen mit ausgeprégter Vakuolisierung und zum Teil
fehlendem Augenfarbstoff unter DMSO
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3.6.2.2 Augenphanotyp der Kontrolle GMR/CyO unter Verwendung der
Wirkstoffe anle138b und anlel38c sowie der Negativkontrolle DMSO.

In der F1-Generation der Linie GMR/CyO zeigte sich ein Tag nach dem Schlipfen
(Abb. 21 A) ein physiologischer Augenphanotyp ohne strukturelle pathologische Erschei-
nungen. Mit zunehmendem Alter (Tag 7) nahmen die pathologischen Veré&nderungen unter
gleichzeitiger Applikation der Wirkstoffe anle1l38b und anlel38c sowie unter der
Negativkontrolle DMSO zu (Abb. 21 B-D).

GMR/CyO GMR/CyO anle138b

GMR/CyO DMSO

Abb. 21: Augenphé&notyp der Fliegenlinie GMR/CyO unter 29 °C

A: Homogene Verteilung der Facettenaugen und des Augenfarbstoffes im Alter von einem Tag

B: Adultes Fliegenauge der Kontrolllinie im Alter von 7 Tagen, unter Applikation von anle138b mit
Zeichen einer Vakuolisierung sowie eine verminderte Augenfarbstoffkonzentration insbesondere im
zentralen Augenbereich.

C: Adultes Fliegenauge der Kontrolllinie im Alter von 7 Tagen unter Applikation von anle138c mit
Vakuolisierung und teilweiser Aufhebung des Augenfarbstoffes

D: Adultes Fliegenauge der Kontrolllinie im Alter von 7 Tagen unter Applikation von DMSO mit
Zeichen einer Vakuolisierung und teilweisen Aufhebung des Augenfarbstoffes
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3.6.2.3 Augenphanotyp der Kontrolle elav GMR/eGFP unter Verwendung der
Wirkstoffe anle138b und anlel38c sowie der Negativkontrolle DMSO.

In der F1-Generation der Linie GMR/eGFP waren bereits ein Tag nach dem Schliipfen

(Abb. 22 A) Vakuolen erkennbar. Mit zunehmendem Alter und unter Applikation der
Wirkstoffe anle138b und anlel38c sowie unter der Negativkontrolle DMSO nahm die
Vakuolenbildung weiter zu. Parallel war eine inhomogene Augenfarbstoffverteilung zu
erkennen (Abb. 22 B-D).

GMR/eGFP GMR/eGFP anle138b

GMR/eGFP anle138c

Abb. 22: Augenphé&notyp des Genotyps GMR/CD8eGFP(eGFP) unter 29 °C

A: Weitestgehend homogene Verteilung der Facettenaugen und des Augenfarbstoffes einer Fliege mit
dem Genotyp GMR/eGFP im Alter von einem Tag. Leichte Schédigungen vor allem im unteren
Randbereich des Auges erkennbar

B: Adultes Fliegenauge der Kontrolle GMR/eGFP im Alter von 7 Tagen, unter Applikation von
anle138b. Insbesondere im zentralen Bereich des Auges deutliche Vakuolisierung.

C: Adultes Fliegenauge der Kontrolle GMR/eGFP im Alter von 7 Tagen, unter Applikation von
anle138c. Vakuolenbildung vor allem im seitlichen Abschnitt des Auges.

D: Adultes Fliegenauge der Kontrolle GMR/eGFP im Alter von 7 Tagen unter Applikation von DMSO
mit teilweise Aufhebung des Augenfarbstoffes und Vakuolenbildung.
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4 Diskussion

M. Alzheimer z&hlt zu den haufigsten neurodegenerativen Erkankungen im hoheren
Lebensalter. Aufgrund des demographischen Wandels mit steigendem Lebensalter nehmen
die Inzidenz und Pravalenz der erkrankten Personen stetig zu. Aus diesem Grund ist es
notwendig, die molekularbiologischen Grundlagen der Erkrankung zu verstehen und neue
Wirkstoffe zur Therapie des M. Alzheimer zu entwicklen. In Studien konnte gezeigt werden,
dass das Entfernen bereits bestehender AB-Plaques keinen Einfluss auf das kognitive Defizit
hat. Vielmehr ist die Verhinderung der Bildung toxisch wirkender Oligomere in den
Vordergrund der Forschung gertickt.

Die Arbeit beschaftigt sich mit der Testung potentieller Aggregations-Modulatoren auf die

AB-Toxizitat im Tiermodell Drosophila melanogaster.

4.1 Auswahlverfahren verschiedener Mutanten

Zur Erforschung der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung wurden verschiedene
transgene Fliegenmodelle hergestellt (Crowther, Kinghorn et al., 2005; Finelli, Kelkar et al.,
2004; Wittmann, Wszolek et al., 2001). Unter Verwendung unterschiedlicher Gal4-
Treiberlinien konnten verkiirzte Lebenserwartungen, motorische Defizite sowie
Veranderungen der Augen dargestellt werden. In dieser Arbeit zeigten sich unter 29 °C ein
deutlich vermindeter Uberlebensphanotyp, motorische Defizite sowie ein Augenphanotyp fir

die F1-Generation der Alzheimermutante w'''%:arc2e sowie fiir die doppelt transgen

verdnderte Fliegenlinie w''*%;alz3:alz8.

Fur die Tiere des Genotyps elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 zeigte sich im Mittel ein 52,05%
langeres Uberleben im Vergleich zur Alzheimermutante elavGal4/arc2e;tubGal80[ts].

Im Gegensatz zu den publizierten Ergebnissen (Crowther, Kinghorn et al., 2005; Finelli,
Kelkar et al., 2004), konnten bei den Linien mit einfach inseriertem AB,,-Peptid unabhangig
von der Temperatur nur geringe Unterschiede zu den Kontrollen in Bezug auf das Uberleben
und die motorischen Fahigkeiten nachgewiesen werden. Die Expression des Af4 zur
Ausbildung eines Phanotyps féllt hier mdoglicherweise zu gering aus. Ursachlich hierfar
konnte die Verwendung einer anderen Treiberlinie, als die im Paper beschriebene Linie
(elavC155) sein. Zudem schwanken die absoluten Uberlebenszeiten auch bei den
Kontrolllinien, was auf einen anfélligen assay bei nur schwacher Phéanotypauspragung
hinweist. Eine weitere Ursache kdnnte eine eventuelle Kontamination der nicht gebalancten

Fliegenlinie sein.
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4.2 Einfluss der Wirkstoffe auf das Uberleben und

Aggregationsverhalten der transgen veranderten Fliegen

4.2.1 Auswirkungen der Wirkstoffe auf das Uberleben der Fliegen

Fur die Testung der verschiedenen Oligomermodulatoren wurden die im Vorfeld

1118.

untersuchten transgenen Linien w***%:arc2e, w''*®

alz3;alz8 sowie die temperaturabhéngige

Treiberlinie elavGal4;tubGal80][ts] verwendet. Als Kontrolle diente die Linie w8 lacz.

4.2.1.1 Auswirkungen der Wirkstoffe auf Fliegen mit dem Genotyp
elavGal4/tubGal80[ts],lacz

Unter Anwendung der Wirkstoffe konnte kein signifikanter Uberlebensvor- oder nachteil fir
Kontrollfliegen des Genotyps elavGal4;tubGal80[ts] lacz gegeniber der Negativkontrolle
DMSO festgestellt werden (Tab. 11 und Tab. 12 im Anhang).

Die mittlere Uberlebenszeit ohne Zugabe von DMSO fiel um 10,28 bis 20,24 % hoher aus,
verglichen zu den Fliegen, die mit DMSO bzw. mit in DMSO geldsten Wirkstoffen behandelt
wurden.

Die Ursache hierfur ist am ehesten die bereits in der Literatur beschriebene Toxizitat des
DMSO, inshesondere bei Konzentrationen iber 0,3 % (Nazir, Mukhopadhyay et al., 2003).
Unter Zugabe der sery-Modulatoren war in den Versuchstieren mit ABs-Expression sowie
teilweise in der Kontrolle ein signifikant vermindertes Uberleben gegeniiber DMSO zu sehen.
Dies deutet auf einen zum DMSO additiv toxisch wirkenden Effekt der Modulatoren auf die

Fliegenlinien hin.

4.2.1.2 Auswirkung der Wirkstoffe im arctic - und im sporadischen
Fliegenmodell

In den durchgefiinrten Messungen zeigte sich eine signifikant erhohte Uberlebensdauer
(Tab. 11 und Tab. 12 im Anhang) der ABs-exprimierenden Fliegen unter Applikation
unterschiedlicher Wirkstoffe gegentiber DMSO. Unter anle138b zeigte sich bei den Fliegen
mit dem Genotyp elavGald/arc2e;tubGal80[ts] eine Verlangerung der mittleren
Uberlebenswahrscheinlichkeit um 19,96 % und unter anle138c um 20,4 % gegeniiber den
mit DMSO behandelten Kontrollfliegen.
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Die starksten positiven Effekte auf die mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im Modell
elavGal4/alz3;tubGal80[ts]/alz8 zeigten die Modulatoren sery392b (5,23 % hohere mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit, p=0,001) und anle145c (7,25 % hohere mittlere Uberlebens-
wabhrscheinlichkeit, p=0,00).

4.2.2 Quantifizierung von I8slichem, unldslichem und Gesamt-AB4,-Protein

Mittels msd assay erfolgte die Quantifizierung von ldslichem und unloslichem AB4, aus
Proteinextrakten von Fliegengehirnen.

Fir die Versuchstiere des Genotyps elavGal4;tubGal80[ts],lacz lag die AB.,-Proteinmenge,
wie erwartet, unterhalb des messbaren Bereichs.

Die Auswertung zeigt, dass zum Messzeitpunkt nahezu alles AB bereits aggregiert vorliegt.
Maoglicherweise kénnten Messungen zu einem friheren Zeitpunkt Effekte von anle138b und
anlel38c zeigen, die mit voranschreitender Zeit verloren gehen. Eine Unterscheidung
zwischen toxischen und nichttoxischen Oligomeren ist mit dieser Methode ebenfalls nicht
maoglich, so dass nicht Kklar ist, ob das Fehlen einer Reduktion der unléslichen Aggregate mit
einem fehlenden Wirkeffekt der anle-Substanzen gleichzusetzen ist. Zudem konnte das
Experiment aus Zeitgriinden auch nur einmal durchgefuhrt werden, so dass die Aussagekraft

insgesamt sehr eingeschrankt ist.

4.3 Lokale Expression von AB;; im Auge von Drosophila

melanogaster

Um einen direkten Einfluss der Modulatoren auf die Struktur und Funktion von Neuronen zu
testen, wurde A, im Auge der Fliegen exprimiert. Durch den direkten Zugang zum Auge
und somit zu den Photorezeptorzellen kdénnen etwaige Verdnderungen direkt sichtbar
werden.

Unter Verwendung der Treiberlinie zeigte sich in der F1-Generation der verkreuzten Fliegen
bereits am 1. Tag nach dem Schliupfen eine beginnende Vakuolenbildung bei den Fliegen
mit dem Genotyp GMR/arc2e sowie leichte Verédnderungen bei der Kontrolle
GMR/CD8eGFP. Aufgrund des frihen Auftretens der Veranderungen ergeben sich Hinweise
auf eine GMR-Gal4-gesteuerte Expression der transgenen AB-Konstrukte bereits ab dem
Embryonalstadium. Bei der Kontrolllinie (GMR/CyO) waren nach dem Schlipfen keine

Veranderungen in den Augen zu sehen.
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Im weiteren Verlauf zeigte sich auch unter Applikation der Wirkstoffe und der
Negativkontrolle DMSO eine deutliche Zunahme der Fehlbildungen in den Augen der Fliegen
mit AB4.-Expression. Die Ergebnisse korrelieren mit experimentellen Beobachtungen (Finelli,
Kelkar et al., 2004), in denen die Degeneration der Facettenaugen mit steigendem
Lebensalter bei AB Expression zunehmend waren. Dabei zeigten sich Fehler in der
Organisation der Facettenaugen, eine Verkleinerung des Auges insgesamt sowie eine
verminderte Anzahl der interommatidialen Borsten. Die Schwere der Auspragung korrelierte
zuséatzlich mit einer gesteigerten Insertionsrate des AB-Peptids (Crowther, Kinghorn et al.,
2005) und ist am ehesten durch den progredienten Zelltod bedingt (Freeman, 1996; Kramer
and Staveley, 2003).

Ahnliche Schadigungen zeigten sich auch im Versuch bei den behandelten Kontrollen nach 7
Tagen. Ursachlich hierfir kdnnte die Toxizitdt des DMSO sein, in dem die Wirkstoffe gelost
sind. Diese Vermutungen decken sich mit Beobachtungen von Nazir et al., wonach die
Grenze der Toxizitat des DMSO bei einer Konzentration von 0,3 % liegt. Daruber
hinausgehende Konzentrationen wirken zytotoxisch und behindern die Entwicklung sowie die
Reproduktionsfahigkeit der Fliegen (Nazir, Mukhopadhyay et al., 2003).

Die in den Experimenten verwendeten DMSO-Konzentrationen in den Wirkstoffen lagen bei
3 %, sodass eine Interpretation des auf3eren Erscheinungsbildes unter diesen Umstanden
nicht moglich ist.

Da ApBs, bereits seit dem Embryonalstadium exprimiert wurde, ist von irreversiblen
Schéadigungen des visuellen Systems durch das AB.-Peptid bei den Fliegen mit dem
Genotyp GMR/arc2e sowie durch Bildung von Peroxiden bei der Entstehung des
Fluorophors bei der Linie GMR/CD8GFP wahrend der Entwicklungsphasen auszugehen. Der
progrediente Zelltod in der Treiberlinie GMR/CyO ist wahrscheinlich durch die Zytotoxizitat
des DMSO bedingt, das Fortschreiten der Schaden in den anderen Fliegen dariiber hinaus
auf eine kontinuierliche Expression der Proteine beziehungsweise auf die kontinuierliche
Bildung der Peroxide zurlickzuftihren. Zum besseren Verstandnis der pathologischen
Veranderungen sollte eine Optimierung der einflussnehmenden Faktoren erfolgen. Mittels
einer Uber Gal80[ts] steuerbaren Gal4GMR-Treiberlinie bestinde beispielsweise die
Mdglichkeit, dass AB4, erst im adulten Stadium exprimiert wird und somit die irreversiblen
Schadigungen vor dem Schlipfen verhindert werden kénnen. Infolgedessen waren maogliche
Therapieeffekte besser zu interpretieren. Eine Besserung des Augenphéanotyps ist unter
diesen Bedingungen auch bei mdglicher positiven Wirkung der Modulatoren auf die

Amyloidproduktion nicht zu erwarten.
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4.4 Mogliche Anwendung fur die Klinik

Die Herstellung antidementiv wirkender Medikamente steht neben der molekularbiologischen
Grundlagenforschung im Focus der Alzheimerforschung.

Die im Fliegenmodell wirksamen Oligomermodulatoren anle138b und anle138c zeigten ein
signifikant verlangertes Uberleben, insbesondere fiir die arctic-Mutante im Fliegenmodell,
sodass diese ein zukinftiger Ansatzpunkt zur Etablierung medikamenttser Therapien sein
kénnte. Bereits nach dem Schlipfen der AB-Mutanten und somit vor Beginn der Therapie
konnten leichte motorische Defizite im longevity assay beobachtet werden, die als Folgen
der bereits in der Entwicklungsphase stattfindenden Expression des AB zu interpretieren
sind. Trotz beginnender klinischer Symptomatik erwiesen sich anle138b und anle138c als
effektive Modulatoren, die einen Uberlebensvorteil bewirkten. Dies erweist sich als nutzlich,
da Patienten zumeist erst mit einer verzogerten Latenz nach dem Auftreten der kognitiven
Defizite den Arzt aufsuchen und die Diagnose gestellt wird. Die aktuell verfligbaren
Antidementiva wirken oftmals nur unzureichend, insbesondere im fortgeschrittenen
Demenzstadium.

Im néchsten Schritt sollten die Oligomermodulatoren im transgenen Alzheimer-Mausmodell
getestet werden um die Wirksamkeit zu kontrollieren. Die Blut-Hirn-Schranke der Drosophila
besteht, anders als beim Menschen, aus Oberflachen-assoziierten-Gliazellen (Schwabe,
Bainton et al.,, 2005). Anlel138b wurde bereits im a-Syn- und im Creutzfeld-Jakob-
Mausmodell mit aussichtsreichen Ergebnissen getestet. Es zeigten sich ausreichende
Plasmaspiegel und eine gute Blut-Hirn-Schrankenpenetration (Wagner, Ryazanov et al.,
2013).

Eine Uberpriifung der ZNS-Wirksamkeit und des Plasmaspiegels in Bezug auf anle138c
wurden hingegen bisher nicht durchgefiihrt. Aufgrund der deutlichen Toxizitat des DMSO, in
dem die Wirkstoffe geldst sind, sollte dartiber hinaus nach weniger toxischen Losungsmitteln
gesucht werden.

Weiterhin stellt sich die Frage, ob bereits gebildete Fibrillen durch die Wirkstoffe moduliert
werden kénnen oder unwirksam werden.

Da eine Wirksamkeit des anle138b in vitro und in vivo in verschiedenen neurodegenerativen
Krankheitsmodellen mit Proteinfehlfaltungen wie der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung (Prion-
Protein-Scrapie), dem M. Parkinson (a-Synuclein) (Wagner, Ryazanov et al., 2013) und dem
M. Alzheimer (AB) gezeigt wurde, lasst sich ein gemeinsamer Mechanismus vermuten. Die
Wirkweise der Oligomermodulatoren scheint dabei unabhangig von der Aminosauresequenz
der Peptide zu sein. Aufbauend auf den dargelegten Ergebissen sind die Modulatoren

anle138b und anle138c positivim Mausmodell getestet worden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit ,In-vivo-Screen verschiedener Aggregationsmodulatoren in
transgenen Drosophila melanogaster Alzheimermodellen® wurden die Aggregationsmodula-
toren in verschiedenen Systemen der Drosophila melanogaster untersucht. Ziel der Arbeit
war die Untersuchung der Wirksamkeit der synthetischen Diphenyl-Pyrazol-Derivate im
Alzheimermodell in vivo, bei vorbeschriebener erfolgreicher Effektivitat in vitro sowie in vivo
im Creutzfeld-Jakob- und im Parkinsonmodell, um im n&chsten Schritt eine Testung im
Mausmodell durchfihren zu kénnen.

Zu Beginn der Arbeit erfolgte ein ausfiihrliches Screeningverfahren zur ldentifizierung
geeigenter transgener Alzheimermodelle (wW[*''®];P{UAS-AB1-42};:P{UAS-AB1-42} und
w8, P{UAS-Arctic AB1-42 (Glu22Gly)}), Kontroll- (w[***®];P{w[+mC]=UAS-lacZ.NZ}20b und
w[1118]P{UAS-mCD8:GFP.L}LL5) und Treiberlinien (W[****];P{w[+mC]=GAL4-elav.L}2/CyO,
W[M8]; P{w[+mC]=tubP-GAL8O[ts]}2/TM2,w[**®];P{ry[+t7.2]=neocFRT}42DP{w[+mC]=Mae-
GMR.EP}hbs[EP)/CyO,w[***®]; P{w[+mW.hs]=GawB}VGIut[OK371]), die zur Ausbildung eines
starken Phanotyps flhrten.

Unter Verwendung dieser charackteristischen Treiberlinien konnte die Expression von AB
gewebespezifisch gesteuert werden. Mittels der panneuronalen, temperaturabhéngigen
Treiberlinie elavGal4;tubGal80[ts] wurde ein longevity assay durchgefiihrt. Unter den neun
getesteten Modulatoren zeigte sich in den transgenen Alzheimerfliegenmodellen unter
Applikation von anle138b und bei den Fliegen mit dem Genotyp elavGald/arc2e;tubGal80
zudem auch unter anle138c, ein signifikant verlangertes Uberleben im Vergleich zur
Negativkontrolle DMSO. In der anschlieend durchgefihrten Quantifizierung mittels
Elektrochemilumineszenz-Assay zeigte sich im Modell elavGald/arc2e;tubGal80 unter
Applikation von anlel38b und anlel38c eine Verminderung des unldslichen AB bei
unverandertem Gesamtprotein. Im Modell elavGal4/alz3;tubGal80/alz8 konnte ein ahnlicher
Effekt nicht nachgewiesen werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der ausschliesslichen Expression in den
Photorezeptoren der Drosophila melanogaster. Nach dem Schliupfen zeigten sich in den
Alzheimermodellen bereits teilweise leichte Verdnderungen im Bereich der Ommatidien.
Unter Verwendung der Aggregationsmodulatoren und der Negativkontrolle DMSO
verstarkten sich die Veranderungen zunehmend und traten auch bei der Kontrollfliegenlinie
auf, sodass von einem starken toxischen Effekt des DMSO ausgegangen werden muss.

Das gewdahlte System ist nur bedingt zur objektiven Testung geeignet. Bei einer erneuten

Testung sollte es durch einen geeigneteren Assay ersetzt werden.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die orale Gabe von anlel38b und anlel38c die
verkiirzte Lebensspanne in einem AB-Uberexpressions-Modell der Alzheimer-Erkrankung in
Drosophila verlangern kann. Parallel zur vorliegenden Arbeit wurden beide Substanzen in
einem Alzheimer-Mausmodell (APPPS1delta9) nach Auftreten der ersten Plague-Pathologie
getestet. Dort konnte anle138b die beeintrachtigte Gedachtnisfunktion wiederherstellen. Als
moglicher Wirkmechanismus konnte in vitro gezeigt werden, dass anle138b die Bildung von
Poren in Lipidmembranen inhibiert. Ein Effekt auf die Oligomerisierung von AB konnte auf
Rasterkraftmikroskopieebene nicht gesehen werden. Dafiir fanden sich weitere in vitro
Hinweise fur die Stabilisierung von off-pathway Oligomeren, die mit einer verminderten
Hydrophobizitat einhergingen.

Idealerweise sollten im néachsten Schritt praklinische Testungen erfolgen, um notwendige

Therapiekonzepte zu etablieren.
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7 Anhang

Chemische Strukturformeln der verwendeten Modulatoren

anle138b: 3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1H-pyrazole




Abbklrzungsverzeichnis

anle253b: 3-(3-Bromophenyl)-5-[4-(dimethylamino)phenyl]-1H-pyrazole

Br

sery85: 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5-(3-fluorophenyl)-1H-pyrazole

n— NH
HO Jr/

HO
sery118: 5-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)isoxazole

OH
N-—-O

| 4 OH

HO
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sery313b: 3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-hydroxyphenyl)-1H-pyrazole

N.-NH
[,

<O
O
sery335b: 3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(3-chlorophenyl)-1H-pyrazole

N.-NH
[

o o

Cl

sery392b: 3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1-methyl-1H-pyrazole

o o
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Auswertung der Uberlebensanalyse mittels SPSS

Tab. 11: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit verschiedener Linien

Tabellarische Aufzeichnung der Mittelwerte und Mediane fir die Uberlebenszeit der F1-Generation der
Linien elavGal4;tubGal80]ts],lacz (lacz), elavGal4/arc2e;tubGal80[ts] (arc2e) und elavGald/alz3;
tubGal80|[ts]/alz8 (alz3/alz8) unter Verwendung der Wirkstoffe anle138b und 138c sowie unter DMSO

Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Mittelwert? Median

95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall

Standardfehl Untere Obere Standardfehl Untere Obere

laczvs. acr2e vs. alz3/alz8 Schatzer er Grenze Grenze Schatzer er Grenze Grenze
lacz DMSO 31,179 497 30,205 32,154 33,000 448 32,122 33,878
anle 138b 32,930 4401 32,143 33,717 33,000 ,320 32,374 33,626
anle 138c 32,349 415 31,536 33,162 33,000 391 32,234 33,766
Gesamt 32,149 ,255 31,650 32,649 33,000 221 32,567 33,433
arc2e DMSO 11,423 ,131 11,166 11,680 12,000 ,088 11,828 12,172
anle 138b 13,695 ,150 13,401 13,989 13,000 ,150 12,705 13,295
anle 138c 13,753 ,152 13,456 14,050 14,000 178 13,651 14,349
Gesamt 12,915 ,091 12,736 13,094 13,000 ,083 12,836 13,164
alz3/alz8 DMSO 21,775 ,231 21,322 22,228 22,000 ,165 21,677 22,323
anle 138b 22,004 ,296 21,424 22,584 22,000 ,219 21,570 22,430
anle 138c 21,652 ,253 21,156 22,149 22,000 213 21,582 22,418
Gesamt 21,811 ,152 21,512 22,109 22,000 112 21,781 22,219
Gesamt Gesamt 22,075 ,194 21,694 22,455 21,000 ,235 20,539 21,461

Tab. 12: Mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit im paarweisen Vergleich unter Zugabe von

Modulatoren

Tabellarische Darstellung der Signifikanztestung im paarweisen Vergleich in Bezug auf die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit der F1-Generationen der Linien elavGal4;tubGal80[ts],lacz (lacz),
elavGald/arc2e;tubGal80][ts] (arc2e) und elavGald/alz3;tubGal80[ts]/alz8 (alz3/alz8) unter Verwendung
der Wirkstoffe anle138b und 138c sowie unter DMSO

Paarweise Vergleiche

DMSO anle 138b anle 138c
laczvs. acr2e vs. alz3/alz8 Chi-Quadrat Sig. Chi-Quadrat Sig. Chi-Quadrat Sig.
Log Rank lacz DMSO ,960 327 ,068 ,7194
(Mantel-Cox) anle 138b ,960 327 863 ,353
anle 138c ,068 794 ,863 ,353
arc2e DMSO 149,410 ,000 151,348 ,000
anle 138b 149,410 ,000 ,089 ,765
anle 138c 151,348 ,000 ,089 ,765

alz3/alz8 DMSO 12,003 ,001 1,310 ,252
anle 138b 12,003 ,001 4,900 ,027
anle 138c 1,310 ,252 4,900 ,027
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