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1 Abkiirzungsverzeichnis
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2 Einleitung

2.1 Das Amyloid beta Peptid

Die Alzheimersche Erkrankung (lateinisch Morbus Alzheimer) ist eine neurodegenerative Erkrankung
und die haufigste Ursache fir eine Altersdemenzerkrankung in der westlichen Welt. Alzheimersche
Demenz wurde erst 1907 von dem deutschen Pathologen Alois Alzheimer beschrieben. Nach dem
Tod der von ihm betreuten Patientin Auguste Deter beschrieb Alzheimer anormale Ablagerungen im
Gehirn der Patientin (Benkert, et al., 2011). Diese charakteristischen Eiweil3ablagerungen in der
grauen Hirnsubstanz sind eines der Hauptmerkmale der Alzheimer-Krankheit. Die Hauptbestandteile
dieser Plaques sind die sogenannten beta-Amyloid-Peptide, die sich zwischen den Neuronen im
Gehirn anhaufen. Das beta-Amyloid besteht aus 36-43 Aminosauren (Zettl, et al., 2005) und entsteht
bei der Spaltung des Vorlauferproteins Amyloid-Precursor-Protein (APP) (Kang, et al., 1987). Dabei
handelt es sich um ein Transmembranprotein mit einer zytoplasmatischen C-terminalen und einer
extrazellularen N-terminalen Domane. Bei der Spaltung kann zwischen zwei Wegen unterschieden
werden, wie in Abb.2 dargestellt: der amyloidogene Weg, der zur Entstehung der ABR-Peptide fiihrt,
sowie der nicht-amyloidogene Weg, bei dem Ps-Peptide entstehen. An diesen proteolytischen
Prozessen sind drei Proteasen, ndmlich a—, p—, y—Secretasen involviert. Im nicht-amyloidogenen Weg
erfolgt die hydrolytische Proteolyse durch die a-Sekretase, was zur Freisetzung von sAPPa sowie
dem membranstandigen a-CTF fihrt. Das a-CTF wird durch die y-Sekretase in weiteren Schritten
gespalten. Da die Prozessierung der a-Sekretase innerhalb der AB-Sequenz erfolgt, wird ein kleines,
3 kDa Peptid (p3) generiert (Haass, et al., 1993).

Der amyloidogene Weg wird durch die proteolytische Spaltung des APP durch die B-Sekretase
eingeleitet. Zunachst wird bei der Bildung des AB die Ektodomane, die als sAPPB bezeichnet wird,
abgespalten und in den Extrazellularraum bzw. das Zellkulturmedium entlassen. Gleichzeitig bleibt
das B-C-terminale Fragment, B-CTF, in der Membran verankert. Das B-CTF wird durch die y-
Sekretase weiter gespalten, wobei die hydrolytische Proteolyse innerhalb der Transmembransequenz
erfolgt. Dabei entstehen Peptide mit einer Grél3e von etwa 4 kDa (Annaert, et al., 2002). Die Peptide
variieren bei der Spaltung in ihrer Lange. So wird zwar zum grofden Teil (90 %) das AB1-40 (mit 40
Aminosauren) gebildet, aber zu einem kleinen Anteil, etwa 10 %, auch das langere AB1-42 (Jarrett, et
al.,, 1993). Dies ist von pathologischer Bedeutung, da das langere AR pE3-42 Peptid aufgrund der
zusatzlichen hydrophoben Aminosauren Isoleucin und Alanin vermehrt zur Aggregation und somit zur
Bildung von Abetafibrillen neigt, als das kurzere Peptid AB1-40 (Clark, et al., 2003).
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http://de.wikipedia.org/wiki/Neurodegenerative_Erkrankung
http://de.wikipedia.org/wiki/Amyloid-Precursor-Protein
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Abb. 2.2.1: Hydrolytische Proteolyse des APP durch die a-, B-, und y-Sekretases. Die proteolytische
Spaltung von APP erfolgt auf zwei verschiedenen Wegen. Einer davon fihrt zur Bildung des pathogenen ApB-
Peptids, der andere unterbindet die AB-Bildung. Die Protease, a-Sekretase, schneidet APP, beim ,Non-
amyloidgenic-Weg"®, innerhalb der AB-Doméane und verhindert damit die AB-Bildung. Gleichzeitig wird die
I6sliche APP-Ektodoméne (APPs-a) sekretiert. Die Protease B-Sekretase schneidet am oberen Ende der AB-
Doméne und fihrt zur Sekretion der APP-Ektodomé&ne (APPs-B). AnschlieRend schneidet die y-Sekretase am
unteren Ende von AB, wodurch Ap freigesetzt wird. [Enthommen von http://www.bio-
pro.de/magazin/thema/00166/index.html?lang=de&artikelid=/artikel/02586/index.html und Cynis,H.,
Lichtenthaler, S., Wagner, L. and Demuth, H.-U. (2014) Chapter 10: Proteases in the nervous system. in:
Proteases: Structure and Function, Brix, K. and Stocker, W. eds. Springer-Verlag, Wien.]

2.2 Die Neurofibrillen

Neben den charakteristischen B-Amyloid Plaques finden sich bei Alzheimer-Patienten zusatzlich noch
pathologische Neurofibrillenbliindel innerhalb der Nervenzellen. Diese bestehen aus intrazelluléaren
Biindeln gepaarter, in helikaler Form angeordneter Filamente, die aus hyperphosphorylierten Tau-
Proteinen gebildet werden. Tau ist in der Lage, an die Mikrotubulli der Zellen zu binden und tragt
damit zur Stabilisierung bei. Die Beziehung zwischen beiden Formen der Proteinablagerungen
besteht darin, dass das Amyloid B-Peptid toxisch auf das Neuron einwirken kann. Dabei kommt es zu
einer vermehrten Phosphorylierung des Tau-Proteins. Durch diese Inaktivierung kann es sich nicht

mehr an die Transportstrukturen anheften und verliert damit seine Stitzfunktion. Es verklebt zu den


http://www.bio-pro.de/magazin/thema/00166/index.html?lang=de&artikelid=/artikel/02586/index.html
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sogenannten Neurofibrillenblindeln, die die Nervenzelle zunehmend ausfillen und ihren Stoffwechsel
hemmen (Walter, 2004) (Abb.3).

Normale Neuronen Kranke Neuronen
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Abb. 2.3.1: Verdnderungen im Gehirn bei Alzheimer-Erkrankten. Bei Alzheimer-Patienten finden sich Beta-
Amyloid-Plaques (faserférmige Eiweil3-Ablagerungen) zwischen den Neuronen sowie Neurofibrillenbundel in
den Neuronen, was zum Absterben der Neuronen fuhrt. [Entnommen von http://www.alzheimer-

forschung.de/alzheimer-krankheit/illustrationen_plaquesfibrillen.htm]

Es wird vermutet, dass diese Hyperphosphorylierung durch eine vermehrte Ansammlung von B-
Amyloid Plagues im Gehirn bedingt ist (Goedert, et al., 2005). Somit wird das Auftreten von Tau-
Proteinen nach der Bildung von Amyloid-Plaques erfolgen und ware ein Anzeichen flr das
Fortschreiten der Erkrankung (Schnabel, 2011). Auerdem ist noch nicht bekannt, ob die im n&chsten
Kapitel beschriebenen Enzyme auch die aggregierten AB-Peptide abbauen kénnen. Diese entstehen,
wenn die Konzentration von AB im Gehirn zu hoch ansteigt (vgl. Abb. 2.3.2)
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Abb. 2.3.2: Darstellung der Fibrillenbildung. Die Pfeile stellen das Gleichgewichtsverhéltnis zwischen den
einzelnen Aggregatzustanden dar. a): Klassisches thermodynamisches Modell der Keimbildung, wobei n* der
kritische Kern ist. b), ¢): Zwei Modelle fir monomere Keimbildungaggregation, in dem der Kern entweder stark
organisiert (b) oder verlangert ist (c). d)- f): Hypothetisches B-Faltblatt-Strukturen-Modell fir die Aggregation
kritischen Keime, die entweder Tetramere (d), Monomere (e) oder Dimere (f) bilden. (Kar, et al., 1992)

Amyloid B Peptid
gelost M Hohe Konzentration
von AB Peptiden
aggregiert
W Profibrillen Oligomere
v
Fibrillen g
B v @
' Plaques

Abb. 2.3.3: Wege des Amyloid B Peptids. Das Peptid Abeta liegt entweder in gelster oder in aggregierter
Form im menschlichen Koérper vor. Die Aggregation erfolgt jedoch erst wenn die Konzentration zu hoch ist.

Dann lagert es sich entweder zu Oligomeren zusammen oder zu Profibrillen, die sich dann zu Plague
zusammensetzen. (Schnabel, 2011)

Das Amyloid B kann, wenn es in geldster Form vorliegt, durch mehrere Peptidasen (zum Beispiel:
Neprilysin und Plasmin) im Gehirn abgebaut werden.
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Abb. 2.3.4: Darstellung der Spaltstellen verschiedener bekannter Enzyme an der Priméarstruktur des
Peptids Amyloid B 1-40. N: Neprilysin; N2: Neprilysin 2; I: Insulysin; P: Plasmin; M2: Matrix- Metalloprotease 2;
M9: Matrix- Metalloprotease 9 [wie beschrieben in Nalivaeva, et al., 2012; Carson, et al., 2002 und Portelius,
2009]

Des Weiteren werden N-terminale trunkierte AB Peptide durch das Enzym Glutaminylzyklase
posttranslational zu AB pE3-40 und AB pE3-42 modifiziert. Diese N-terminale pyroglutamisierte Ap-
Peptide sind hydrophober und neigen deswegen vermehrt zur Aggregation.

Im Verlauf der Arbeit soll untersucht werden, ob es Unterschiede beziglich des proteolytischen
Abbaus zwischen Abetafibrillen 1-40, 3-40 und pE3-40 gibt und ob aufRerdem von den im n&chsten
Kapitel beschriebenen Enzymen weitere in der Lage sind, Amyloid 8 abzubauen.

2.3 Verwendete Peptidasen

Peptidasen sind abbauende Enzyme, die die gesamte Hydrolyse von Proteinen katalysieren. Sie
werden, je nach ihrem Wirkungsort, grob in zwei grof3e Gruppen, d. h. Exopeptidasen (EC 3.4.11-
3.4.19) und Endopeptidasen (EC 3.4.21-3.4.25; 3.4.99) unterteilt. Die Exopeptidasen spalten die
Peptidbindung nahe der Amino- oder Carboxy-Termini des Substrates, wahrend Endopeptidasen die
Peptidbindungen weiter entfernt spalten. Basierend auf der funktionellen Gruppe im aktiven Zentrum,
werden Peptidasen auferdem in Serin-Proteasen, Aspartatproteasen, Cystein-Proteasen und
Metalloproteasen gegliedert. In der Merops-Datenbank werden die Proteasen basierend auf ihre
katalytischen Mechanismen, ihrer Struktur und Aminosaurensequenzen zunachst in verschiedene
Clans und anschliefend weiter in Familien unterteilt. Da in der Arbeit ,Untersuchungen des
proteolytischen Abbaus von Abeta 1-40 und Abeta pE3-40“ (2013) meinerseits bereits intensiv auf die

einzelnen Enzyme eingegangen wurde, erfolgt hier nur ein kurzer Uberblick.
2.3.1 Metalloproteasen

Bei Metalloproteasen handelt es sich um Enzyme, die Proteine/Peptide hydrolytisch nur unter
Bindung an einen Co-Faktor, ein zweiwertiges Metallkation (h&ufig Zink), spalten kénnen. Alle die im
Verlauf der Arbeit verwendeten Metalloproteasen werden anhand der MEROPS-Datenbank dem Clan

MA zugeordnet. Kennzeichnend fur diesen Clan ist das Vorhandensein eines His-Glu-Xaa-Xaa-His


http://flexikon.doccheck.com/Enzym?PHPSESSID=927950e09e300d4793070470ea5d0976
http://flexikon.doccheck.com/Protein?PHPSESSID=927950e09e300d4793070470ea5d0976
http://flexikon.doccheck.com/Kation?PHPSESSID=927950e09e300d4793070470ea5d0976

(HEXXH) Motives in dem Enzym. Bei den beiden His-Resten handelt es sich um die Zink-Liganden,

wahrend das Glu die katalytische Funktion unterstitzt.
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Tab. 2.3.1.1: Darstellung der verwendeten Metalloproteasen und ihren Eigenschaften

Name Neprilysin Neprilysin 2 Insulysin MMP 2 MMP 3 MMP 9 MMP 13 Meprin A
Klasse EC 3.4.24.11 | EC3.4.24.B14 | EC 3.4.24.56 | EC 3.4.24.24 EC 3.4.24.17 EC 3.4.24.35 | EC 3.4.24.22 EC 3.4.24.18
Merops-Nr. M13.001 M13.012 M16.002 M10.003 M10.005 M10.004 M10.013 M12.002
Lange 749 AS 779 AS 1019 AS 660 AS 477 AS 707 AS 471 AS 746 AS
Molekulargewicht
Nativ (Untereinheit) 85,514 kDa 89,367 kDa | 117,968 kDa | 73,882 kDa 53,977 kDa 78,458 kDa | 53,820 kDa 84,419 kDa
Genlokus im 20911.3-
Mensch 3921-927 1p36 10g923-g25 16913 11923 q13.1 11g22.3 6p21
Lokalisierung in der Merpbrgn- 'V'er.‘."br?‘”' Cytosolisch Extrazellular Extrazellular Extrazellular | Extrazellular Extrazellular
Zelle standig standig
Zymogen nein nein nein ja ja ja ja ja
MMP 2 und 3, | Serinproteasen
Aktivierung durch / / / MT-MMPs Plasmin MMP 2 und 3 MT1-MMP, wie z.B.
Plasmin Trypsin
K.I? ”agr?“e I?Ier Proteine/
Insulin. kurze Kollagene IVyI?X un’d X Kollagene Peptide an der
Substrat- kurze Oligo- kurze Oligo- S Typ IV, ' ' Typ IV, Kollagen Typ Carboxyl-
s . : bioaktive . Proeoglykane, , : .
spezifitat peptide peptide ) Elastin, . . Elastin, Il seite mit
Peptide . . Fibronektin, . .
Fibronektin . Fibronektin hydrophoben
Laminin,
. Rest
Elastin
Quatarstruktur Monomer Monomer Dimer Dimer Dimer Dimer Dimer Dimer
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2.3.2 Serinproteasen

Serinproteasen werden auf Grund der Gegenwart einer Serin-Gruppe in ihrem aktiven Zentrum
benannt. Nach MEROPS werden die Serinproteasen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, in den
Clan PA unterteilt. Typisch fiir diesen Clan ist eine katalytische Triade aus His, Asp/ Glu, Cys/ Ser,
die Uber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind. Die verwendeten Peptidasen der
Familie SO1 enthalten die katalytische Triade His, Asp, Ser.

Tab. 2.3.2.1: Darstellung der drei verwendeten Serinproteasen und ihren Eigenschaften

Name Plasmin Plasma Kallikrein Tissue Kallikrein
Klasse EC 3.4.24.7 EC 3.4.21.34 EC 3.4.21.35
Merops-Nr. S01.233 S01.212 S01.160
Lange 810 AS 638 AS 262 AS
Molekulargewicht
Natiy (Umegreinheit) 90,569 kDa 71,370 kDa 28,890 kDa
Gef\‘/'g;‘;i . 6026 4q35 19q13
Sekretorische
Lokalisierung in der Membranstandig sekretorische Vesikel
Zelle Vesikel (Leber) (Speicheldriise,
Niere)
Zymogen ja ja ja
Gewebeplsminogen-
Aktivierung durch gktivator, . Faktor 12 Plasma Kallikrein
Urokinaseplasmin-
aktivator
Substrat- . Lys—Arg _und Arg—S_er Met—l__ys _und Arg—S_er
spezifitat Fibrin P_eptm!bmdungm in F’_ept@bmdunggn in
bioaktiven Peptiden | bioaktiven Peptiden
Quartatstruktur Monomer Monomer Monomer

2.4 MALDI-TOF MS

Die Abkirzung MALDI-TOF MS steht fiir die Kombination aus einer Matrix-unterstiitzten
Laserdesorptions/lonisations-(MALDI)-lonenquelle und einem ,Time-of-Flight mass spectrometer®
(TOF MS) Flugzeit-Massenspektrometer. Das Verfahren der (MALDI)-lonenquelle wurde 1987 an der
Universitat Minster von Michael Karas und Franz Hillenkamp entdeckt. Von Ronald C. Beavis und
Brian T. Chait stammt die Idee zur Kopplung zum MALDI-TOF MS. Bei dieser Methode wird ein
Biomolekil mit einem ca. 1000fachen molaren Uberschuss einer Matrix gemischt, so dass nach
Verdunstung des Lésungsmittels eine Co-Kristallisation von Matrix und Biomolekiil erfolgt (Lottspeich,
et al.,, 1998). Als Matrix kommen niedermolekulare organische Komponenten zum Einsatz, die
einerseits die Fahigkeit zur UV-Absorption besitzen und andererseits auch tber eine Saurefunktion
verfigen. Beim Beschuss im Hochvakuumsystem mit einem kurzwelligen Laser (z.B. ein Stickstoff-
Laser mit einer Wellenlange von 337nm) wird Strahlung von der Matrix absorbiert. Dabei wird

angenommen, dass die Matrixmoleklile angeregt, das Gitter im Festkdrper zerstért und die
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Matrixmolekiile desorbiert werden. Vor dem Erreichen des thermischen Gleichgewichts kommt es zu
einem explosionsartigen Phasenubergang, wahrenddessen neben den Matrixmolekulen auch die
Biomolekile in die Gasphase freigesetzt werden. Wenn die eingestrahlte Energie in einem Bereich
zwischen 10° und 10" W/cm? liegt, l&sst sich ein thermischer Zerfall der labilen Biomakromolekiile wie
Proteine oder DNA nahezu verhindern, da die Matrix einen weiteren Energietransfer zum Biomolekul
unterbindet (Hesse, et al., 2005). Photoionisierte, radikalische Matrixmolekule bewirken danach noch
durch Protonentransfer eine hohe Ausbeute an elektrisch geladenen Biomolekulen (Lottspeich, et al.,
1998).

Beam splitter

ﬁ &

Protein Q'
sample is | 2
ionized Trigger
\g_\ Electrical field ® —
accelerates ions N
X 7 Laser triggers
- W/ a clock

Lightest ions Detector
arrive at the
Laser detector first

beam

1 pl of sample loaded on
MALDI-TOF sample plate

Kt Matrix
S 3
\Srplc el Protein

Abb. 2.5.1: Schema eines MALDI-TOF [Entnommen von
http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK22410/figure/A481/, Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. (2002) Biochemistry.
5th edition. New York: W H Freeman.]

Als Folge des MALDI-Prozesses liegen also in der Regel einfach geladene, intakte Biomolekiile in der
Gasphase des Hochvakuumsystems vor. Diese lonen werden anschlieBend in einem
elektrostatischen Feld von 100 bis einigen 1000 V/mm beschleunigt. Durch die Polaritdt des
angelegten Feldes konnen entweder positive oder negative lonen selektiert werden. Beim
Flugzeitanalysator wird dann durch die genaue Messung der Zeitspanne, die ein lon bendtigt, um
eine feldfreie, definierte Strecke zwischen der Beschleunigungselektrode und dem Detektor zu
durchfliegen, eine exakte Bestimmung der molekularen Masse des Biomolekilmolekils mdglich. Die
Molekile werden durch ihre Masse- und Ladungsverhéltnisse aufgetrennt, weil sie auf
unterschiedliche Geschwindigkeiten gebracht werden. Berechnen kann man dies durch die

eingesetzte Feldspannung und deren daraus folgende kinetische Energie.
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Durch die MALDI-Analyse ist es mdglich, Molekulargewichte von naturlichen und synthetischen

Polymeren, Nukleotiden, Proteinen, Lipiden und Sacchariden zu bestimmen.

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist mit Hilfe des MALDI-TOF MS-Verfahrens festzustellen, ob es
Unterschiede beim Abbau der Abetafibrillen 1-40, 3-40 und des pE3-40, mittels der oben genannten
Enzyme, gibt. Zudem sollen die Spaltprodukte, die bei diesem Abbau entstehen, miteinander
verglichen und analysiert werden. Es soll also untersucht werden, ob die Enzyme eine abbauende
Wirkung auf aggregierte AB-Peptide haben und wie sich diese im Vergleich zu den gelésten AB-
Peptiden verhalten, die bereits in der Arbeit ,Untersuchungen des proteolytischen Abbaus von Abeta
1-40 und Abeta pE3-40“ (2013) analysiert wurden.

| Amyloid B Peptid |
/ ) il
W" Hohe Konzentration
von AB Peptiden
aggregiert

N

Profibrillen Oligomere

®

e

gelost

v

Fibrillen

Abbau durch Enzyme
(Neprilysin, Neprilysin-2,
Insulysin, Matrix-
Metalloproteinasen, Meprin
A, Plasmin, Plasma Kallikrein,
Tissue Kallikrein)

v

AB- Fragmente

Abb. 2.6.1 : Graphische Darstellung der Zielstellung der Arbeit. Rot dargestellt sind die Wege der

durchgefuhrten Untersuchungen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Gerat

Analysewaagen

MALDI-TOF Massenspektrometer
(Voyager- De Pro)

Reinstwasseranlage PURELAB Plus UV
Thermomixer compact

Tischzentrifuge 5415 D

Vortex-Genie2

ZBE 30-10 Eismaschine

3.1.2 Chemikalien

Chemikalien

Actinonin

Galardin

HCI-L6ésung

Nafamostat

Phosphoramidon
1,10-Phenanthrolin Monohydrat
PKSI-527

Sinapinsaure

TFA

Tris

Enzyme

Insulysin
Matrix-Metalloproteinas 2
Matrix-Metalloproteinas 3
Matrix-Metalloproteinas 9
Matrix-Metalloproteinas 13
Meprin A

Neprilysin

Neprilysin 2

Hersteller

Sartorius (Géttingen)

Applied Biosystems (Stafford, Texas)

USF SERAL (Ransbach-Baumbach)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Scientific Industries (Bohemia)

ZIEGRA Eismaschinen GmbH (Isernhagen)

Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Merck, Calbiochem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Enzo Life Sciences GmbH (Lérrach)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Enzo Life Sciences GmbH (Lérrach)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

R&D Systems (Wiesbaden)

Merck, Calbiochem (Darmstadt)

Merck, Calbiochem (Darmstadt)

Merck, Calbiochem (Darmstadt)

Enzo Life Sciences GmbH (L&rrach)

R&D Systems (Wiesbaden)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
R&D Systems (Wiesbaden)
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Plasma Kallikrein Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Plasmin Merck, Calbiochem (Darmstadt)

Tissue Kallikrein Holzel Diagnostika GmbH (KdlIn)

Ldsungen Zusammensetzung

APUffer 50 mM Tris-HCI, 10 mM CacCl,, 0,15 M NacCl,
0,05 % Brij, pH 7,5
20 mM Tris-HCI, pH 7,6 + 1 % [3-

B-Puffer Octylglucopyranosid

C-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,6

D-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 7,6

3.2 Methoden

3.2.1 Aktivierung von Meprin A durch Plasma- und Tissue Kallikrein

3.2.1.1 Aktivierung mit Tissue Kallikrein

Zu Beginn wurde die 100 pg/ml Tissue Kallikrein Stammldsung 20-fach verdiinnt. Dazu wurden 3 pl
der Stammloésung mit 57 pl C-Puffer versetzt, so dass eine Losung mit einer Konzentration von 5
pl/ml entsteht. Durch Zugabe von 4 ul A-Puffer auf 1 ul der 5 pg/ml Lésung entstand eine Tissue
Kallikrein Loésung mit einer Konzentration von 1 pg/ml. 3 ul des Meprin A wurden ebenfalls mit 7 pl
des A-Puffers versehen und anschlieRend wurde 1 pl der Tissue Kallikrein Losung dazugegeben. Fir
3 h wurde die Lésung bei 37 °C inkubiert und danach wurde die Reaktion mit der Zugabe von 4 pl

Nafamostat abgestoppt.

3.2.1.2 Aktivierung mit Plasma Kallikrein

Zu Beginn wurde die Plasma Kallikrein Stammlésung, welche eine Konzentration von 340 pug/ml hat,
68-fach verdinnt. Dazu wurde 1 pl der Stammldsung mit 339 ul C-Puffer versetzt, so dass eine
Losung mit einer Konzentration von 1pg/ml entsteht. 3 pl des Meprin A wurden ebenfalls mit 7 pl des
A-Puffers versehen und anschlieRend wurde 1ul der Plasma Kallikrein Losung dazugegeben. Bei 37
°C wurde die Losung fur 3 h inkubiert und danach die Reaktion mit der Zugabe von 4 pl PKSI-527
abgestoppt.
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3.2.2 Vorbereitung der Abetafibrillen

Es wurden 100 pM Fibrillen in 1 ml Losung (MES/ Tris/ Acetat Puffer [25mM/50mM/ 25mM, pH 7,0])
von Frau Dr. Dagmar Schlenzig angezichtet. Sie wurden bei 2000 g fir 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und zur spateren Aufbereitung bereitgestellt. Der Niederschlag wurde
mit 250 yl 20 mM Tris - HCI mit pH 7,6 resuspendiert. Um heraus zu finden, bei welcher
Konzentration die Fibrillen am besten durch die Enzyme abgebaut werden, wurden Vorversuche mit
unterschiedlichen Verdinnungen durchgefihrt, die wie in der Tabelle 1 zusammengefasst, angesetzt
wurden.

Tab. 3.2.2.1: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Vorversuchsproben

Zentrifugiertes Fibrillen Verdiinnung Probenvorbereitung
Pellet mit 250 pl 20 mM Tris
suspendieren

1u 5-fach 1 pl Fibrillen

1 ul 20 mM Tris, pH 7,6
2 pl H,O

1 pl 100 mM Tris

e 5u01%TFA+0,1%
B-Oktylglukopyranosid

1l 10-fach o 1 pl Fibrillen
e 3 pl 20 mM Tris, pH 7,6
o 4 Hl H,O
e 2 ul 100 mM Tris
e 10 0,1% TFA+0,1%
B-Oktylglukopyranosid

1plF+4pl 20 mM Tris 20-fach o 1 pl Fibrillen
o 1l 20 mM Tris, pH 7,6
e 2 ul H,O
e 1 pl 100 mM Tris
e 5u01%TFA+0,1%
B-Oktylglukopyranosid

3.2.3 Reinigung des Uberstands mittels ZipTip

Zum Konzentrieren und Reinigen des Uberstands wurden mit C18-Material geflllte 10 pl ZipTip-
Pipettenspitzen verwendet. Die ZipTip-Spitzen wurden durch Aufziehen von dreimal 10 pl 50 %
Acetonitril &quilibriert und anschlielend mit dreimal 10 pl 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) gewaschen.
Durch zehnmaliges Aufziehen von der 10 pl Peptidldsung wurde die Spitze beladen. Die Elution der
Peptide erfolgte mit 0,5 pl Elutionslésung direkt auf den Probenteller des Massenspektrometers. Die
Probe wurde durch mehrmaliges Abgeben und Einsaugen mit dem gleichen Volumen an Matrixlésung

auf dem Target vermischt und vor der Messung mindestens 10 min bei Raumtemperatur getrocknet.
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3.2.4 Transmissionselektronenmikroskopie der Abetafibrillen

Die Proben wurden aus den Reaktionsgefalien fir die Aggregationsreaktionen der Fibrillen
entnommen und von Dr. Gerd Hause (Biozentrum Halle Bioservice der Martin-Luther-Universitét
Halle) auf ein mit Formvar beschichtetes Kupfer-Grids (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland)
aufgetragen. Danach wurden sie fur 60 Sekunden inkubiert, dreimal mit Wasser gewaschen und mit 1
% Uranylacetat negativ gefarbt. Die Bilder wurden durch das Transmissionselektronenmikroskop (EM
900, Carl Zeiss SMT, Oberkochen), bei 80 kV mit einer Kamera (Variospeed SSCCD SM-1k-120,

TRS, Moorenweis) aufgenommen (Schlenzig et. al., 2009)

3.2.5 Untersuchungen verschiedener Enzyme mit den Substraten Abetafibrillen 1-40,
Abetafibrillen 3-40 und Abetafibrillen pE3-40 mittels MALDI- TOF-
Massenspektrometrie

Vor dem Start wurden die Reaktionsgefal3e vorbereitet und mit 5 pl 0,1 % B-Oktylglukopyranosid in
0,1 % TFA gefullt, womit die Reaktionen gestoppt werden. Es wurde jeweils ein doppelter Ansatz
hergestellt, wobei einmal Inhibitor dazu gegeben wurde und einmal Wasser als Vergleich. Fir die
Anséatze wurde nach folgendem Schema verfahren:

Probenansatze MALDI-TOF-Massenspektrometrie:

15 pl Inhibitor/H,O

15 pl H,O

15 pl D-Puffer

15 pl Enzym (5 pg/ml)

15 ul AB- Fibrillen (80 uM bei 3-40 / pE3-40 bzw. 160 uM bei 1-40)

Tab. 3.2.5.1: Ubersicht tiber die Enzymverdiinnungen

Enzym Konz. Verdin- Volumen Final Konz./
nung Ansatz
NEP 100 pg/ml 20-fach 2 ul Probe zu 38 ul C-Puffer 5 pg/ml
NEP2 100 pg/ml 20-fach 2 pl Probe zu 38 ul C-Puffer 5 pg/mi
IDE 500 pg/mi 100-fach 1 pl Probe zu 99 ul C-Puffer 5 pg/mi
Plasmin 1000 pg/ml 200-fach 1 pl Probe zu 199 ul C-Puffer 5 pg/mi
MMP2/MMP3/MMP9/MMP13 100 pg/ml 20-fach 3 ul Probe zu 57 pl C-Puffer 5 pg/mi
MepA Kal 66,67 pg/ml 13,33-fach 3 pl Probe zu 37 pl C-Puffer 5 pg/mi
MepA hK1 66,67 pg/ml 13,33-fach 3 pl Probe zu 37 ul C-Puffer 5 pg/mi
Kal 340 pg/mi 68-fach 2 pl Probe zu 134 pl C-Puffer 5 pg/mi
hK1 100 pg/ml 20-fach 3 pl Probe zu 57 ul C-Puffer 5 pg/mi

18



Die Reaktion wurde durch Zugabe von 15 pl Abetafibrillen bei 37°C gestartet. Die einzelnen

Reaktionen wurden im Zeitabstand von 20 Sekunden begonnen. Zu den aus Tabelle 2.3 aufgefiihrten

Zeiten wurden 5 pl Aliquot in die mit bereits 5 pl 0,1 % B-Oktylglukopyranosid in 0,1 % TFA befllten

Reaktionsgefalie tberfiihrt.

Tab. 3.2.5.2: Pipettierschema bei Probenentnahme wéahrend der Substrathydrolysestudie

Inhibitor

Zeit

K to 5min 30min  60min  2h 3h 6h 16h 24h

Phosphoramidon
1,10-Phenanthroline
a-antiplasmin
Garladin

Actinonin

PKSI-527

Nafamostat

L A N N N N N

5 ul Probenentnahme aus den Ansatzen

Die Kontrolle (K) und die t, Probe wurde wie in Tab. 2.4 zusammengesetzt.

Tab. 3.2.5.3: Pipettierschema fur K und t,

K to
0,1% TFA 5ul 5ul
Enzym - 1l
C-Puffer 1l -
D-Puffer 1l 1l
H.O 1u 1l
H,O / Inhibitor (Tab. 2.5) 1u 1l
(10 min warten, bis Enzym denaturiert)
Substrat 1 pl 80uM Fibrillen (AR 3-40, AR pE3-40) bzw.

160pM (AB 1-40)
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Tab. 3.2.5.4: Zusammenfassung der Inhibitoren der Substrathydrolyse, die in den Untersuchungen

zur Hydrolyse AB- Fibrillen durch unterschiedliche Enzyme eingesetzt wurden

Inhibitor Funktion Konzentration im Ansatz
Phosphoramidon NEP/NEP2-Inhibitor 20 uMm

1,10 Phenanthroline IDE-Inhibitor 2mM
a-antiplasmin Plasmin-Inhibitor 0,2 pg/ml
Garladin MMP2/MMP3/MMP9/MMP13-Inhibitor 200 pM
Actionin Meprin A-Inhibitor 200 uM
PKSI-527 Plasma Kallikrein-Inhibitor 200 pM
Nafamostat Tissue Kallikrein-Inhibitor 200 uM

Alle genommenen Proben wurden, nach Abstoppen der Reaktion durch 0,1 % B-Oktylglukopyranosid
in 0,1 % TFA, intensiv geschiittelt (Vortex-Gerét) und abzentrifugiert. AnschlieBend konnten sie fur
die MALDI-TOF-Massenspektrometrie prapariert werden. Durch die Verwendung der Proben mit Tris-
Puffer sank die Salzkonzentration. Somit war keine weitere Aufbereitung, wie z.B. mit Zip-Tip-C18,
notig. Die Matrixauswahl erfolgte aufgrund der Grof3e der zu untersuchenden Substratmolekiile.

Tab. 3.2.5.5: Matrix fiur MALDI-TOF- Massenspektrometrie

Substrat Matrix Matrix geeignet fir MW
Fibrillen AB 1-40, AB 3-40 Sinapinsaure ab 4000 kDa
bzw. AB pE3-40

Fir die Messung wurden die Proben mit 10 pl der Matrix gemischt und je 2 pl auf die Probenplatte
aufgetragen. Bei Verdunstung des Losungsmittels aus dem Proben-Matrix-Gemisch kommt es zur

Co-Kristallisation zwischen Probe und Matrix.

Da die Matrix aus sauren aromatischen Verbindungen besteht, ist sie in der Lage, die Energie von
Laserimpulsen kurzzeitig aufzunehmen. AnschlieBend wird die Energie explosionsartig freigesetzt
und es wird neben Matrixmolekiilen auch eingelagertes Probenmaterial desorbiert. Dabei wird ein
Proton der Matrix an das Biomolekil abgegeben. Somit sind die Biomolekiile alle positiv geladen und
kénnen in einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Gemessen werden die freigesetzten
Teilchen im sogenannten , Time of Flight* - Detektor (TOF). Durch angeschlossene EDV werden die
Daten ausgewertet. Da der MALDI-TOF keine quantitative, sondern nur qualitative Daten liefern kann,
wurden zwei bzw. drei unabhangige Experimente durchgefihrt und jede Probe eines Experimentes

zweimal gemessen, um eine grofl3e Datenmenge zur statistischen Auswertung (Anhang) zu erhalten.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche zum Proteolytischen Abbau der Abetafibrillen

Bevor mit den eigentlichen Versuchen der Fibrillen begonnen werden konnte, wurde ein Vorversuch
durchgefuhrt. Bei diesem wurde untersucht, ob nach dem Abzentrifugieren der Fibrillen noch Reste
der Fibrillen im abgenommenen Uberstand vorhanden sind und welche Konzentration der Fibrillen
sich am besten mittels MALDI-TOF messen lassen.
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Abb. 4.1.1: Degradomics-Massenspektren vom Substrat Abetafibrillen 1-40. Es wurde jeweils eine
Messung des Uberstandes, der 5fachen Verdiinnung des Pellets sowie dessen 10- und 20fachen Verdiinnung
vorgenommen.

At dlital

In Abbildung sind die Spaltdiagramme der Abetafibrillen 1-40 abgebildet. Es ist deutlich zu erkennen,
dass sich die Fibrillen vollstandig in dem Pellet angereichert haben, da sie im Uberstand nicht mehr
detektiert werden konnten. Bei der 20fachen Verdinnung ist allerdings zu sehen, dass ein sehr
starkes Grundrauschen (Signal/Noise) im Bereich der kleineren Fragmente auftritt, was spater zu

Problemen bei den Messungen fiihrte.

Auch in der folgenden Abbildung 4.1.2 wurde bei der Messung des Uberstandes kein Substratpiek
detektiert. AuRBerdem weisen alle drei Messungen des Pellets eindeutige und Kklar strukturierte

Massenspektren des intakten A-f3.40 auf.
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Abb. 4.1.2: Degradomics-Massenspektren vom Substrat Abetafibrillen 3-40. Es wurde jeweils eine
Messung des Uberstandes, der 5fachen Verdiinnung des Pellets sowie dessen 10 und 20fachen Verdiinnung
vorgenommen.
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Abb. 4.1.3: Degradomics-Massenspektren vom Substrat Abetafibrillen pE3-40. Es wurde jeweils eine
Messung des Uberstandes, der 5fachen Verdiinnung des Pellets sowie dessen 10 und 20fachen Verdiinnung
vorgenommen.

Die letzte Abbildung der Vorversuche zeigt die Spaltdiagramme der Abetafibrilen pE3-40. Die
Diagramme sind alle klar strukturiert und weisen keine Auffalligkeiten auf. Allerdings wurde auch bei
der Messung des Uberstandes ein Piek fur die Fibrillen detektiert, was darauf schlieBen lasst, dass

die Fibrillen aus der Lésung nicht vollstandig abzentrifugiert werden konnten.

4.2 Darstellung der Fibrillen im Elektromikroskop

Um zu untermauern, dass es sich bei den verwendeten Substraten wirklich um Abetafibrillen handelt
und nicht nur um lose Fragmente, wurden von Frau Dagmar Schlenzig und Dr. Gerd Hause vom
Bioservice der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg Untersuchungen mittels Elektromikroskop
vorgenommen und die Bilder zur Verfiigung gestellt.

Abb. 4.2.1: Elektromikroskopaufnahme von AR 1-40 Fibrillen. Die Fibrillen wurden in MES/ Tris/ Acetat
Puffer (25mM, 50mM, 25mM, pH 7,0) gebildet und bei Vergrdfierung 20 000 x fotographiert.
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Abb. 4.2.2: Elektromikroskopaufnahme von AR 3-40 Fibrillen. Die Fibrillen wurden in MES/ Tris/ Acetat
Puffer (25mM, 50mM, 25mM, pH 7,0) gebildet und bei VergréZerung 50 000 x fotografiert.

.
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Abb. 4.2.3: Elektromikroskopaufnahme von AR pE3-40 Fibrillen. Die Fibrillen wurden in MES/ Tris/ Acetat
Puffer (25mM, 50mM, 25mM, pH 7,0) gebildet und bei VergréZerung 50 000 x fotografiert.

Bei Abeta 1-40 und Abeta 3-40 waren auf allen Bildern ordentliche Fibrillen zu sehen. Bei pEAbeta
waren hingegen nur partiell richtige Fibrillen zu erkennen. Ansonsten traten dort vermehrt grol3e
Aggregate auf. Dies liegt entweder daran, dass das Peptid aggregiert war, oder die Fibrillen sehr dicht
gepackt waren. Aufgrund ihrer schlechten Léslichkeit ist die Aggregation des Peptids fur die AR pE3-

40 Fibrillen typisch. Dies wird daher als Ursache angenommen.

4.3 Physio-chemische Stabilitatsuntersuchungen der Abeta-Fibrillen.

Zur Kontrolle der Substrate und als Vergleichsprobe zu den eigentlichen Degradomics-
Massenspektren mit den Proteolyse-Abbaudiagramme der Fibrillen wurden Kontrolldurchlaufe
durchgefuhrt, bei denen in den Anséatzen keine Enzyme mit hinzugeben wurden (siehe Methoden).

Diese Proben wurden wahrend des normalen Versuchsablaufs mitgefihrt und gemessen.

23



1-40

100 1-40
90
80
70
60

50

% Intensity

40
30 |

20
10 T
Ny i ey oy

A
?D 0 1800 2600 3400 4200 5000
Mass (m/z)

Abb. 4.3.1: Degradomics-Massenspektren Stabilitdtsdiagramme vom Substrat Abetafibrillen 1-40 ohne
die Zugabe von Enzymen nach 1 h, 6 h, und 24 h.

Bei den Abetafibrillen 1-40 ist nach einer Stunde in Abbildung 4.3.1 noch kein Abbau bzw. eine
Schadigung des Substrates zu erkennen. Auch nach 6 h ist noch keine deutliche Wirkung der Warme
auf die Fibrillen zu erkennen. Erst bei der 24 h-Aufnahme ist deutlich zu sehen, dass die Intensitét
des 1-40 deutlich abgenommen hat und sich mehrere Fragmente gebildet haben, die durch den
MALDI-TOF-MS detektiert wurden.
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Abb. 4.3.2: Degradomics-Massenspektren Stabilitdtsdiagramme vom Substrat Abetafibrillen 3-40 ohne
die Zugabe von Enzymen nach 1 h, 6 h und 24 h.

5000

Auch bei den 3-40 Abetafibrillen ist anfangs nach 1 h und 6 h, im Bild 4.3.2, noch kein Anzeichen fir
einen Abbau auszumachen. Aber auch bei 24 h ist hier, starker noch als bei 1-40, ein sehr grol3er
Intensitatsverlust des Substratpieks zu erkennen sowie ein starkes Grundrauschen (Signal/Noise) im

Bereich der kleineren Fragmente, was auf einen nicht-enzymatischen Abbau schliel3en I&sst.
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Abb. 4.3.3: Degradomics-Massenspektren Stabilitdtsdiagramme vom Substrat Abetafibrillen pE3-40
ohne die Zugabe von Enzymen nach 1 h, 6 h und 24 h.

In Abbildung 4.3.3 hingegen, wo die Stabilitdétsdiagramme des Substrates pE3-40 dargestellt sind,

wurden auch nach 24 h noch die vollen 100 % Intensitat des Pieks fur die Abetafibrillen detektiert.
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Auch treten hier wesentlich weniger und geringere Fragmente auf, als in den beiden Bildern zuvor, so
dass hier schlussgefolgert werden kann, dass die pE3-40 Abetafibrillen physio-chemisch am

stabilsten sind.

4.4 Vergleich der Degradomics-Massenspektren vom proteolytischen Abbau
der Abetafibrillen nach 16 h

Der wichtigste Teil der Arbeit bestand darin, heraus zu finden, ob es Unterschiede in dem Abbau der
Fibrillen Abeta 1-40, Abeta 3-40 und Abeta pE3-40 mit den in der Einleitung beschriebenen Enzymen
gibt. Hierfir wurden jeweils ein Spaltdiagramm von Abetafibrillen 1-40, Abetafibrillen 3-40 sowie
jeweils eins von Abetafibrillen pE3-40 nach einer Reaktionszeit von 16 h ausgewahlt, um sicher zu
gehen, dass auch genug Zeit vergangen ist, um eine mogliche Reaktion sehen zu kénnen. In den
meisten pE3-40 Spektren ist ein Piek mit der Masse von ca. 2925 m/z detektiert, welcher fir
Fragmente der GrolRe 12-23 bzw. 13-24 steht. Dies ist jedoch ein nicht-enzymatisches Spaltprodukt,
welches in der Auswertung aulRer Beachtung gelassen wird, da es auch in den Kontrollen (siehe Abb.
4.3.3) und den t,- Proben detektiert wurde.

In der Abbildung 4.4.1 sind als erstes die Degradomics-Massenspektren von den Abetafibrillen 1-40
(A), 3-40 (B) und den Abetafibrillen pE3-40 (C) nach der Proteolyse mit NEP bei 16 h dargestellt.
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Abb. 4.4.1: Degradomics-Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40
(B) und pE3-40 (C) nach der Hydrolytischen Proteolyse mit Neprilysin bei 16 h.

Es ist zu sehen, dass alle drei Fibrillenarten fir Neprilysin sehr gute Substrate sind. Alle drei
Diagramme zeigen einen sehr deutlichen Abbau der Fibrillen, so dass lediglich bei 1-40 noch ein
kleiner Piek des Substrates detektiert werden konnte, der aber kaum die 10 % Uberschreitet.
Allerdings ist deutlich zu erkennen, dass in den Diagrammen A und B mehr und auch gréfi3ere
Fragmente entstanden sind als bei C. Wahrend bei C die kleineren Fragmente 12-19 mit 100 % sowie
25-37/ 26-38 und 10-29 mit ca. 50 % bzw. 30 % detektiert wurden, treten bei Abetafibrillen 1-40 und
3-40 hauptsachlich Fragmente mit Gber 1500 m/z auf. Bei A ist das Fragment 12-24 mit einer
Intensitat von 100 % am starksten detektiert, gefolgt von 1-17 bei Gber 60 % und den zwischen 40 %
und 50 % erscheinenden Fragmenten 20-40, 12-27 und 18-40. Abeta 18-40 ist hingegen bei den
Fibrillen 3-40 mit einer Intensitat von 100 % am starksten detektiert, gefolgt von 12-19 bei ca. 50 %

und mehreren kleineren Fragmenten zwischen 20 % und 40 %.
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Abb. 4.4.2 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40
(C) nach der Hydrolytische Proteolyse mit Neprilysin 2 bei 16 h.

In der Abbildung 4.4.2 ist der proteolytische Abbau von Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und
Abetafibrillen pE3-40 (C) nach 16 h mit dem Enzym Neprilysin 2 dargestellt. Es ist zu sehen, dass
sowohl bei den Fibrillen Abeta 1-40 (A), wie auch bei 3-40 (B) noch die Substratpieks mit voller Starke
detektiert wurden. Bei beiden wurden jedoch ebenfalls Fragmente detektiert, was auf eine sehr
langsame, aber doch vorhandene Reaktion hindeutet, wobei die Fragmente 5-13 und 1-17 bei A und
12-19 bei B in ihrer Intensitdt schon sehr ausgepragt sind. Dahingegen wurde bei den pE3-40
Fibrillen das gesamte Substrat versetzt und es entstand ein kleineres Fragment, 12-19, welches mit
der ganzen Intensitat auftritt, und weitere weniger stark vertretene, wie 23-34, pE3-17, 12-21 und 20-

40, welche allerdings alle unter 40 % liegen.

Die nachsten beiden Darstellungen sind sich sehr ahnlich. In Abbildung 4.4.3 sind die Degradomics-
Massenspektren von den Fibrillen Abeta 1-40 (A), Abeta 3-40 (B) und Abeta pE3-40 (C) nach 16 h mit
Insulysin zu sehen und in Abbildung 4.4.4 die Degradomics-Massenspektren von den Fibrillen Abeta
1-40 (A), Abeta 3-40 (B) und Abeta pE3-40 (C) mit dem Enzym Plasmin nach 16 h. Sowohl Insulysin,
als auch Plasmin haben die Substrate vollstandig abgebaut und in kleinere Fragmente zerlegt. Einzig
bei der Abbildung 4.4.4 B der Proteolyse von den Abetafibrillen 3-40 mit Plasmin, wurde noch ein

Substratpiek detektiert, der aber nur eine Intensitat von unter 20 % aufweist.
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Abb. 4.4.3 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40
(C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Insulysin bei 16 h.

Die 1-40 Fibrillen in der Abbildung 4.4.3 wurden vollstdndig in die Teile 14-33, 12-24, 1-19/ 5-23
sowie in 20-40 gespalten. Wobei 14-33 mit 100 % Intensitat am starksten auftritt, gefolgt von 12-24
mit ca. 55 %. Auf die beiden Fragmente 1-19/ 5-23 und 20-40 entfallen knapp 40 % der Intensitat. Bei
den Teilen B und C der Abbildung 4.4.3 wurde das Fragment 20-40 mit 100 % Intensitat detektiert.
Jedoch wurde bei B nur ein weiterer Piek mit 18-40 sichtbar, wéhrend im Gegensatz dazu bei C noch
4 andere Bruchstiicken (12-19, 21-31, 18-36 und pE3-19) aufgezeigt wurden.
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Abb. 4.4.4 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40 (C)
nach der hydrolytischen Proteolyse mit Plasmin bei 16 h.

Bei 1-40 und pE3-40 in Abbildung 4.4.4 treten besonders kleinere Fragmente mit Gber 50 % Intensitat
auf, wie zum Beispiel 24-36, 16-27/ 17-28 und 28-40 bei A oder 24-36 und 16-27/ 17-28 bei C.
Dahingegen wurden bei B vor allem mittel grol3e Fragmente zwischen m/z 1800-3400, wie 18-40, 3-
27, 3-28 und 20-40 stark detektiert. In diesem Bereich sind bei C Uberhaupt keine und bei A nur Pieks

mit geringeren Intensitaten unter 40 % zu sehen.
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In der Abbildung 4.4.5 sind die Degradomics-Massenspektren vom Substrat der Fibrillen Abeta 1-40
(A), Abeta 3-40 (B) und Abeta pE3-40 (C) nach der Proteolyse mit Matrix-Metalloproteasen 2 nach 16
h dargestellt. Anders als bei der Proteolyse mit Plasmin wurde hier nur das Substrat der 3-40
Abetafibrillen vollstandig abgebaut, wahrend bei 1-40 und pE3-40 noch ein kleiner Piek von unter 20
% detektiert wurde.
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Abb. 4.4.5 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40 (C)
nach der hydrolytischen Proteolyse mit Matrix- Metalloproteinase 2 bei 16 h.

In C der Abbildung 4.4.5. sieht man, dass pE3-40 nur in ein einziges Fragment zerlegt wurde, ndmlich
10-18, welches mit einer Intensitat von 100 % vorkommt. Bei A und B entstanden mehrere Fragmente
in unterschiedlichen Bereichen. So sind bei B die Fragmente 18-40 mit 100 % und 20-40 mit Gber 50
% vertreten, sowie einer grof3e Anzahl an kleineren Fragmenten mit Intensitaten unter 40 %. Im

hydrolytischen Protolysendiagramm A sind in allen Fragmentabschnitten Pieks detektiert worden.
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Herausstechend mit 100 % ist das Fragment 1-27 gefolgt von 1-34 mit tber 65 %. Im Bereich der

kleineren Fragmente bis 2600 m/z sind weitere Pieks zu finden, allerdings mit Intensitaten unter 40 %.
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Abb. 4.4.6 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40
(C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Matrix- Metalloproteinase 3 bei 16 h.

In der Abbildung 4.4.6 sind die Degradomics-Massenspektren der hydrolytischen Proteolyse mit der
Matrix- Metalloproteinase 3 nach 16 h dargestellt. Wie anhand der Diagramme zu sehen ist, hat
diesmal die hydrolytische Proteolyse bei den Abetafibrillen 1-40 und 3-40 sehr gut funktioniert, wo
hingegen bei den Abetafibrillen pE3-40 nur eine langsame Reaktion zu erkennen ist. Wahrend die
Fibrillen in Abbildung C noch immer als komplettes Substrat vorliegen, wurden diese bei A und B
vollstandig abgebaut. Allerdings weist Abbildung C, auf Grund der Pieks fir die Fragmente 25-37/ 26-

38 mit fast 90 % und 9-20 und 14-32 von unter 20 % auf eine langsame proteolytische Reaktion bei
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den pE3-40 Fibrillen hin. Bei A und B wurden beide Substrate in sehr kleine Fragmente gespalten, so
dass bei A ein Piek von 21-31 bei tiber 65 % und bei B von 12-19 bei 100 % detektiert wurden.
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Abb. 4.4.7 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40
(C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Matrix- Metalloproteinase 9 bei 16 h.

Die Abbildung 4.4.7 zeigt die Degradomics-Massenspektren der hydrolytischen Proteolyse mit der
Matrix- Metalloproteinase 9 nach 16 h. Wie anhand der Darstellung festzustellen ist, hat hier die
hydrolytische Proteolyse der Fibrillen Abeta 1-40 und Abeta 3-40 ebenfalls sehr gut funktioniert, wo
hingegen bei Abeta pE3-40 wieder nur eine langsame Reaktion stattfand. So wurden in den
Abbildungen A und B jeweils das gesamte Fibrillen-Substrat umgesetzt. Bei A entstand mit 100 % das
Fragment 23-34, mit knapp 60 % 1-27 und mehrere detektierte Fragmente mit geringeren
Intensitaten. Das Fragment 3-11 wurde mit 100 % bei B am deutlichsten detektiert. Des Weiteren

folgen Pieks zwischen 70 % und 80 % fir 20-40 und 18-40 sowie mehrere kleinere Pieks fir
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Fragmente mit Intensitdten unter 40 %. Bei den pE3-40 Fibrillen allerdings ist zwar nach 16 h ein
Abbau zu erkennen, aber nicht so stark wie bei 1-40 und 3-40. Hier entstanden die Fragmente 21-31
und 5-14 mit einer Intensitat von tber 90 %, wahrend das komplette Substrat nur zu einem Drittel
umgesetzt wurde. Starkes Grundrauschen (Signal/Noise) bei allen Massenspektren in Abbildung
4.4.7 weist jedoch auf einen Umsatz aller Abbauprodukte hin.

1-40
100
90
80
70
18-40
2 60
®
S 50
= 11-29
R 40
30
20
10 Ny 1'
‘?000 1800 ‘ 2600 3400 4200 5000
Mass (m/z)
3-40
100
90
80
70
Z 60
2]
=
2 50
£
R 40
30
20
18-40
10 | L
" " 1 L L \'J \fM el "
PIJ 0 1800 2600 3400 4200 5000
Mass (m/z)
11-2
100
90
80
70
Z 60
®
c
2 50
£
R 40
30
20
10 .
e Akl ki PPWTE T
PDDD 1800 2600 3400 4200 5000

Mass (m/z)

Abb. 4.4.8 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40
(C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Matrix- Metalloproteinase 13 bei 16 h.

Abbildung 4.4.8 zeigt die Degradomics-Massenspektren von den Abeta 1-40- (A), Abeta 3-40- (B) und
Abeta pE3-40-Fibrillen (C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit der Matrix- Metalloproteinase 13
(MMP13) bei 16 h. Entgegen der beiden letzten Abbildungen 4.4.6 und 4.4.7, werden die
Abetafibrillen pE3-40 schneller durch MMP13 abgebaut als bei den Abetafibrillen 1-40 und 3-40. So

liegt diesmal bei den Abetafibrillen 1-40 und 3-40 noch immer das komplette Substrat vor. Dies ist
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anhand der Pieks mit der Intensitat von 100 % zu erkennen, die fur die jeweiligen Fragmente 1-40 bei

A und 3-40 bei B detektiert wurden, wahrend die Abeta pE3-

40 Fibrillen vollstéandig zu 11-29

abgebaut sind. Lediglich bei den Abetafibrillen 1-40 in A wurden Fragmentpieks bei 60 % fir 18-40,

bei 45 % fur das Fragment 11-29 sowie fur 6-29 und 1-27 bei unter 20 % gebildet, was auf eine sehr

langsame enzymatische Reaktion hindeutet.

A

100
90
80
70
60
50

% Intensity

40
18:40 4 50
30

2140

20 |

1800 2600

Mass (m/z)

3400

% Intensity

21-40
22-4

1800 2600

Mass (m/z)

3400

100
90
80
70
60
50

% Intensity

40
30
20

MM:L\LJJJJIM i mjl Lowlb Ll

JPDD

1800 2600
Mass (m/z)

3400

4200 5000

4200 5000

pE 3-40

4200 5000

Abb. 4.4.9 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40
(C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Plasma Kallikrein aktiviertem Meprin A bei 16 h.

Die Abbildung 4.4.9 zeigt die Degradomics-Massenspektren von Abetafibrillen 1-40 (A), Abetafibrillen
3-40 (B) und Abetafibrillen pE3-40 (C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Plasma Kallikrein

aktiviertem Meprin A bei 16 h. Bei A ist zu sehen, dass die Fibrillen 1-40 sehr gut abgebaut werden,

da der Piek nur noch mit einer Intensitat von weniger als 30 % gemessen wurde. Die Fibrillen wurden

Uberwiegend in die Fragmente 12-19 und 1-27 zerlegt. Weitere Fragmente wurden nur mit geringen
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Intensitaten detektiert. Das Substrat Abetafibrillen 3-40 wurde, wie in B zu erkennen, fast vollstandig
abgebaut und in kleinere Fragmente zerteilt. Mit 100 % konnte das Fragment 12-19 hier am stérksten
detektiert werden, aber auch die Fragmente 21-40, 22-40 und 8-28 sind deutlich an hervortretenden
Pieks zu erkennen. Bei C hingegen sind keine nennenswerten Spaltprodukte zu sehen, so dass nach
16 h das Substrat Abetafibrillen pE3-40 noch vollstandig erhalten ist.
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Abb. 4.4.10 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-
40 (C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Tissue Kallikrein aktiviertem Meprin A bei 16 h.

In dem Bild 4.4.10 sind die Spaltdiaramme mit dem Enzym Meprin A, welches mit Tissue Kallikrein
aktiviert wurde, dargestellt. Im Abschnitt A steht das Spaltmuster flr das Substrat Abetafibrillen 1-40.
Das Substrat wurde vollstéandig gespalten und in kleinere Fragmente zerlegt. 14-33 ist das Fragment,
welches mit einer Intensitat von 100 % auftritt, gefolgt von 1-20/ 4-23 mit ca. 91 %. Weitere

Fragmente sind 22-40, 21-40, 1-22/ 2-23 und einige mehr, die im Intensitatsbereich unter 50 %
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liegen. Auch bei B wurde das Substrat vollstdndig abgebaut. Hier entstanden weniger Bruchstlicke
als bei A. Mit 100 % Intensitat wurde 22-40 am starksten detektiert. Dagegen konnte das Substrat der
pPE3-40 Abetafibrillen, wie in Bildabschnitt C zu sehen ist, nicht vollstandig aufgespalten werden, so
dass der Substratpiek noch mit einer Intensitdt von Uber 40 % detektiert werden konnte. Als
Spaltprodukte treten die Fragmente 23-34 mit 80 % sowie 19-34 und 17-35 mit ca. 40 % bzw. 37 %

Intensitat auf.
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Abb. 4.4.11 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-
40 (C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Plasma Kallikrein bei 16 h.

In der Abbildung 4.4.11 ist die hydrolytische Proteolyse von den Fibrillen Abeta 1-40 (A), 3-40 (B) und
pE3-40 (C) mit dem Enzym Plasma Kallikrein nach 16 h abgebildet. In allen drei Diagrammen ist kein
deutlicher Abbau der Fibrillen zu erkennen. Allerdings ist im Gegensatz zu C bei A und B auf Grund

der detektierten Pieks eine doch vorhandene Reaktion des Substrates zu erkennen. Bei A kann man
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davon ausgehen, dass keine Reaktion mit dem Enzym erfolgte. Im ersten Diagramm bei den Fibrillen
1-40 wurden mehrere Fragmente aufgezeigt, deren Pieks jedoch alle unter 40 % liegen, wéhrend bei
B nur drei groRe Fragmente hervortreten. So wurden in B die Pieks fur 3-27 mit ca. 80 % und die
Pieks fur 18-40 und 20-40 mit jeweils 50 % bzw. 40 % detektiert.
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Abb. 4.4.12 : Massenspektren vom proteolytischen Abbau der Degradomics-Massenspektren
Abetafibrillen 1-40 (A), 3-40 (B) und pE3-40 (C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Tissue Kallikrein
bei 16 h.

In der Abbildung 4.4.12 sind die Degradomics-Massenspektren von den Fibrillen-Substrat Abeta 1-40
(A), Abeta 3-40 (B) und Abeta pE3-40 (C) nach der hydrolytischen Proteolyse mit Tissue Kallikrein bei
16 h dargestellt. Ahnlich wie in 4.4.11 verhéalt es sich auch in der Abbildung 4.4.12. Auch hier ist bei
dem Substrat Abeta pE3-40 keine Reaktion zu erkennen und der Substratpiek noch vollstandig mit

100 % vorhanden. Allerdings ist hier im Gegensatz zu der vorherigen Abbildung ein deutlicher Abbau
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bei den Fibrillen 1-40 und 3-40 verzeichnet. So ist bei beiden Diagrammen A und B von den
Substratpieks nur noch knapp mehr als 40 % an Intensitat detektiert und es sind deutliche
Abbaufragmente vorhanden. Bei den Abetafibrillen 1-40 liegen mehr Fragmente mit hoéheren
Intensitaten vor als bei 3-40. Mit 100 % Intensitat ist das Fragment 12-19 bei 1-40 am starksten
vertreten, dicht gefolgt von den Fragmenten 18-40 mit 95 % und 23-40 mit ca. 90 % Intensitat.
Weitere Fragmente sind 1-27 mit 80 % sowie 20-40 mit Gber 45 % und 6-30 mit 30 %. Bei den
Fibrillen 3-40 ist das Fragment 18-40 mit 100 % am stérksten detektiert. Des Weiteren wurden noch
die Fragmente 12-19 mit 65 % und 20-40, 15-35 sowie 3-27 mit weniger als 30 % detektiert.

4.5 Darstellung des zeitabhangigen proteolytischen Degradomics der
Abetafibrillen mittels MALDI-TOF-MS

Die Effizienz des proteolytischen Abbaus der Abtafibrillen lasst sich am besten anhand einer
zeitabhangigen Substrathydrolyse darstellen. Sowohl fir das Substrat Abetafibrillen1-40, 3-40 wie
auch fur Abetafibrillen pE3-40 wurden zeitabhangige Degradomics-Massenspektren fir einige
auserwahlte Peptidasen erstellt und als Kontrollvergleich dazu von der letzten Zeit das dazugehdrige
Massenspektra mit Inhibitor. Um es mdglichst Ubersichtlich zu gestalten, wurden wie auch bei den

anderen Darstellungen, die Bereiche mit den Pieks unterschiedlich bunt eingefarbt.
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Abb. 4.5.1 : Massenspektrum des zeitabhangigen proteolytischen Abbaus der Abetafibrillen 1-40 durch
Plasmin ohne Inhibitor. Dargestellt wurde die Proteolyse bei 5 min, 30 min, 1 h, 2 h und 3 h.

In der Abbildung 4.5.1 ist das Zeitabhangigkeitsdiagramm der Abetafibrillen 1-40 wahrend der
hydrolytischen Proteolyse mit Plasmin dargestellt. Ausgewahlt wurden die Degradomics-
Massenspektren nach einer Reaktionszeit von 5 min, 30 min, 1 h, 2 h und 3 h. Wie in der Abbildung
zu sehen ist, wird 5 min nach Reaktionsbeginn bereits schon ein kleiner Piek fur das Fragment 6-40
detektiert. Dies ist als ein deutliches Anzeichen fir eine hydrolytische Proteolyse des Substrates zu
sehen. Im Verlauf der nachsten 3 h ist allerdings zu erkennen, dass zwar weiterhin Fragmente durch
die hydrolytische Proteolyse entstehen und im MALDI-TOF detektiert wurden. Allerdings ist beim
Substratpiek keine Abnahme der Intensitdt zu sehen. Dies deutet auf einen sehr langsam

verlaufenden Abbau des Substrates Abetafibrillen 1-40 hin.
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Abb. 4.5.2 : Massenspektra des proteolytischen Abbaus der Abetafibrillen 1-40 durch Plasmin mit
Inhibitor a-Antiplasmin nach 3 h.

Bei der Kontrolle wurde durch Einsetzen des Inhibitors a-Antiplasmin die Proteolyse der Abetafibrillen
1-40 durch Plasmin komplett verhindert, wie im Bild 4.5.2 zu erkennen ist.
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Abb. 4.5.3 : Massenspektra des zeitabhangigen proteolytischen Abbaus der Abetafibrillen 3-40 durch
MMP 9 ohne Inhibitor. Dargestellt wurde die Proteolyse bei 1 h, 2 h, 3 h und 6 h.

Wie in der Abbildung 4.5.3 zu sehen ist, sind 1 h nach Reaktionsbeginn noch keine deutlichen
Anzeichen flr eine hydrolytische Proteolyse des Substrates zu erkennen. Lediglich das starke
Grundrauschen (Signal/Noise) im Bereich der kleineren Fragmente deutet auf eine Reaktion des
Substrates hin. Nach 2 h allerdings konnten schon 2 Pieks identifiziert werden, namlich fir die
Fragmente 18-40 und 3-27. Beim Substrat ist nach 3 h auch ein Abbau anhand der sinkenden
Intensitat zu erkennen und nach 24 h wurde kein Substratpiek mehr detektiert. Auch die Intensitat der

beiden hervortretenden Fragmente steigt mit Verlauf der Reaktion.

100 3-40

90
80
70

60

50

% Intensity

40

30

18-40

20

phbiva bbb b 11 wibMAN A
2600 3400 4200 5000

Mass (m/z)

Abb. 4.5.4 : Massenspektra des proteolytischen Abbaus der Abetafibrillen 3-40 durch MMP 9 mit
Inhibitor Garladin nach 6 h.
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In der Abbildung 4.5.4 ist das hydrolytische Protolysesdiagramm der Abetafibrillen 3-40 mit MMP 9,
unter Verwendung des Inhibitors Garladin, bei 16 h dargestellt. Es ist zu erkennen, dass nur
Fragmente mit geringen Intensitaten detektiert wurden und das Substrat noch in seiner
Ursprungsform vorliegt, was auf die Wirkung des Inhibitors zurtick zu fihren ist.

pE 3-40

pE 3-40
20
80
70
> 60 pE 3-40
2
é 50
2 4 I
) ]
0 M\Wﬂu ddigdidu, 20
a1 y | | m
2 X W Lk Llﬂll..un.ﬂnﬂun 16h
10 Al A o i b s 6h
______ . ‘ LA A 180 min
PO(O 1800 2600 3400 4200 5000

Abb. 4.5.5: Massenspektra des zeitabhangigg;;sé)wrnoteolytischen Abbaus der Abetafibrillen pE3-40 durch
IDE ohne Inhibitor. Dargestellt wurde die Proteolyse bei 3 h, 6 h, 16 h und 24 h.

Die vorletzte Abbildung zeigt die Zeitabhangigkeit der hydrolytischen Proteolyse des Substrates
Abeta pE3-40 mit dem Enzym Insulysin. Es wurden die Zeitpunkte 3h, 6 h, 16 h und 24 h nach
Beginn der Reaktion ausgewahlt, um den zeitlichen Verlauf zu verdeutlichen. Diese Abbildung zeigt,
dass die Abetafibrillen pE3-40 ein sehr gutes Substrat sind. So sind beim Abbau mit IDE nach 16 h
fast die ganzen pE3-40 Fibrillen abgebaut. Wahrend in dem Massenspektra von 24 h der Piek des
Substrates vollig verschwunden ist. Auch hier ist deutlich zu erkennen, dass vor allem das Fragment
20-40 entsteht. Aber es ist auch ein sehr starkes Grundrauschen (Signal/Noise) im Bereich der

kleineren Fragmente vorhanden.
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Abb. 4.5.6 : Massenspektra des proteolytischen Abbaus der Abetafibrillen pE3-40 mit IDE mit Inhibitor
1,10-Phenanthrolin nach 24 h.

Das Diagramm in Abbildung 4.5.6 zeigt die hydrolytische Proteolyse der pE3-40 Fibrillen mit IDE
unter der Wirkung des Inhibitors 1,10-Phenanthrolin. Durch den Inhibitor wurde die hydrolytische

Proteolyse vollstandig gehemmt, so dass keine Fragmente detektiert werden konnten.
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Weitere Spaltprofile des proteolytischen Abbaus der Abetafibrillen sind in Tabelle 5.2.1 sowie im

Anhang zusammengefasst.

5 Diskussion

Die Alzheimersche Erkrankung ist die haufigste Ursache fir eine Altersdemenzerkrankung in der
westlichen Welt. Die Pravalenz erhdht sich im Alter. Auf Grund der steigenden Lebenserwartung ist in
den nachsten Jahrzehnten mit einer Zunahme der Erkrankten zu rechnen, so dass fur das Jahr 2030
ca. 2,3 Millionen Erkrankte in Deutschland prognostiziert werden (www.alzheimer-forschung.de).
Dabei konnten durch die jahrzehntelange Erforschung dieser Krankheit bereits viele Erkenntnisse
Uber sie gewonnen werden. Im Gegensatz dazu sind tber die Ursachen der Krankheit und das Abeta
sowie die Abetafibrillen, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, nur sehr wenig bekannt. Mit Hilfe
verschiedener bioanalytischer Methoden sollen neue Erkenntnisse Uber den durch bestimmte
Peptidasen proteolytischen Abbau der Abetafibrillen mittels MALDI-TOF-MS gewonnen werden.

5.1 Auswertung der Vorversuche und Stabilitatsuntersuchungen

Zu Anfang wurden die Versuche mit den gleichen Methoden durchgefiihrt, wie auch bei den
Untersuchungen des geldsten Abeta-Peptids (Behrendt, 2013) beschrieben. Jedoch fiihrte eine
20fache Verdunnung der Abetafibrillen 1-40 zu nicht auswertbaren Massenspektren (Abbildung 4.1.1)
mit hohem Grundrauschen (Signal/Noise), so dass eine 10fache Verdinnung mit einer besseren
Qualitat der Massenspektren letztendlich angewendet wurde. Des Weiteren wurden Untersuchungen
des Uberstandes der abzentrifugierten Fibrillen vorgenommen. Dies diente der Kontrolle, ob Fibrillen
wahrend des Abnehmens des Uberstandes verloren gegangen waren (ebenfalls in den Abbildungen
von 4.1). Auf Grund ihrer schlechten Loslichkeit konnten so noch im Uberstand Teile der pE3-40

Abetafibrillen (Abbildung 4.1.3) gemessen werden.

Bei den Stabilitatsuntersuchungen wurden die Abetafibrillen ohne die Zugabe von Enzymen Uber 24 h
den Versuchsbedingungen ausgesetzt. Dies diente dazu, um die nicht enzymatische Stabilitdt der
Fibrillen zu testen. Dabei kam heraus, wie in den Abbildung im Kapitel 4.3 zu sehen ist, dass nur die
Fibrillen pE3-40 nach 24 h noch stabil waren. Die beiden anderen waren nach 24 h in kleinere
Fragmente zerfallen. Aus diesem Grund wurden zur Auswertung der Ergebnisse auch die
Degradomics-Massenspektren von 16 h nach Beginn der Reaktion ausgewahlt, da bei diesen die

Stabilitét der Substrate noch gewébhrleistet werden konnte.

5.2 Auswertung der hydrolytischen Protolysesergebnisse der Fragmente

Das Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob es Abweichungen der Proteolyse von den
verschiedenen Fibrillen gibt und wie sie sich im Vergleich zu der hydrolytischen Protolysen der

Abetapeptide 1-40 und pE3-40 aus der Arbeit ,Untersuchungen des proteolytischen Abbaus von
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Abeta 1-40 und Abeta pE3-40“ von 2013 verhalten.

Abbaus ist in der Tabelle 5.2.1 zu sehen.

Die Zusammenfassung des in vitro metabolischen

——Substrat [ Apetafibrillen 1-40 Abetafibrillen 3-40 | Abetafibrillen pE3-40
Enzyme | Zeit
ih 140, 1.27, 1.18 3-40, 3-27 PE3-40
NEP 6h 1-40, 1-27 3-40, 18-40, 11-38, 3-27 PE3-40, 11-36
16h 140, 1.27 3-40, 18-40, 11-38 PE3-40
ih 1.40, 1-27 3-40, 3-27 PE3-40
NEP2 6h 140 1-18, 2334 2.40 PE3-40, 20-;13, 23-34, 13-
3-40, 18-40, 11-38, 20-
24 h 1-40, 1-18, 1-27, 5-16 33 1226 PE3-40, 20-40
3-40, 20-40, 15-28, 16-
IDE th 1-40 30, 14-40, 15-40, 18-40 PE3-40
oh 120, 1.18 3-40, 20-40, 15-28, 16- | pE3-40, 20-40, 10-37, 25-
: 30, 16-28, 18-40, 14-27 | 37, 26-38, 23-34, pE 3-35
3-40, 14-27, 18-40, 20-
16 h 1-40, 1-27, 20-40 40 14-40 PE3-40, 20-40
1-40, 1-27, 6-40, 24-36,
Plasmin 1h 8-38, 4-29, 3-33, 1-28, 1- 3-40, 3-27 PES-49, PE 335, 10-37,
35, 12-29 '
1-40, 1-27, 1-28, 6-40, | 3-40, 24-36,11-38,18-40, | PE3:40. PE 3-35, 10-37,
6h 24-36, 1-23, 11-22 18-33, 3-27 24-36, 6-28, 4-29, 5-32,
»1-23, ’ 17-28, 27-40, 4-38
6h 24-36, 27-40, 23-34, 18- | 2430 2TA0 1808 oe 3.35 10-37, 24-36, 6-
40, 16-32, 28-40 * » 040, 4-29, 28, 17-28, 27-40
40, 3-27
ih 1.40 3-40, 3-27 PE3-40, 14-22
MMP2 6h 140, 1.27 3-40, 3-27, 18-40 PE3-40, 14-22
1-40, 1-27, 14-34, 23-34, PE3-40, 25-37, 26-38, 28-
16h e 3-40, 3-27, 18-40, 14-40 39, 11.36, 9.23
ih 140 3-40, 3-27 PE3-40* (100/ 0)
MMP3 6h 1-40 3-40, 3-27,4-35, 18-40 | pE3-40* (56,17/ 35,86)
16h 140, 1.27 3-40, 18-40, 14-40 PE3-40* (36,67/ 45,79)
1h 140, 1-27 3-40, 3-27, 18-40 PE3-40* (100/ 0)
MMP9 6h 1-40 3-40, 3-27, 18-40 PE3-40* (87/ 24,84)
16h 1.40, 1.27 3-40, 3-27, 18-40, 14-40 | pE3-40* (40,83/ 45,43)
ih 1.40 3-40 PE3-40
MMP13 6h 120 3-40, 18-4101,_;;1-40, 327, DE3-40
16 h 140, 18-40 3-40, 18-40, 11-29, 3-27 | pE3-40, 11-29, 23-34
ih 140 3-40* DE3-40
Mep A ] ] PE3-40,pE 3-22, pE 3-21,
Kal 6h 1-40 3-407 PE 3-20, 21-40, 22-40
1-40, 1-27, 7-20, 1-20, 4-
16 h 23, 21-40, 22-40, 1-22, 2- 3-40* PE3-40, 21-;12, 22-40, 23
23,9-21
1h 1.40, 1-27 3-40, 3-27 PE3-40* (100/ 0)
Mep A 6h 1-40, 1-20, 4-23 3-40 pPE3-40* (100/ 0)
hK1 1-40, 1-27, 21-40, 1-20, N
16 h 1493 2040 25.34 504 | 340,9-23,21-40,15-38 | pES-40* (40,17/ 38,87)
ih 140, 1.27, 1.18 3-40 PE3-40* (100/ 0)
Kal 6h 140 3-40, 3-27, 18-40 PE3-40* (97,67/ 5,72)
16h 140 3-40, 3-27, 18-40 PE3-40* (66,83/ 29,61)
ih 140 3-40 PE3-40* (100/ 0)
hK1 6h 140 3-40, 3-27, 18-40, 14-40 PE3-40* (91/ 22,05)
6h 140, 1-27 3-40, 18-40, 14-40 PE3-40* (61,5/ 45,78)
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Tab. 5.2.1: Zusammenfassung der durch den proteolytischen Abbau erhaltenen Peptidfragmente der
Abetafibrillen. Bei den mit * versehenen Werten kam es zum Abbau ohne die Bildung von

massenspektrometrisch detektierbaren Peptidfragmente (Mittelwert/ Standardabweichung).

Zu Anfang stand die Hypothese, dass die Abeta Fibrillen proteolytisch durch die Enzyme abgebaut
werden. Anhand der Tabelle 5.2.1 und der Abbildung 5.2.1 a-c ist dies auch deutlich zu erkennen.
Uberraschenderweise wurden sie sogar besser abgebaut als das Peptid, wie im Vergleich zwischen
der Abbildung 5.2.1 a-c und der Abbildung 5.2.2 a-b zu sehen ist. Zusatzlich unterscheidet sich das
Spaltprofil der einzelnen Enzyme zwischen den Fibrillen AB1-40, 3-40 und pE3-40. Dies lasst auf eine

unterschiedliche Konformation der Fibrillen bzw. des AB-Peptides innerhalb der Fibrillen schlieRen.
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Abb. 5.2.1 a: Darstellung der Fibrillenspaltstellen mit den untersuchten Peptidasen an der
Aminosauresequenz des Peptides Amyloid B 1-40. Blau wurden die Metalloproteasen eingefarbt und rot die
Serinproteasen. Nep: Neprilysin; Nep2: Neprilysin 2; IDE: Insulysin; P: Plasmin; M2: Matrix- Metalloprotease 2;
M3: Matrix- Metalloprotease 3; M9: Matrix- Metalloprotease 9; M13: Matrix- Metalloprotease 13; MA Kal: Plasma

Kallikrein aktiviertes Meprin A; MA hK1: Tissue Kallikrein aktiviertes Meprin A; Kal: Plasma Kallikrein; hK1:
Tissue Kallikrein.
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Abb. 5.2.1 b: Darstellung der Fibrillenspaltstellen mit den untersuchten Peptidasen an der
Aminoséauresequenz des Peptides Amyloid B 3-40. Blau wurden die Metalloproteasen eingefarbt und rot die
Serinproteasen. Nep: Neprilysin; Nep2: Neprilysin 2; IDE: Insulysin; P: Plasmin; M2: Matrix- Metalloprotease 2;
M3: Matrix- Metalloprotease 3; M9: Matrix- Metalloprotease 9; M13: Matrix- Metalloprotease 13; MA hK1: Tissue
Kallikrein aktiviertes Meprin A; Kal: Plasma Kallikrein; hK1: Tissue Kallikrein.

P
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Abb. 5.2.1 c: Darstellung der Fibrillenspaltstellen mit den untersuchten Peptidasen an der
Aminoséauresequenz des Peptides Amyloid B pE3-40. Blau wurden die Metalloproteasen eingefarbt und rot
die Serinproteasen. Nep: Neprilysin; Nep2: Neprilysin; IDE: Insulysin; P: Plasmin; M2: Matrix- Metalloprotease
2; M13: Matrix- Metalloprotease 13; MA Kal: Plasma Kallikrein aktiviertes Meprin A.
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Abb. 5.2.2 a: Darstellung der Spaltstellen der untersuchten Peptidasen an der Aminosauresequenz des
gelésten Peptides Amyloid B 1-40. Blau wurden die Metalloproteasen eingeféarbt und rot sie Serinproteasen.
IDE: Insulysin; P: Plasmin; M13: Matrix- Metalloprotease 13; MA Kal: Plasma Kallikrein aktiviertes Meprin A; MA
hK1: Tissue Kallikrein aktiviertes Meprin A; Kal: Plasma Kallikrein
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Abb. 5.2.2 b: Darstellung der Spaltstellen der untersuchten Peptidasen an der Aminosauresequenz des
gelosten Peptides Amyloid B pE3-40. Blau wurden die Metalloproteasen eingefarbt und rot sie
Serinproteasen. IDE: Insulysin; P: Plasmin; M3: Matrix- Metalloprotease 3; M9: Matrix- Metalloprotease 9; MA
Kal: Plasma Kallikrein aktiviertes Meprin A; MA hK1: Tissue Kallikrein aktiviertes Meprin A; Kal: Plasma
Kallikrein

Anhand der Abbildung 5.2.1 und 5.2.2 sind die deutlichen Unterschiede in dem Spaltverhalten von
den Abetafibrillen und der Abetapeptide zu sehen. So ist bei den Serinproteasen eine deutlich hdhere
Anzahl an Spaltstellen bei den Fibrillen (AB 1-40 = 17 Spaltstellen, AR 3-40 = 16 Spaltstellen und AR
pPE3-40 = 14 Spaltstellen) als bei den Peptiden (AB 1-40 = 9 Spaltstellen und AR pE3-40 = 6
Spaltstellen) zu erkennen. Plasmin ist das am besten abbauende Enzym im ganzen Versuch mit den
meisten Spaltstellen bei den Fibrillen (AB 1-40 = 14 Spaltstellen, AR 3-40 = 11 Spaltstellen und AR
pPE3-40 = 14 Spaltstellen) und den Peptiden (AB 1-40 = 8 Spaltstellen und AR pE3-40 = 5
Spaltstellen). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass Plasmin haufig gro3e Polymerisations-Produkte,
wie Makromolekile spaltet, da diese besonders gut von ihrer Komformation und Orientierung zu der

Enzymstruktur passen. Die beiden anderen Serinproteasen Plasma Kallikrein und Tissue Kallikrein
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sind die am schlechtesten abbauenden Peptidasen. So gab es bezuglich Plasma Kallikrein bei den
Fibrillen lediglich 4 Spaltstellen (AR 1-40 = 2 Spaltstellen, AR 3-40 = 2 Spaltstellen und AR pE3-40 =
keine Spaltstellen) und bei den Peptiden nur jeweils eine Spaltstelle (AR 1-40 = 1 Spaltstelle und AB
PE3-40 = 1 Spaltstelle). Ahnlich schlecht sieht es auch bei Tissue Kallikrien aus, wo bei den Fibrillen
bei AB 1-40 = 1 Spaltstelle, AB 3-40 = 3 Spaltstellen und bei AR pE3-40 = keine Spaltstelle auftraten.
Man muss jedoch dabei beachten, dass es trotz der geringen Anzahl an Aminosdurenspaltstelle zu
einem Abbau der Fibrillen durch die beiden Peptidasen kam. Dies ist aus der Tabelle 5.1.1 zu
entnehmen, wo auch ohne die Bildung von massenspektrometrisch detektierbaren Peptidfragmenten
ein Abbau der pE3-40 Fibrillen aufgrund starken Grundrauschen (Signal/Noise) vor allem bei

niedrigeren Massen stattfand.

Wie bei den Serinproteasen sind auch bei den Metalloproteasen Unterschiede im Abbau zwischen
den Abetafibrillen und dem Peptid zu erkennen. Bei den ersten beiden Peptidasen Neprilysin und
Neprilysin 2 ist nur ein Abbau bei den Fibrillen zu sehen. Bei Neprilysin traten bei den Fibrillen bei AR
1-40 = 2 Spaltstelle, AB 3-40 = 4 Spaltstellen und bei AR pE3-40 = 3 Spaltstellen auf und bei
Neprilysin 2 bei AB 1-40 = 5 Spaltstelle, AR 3-40 = 6 Spaltstellen und bei AR pE3-40 = 4 Spaltstellen.
Weshalb bei AB-Peptiden keine Reaktion stattfand, lasst sich nur durch Vermutungen erklaren. So
wird angenommen, dass aufgrund eines methodischen Fehlers und der Grél3e der Spaltprodukte
keine Ergebnisse dargestellt werden konnten. Ahnlich sieht es bei der nachsten Peptidase aus. Bei
Insulysin sind die Fibrillen (AR 1-40 = 3 Spaltstellen, AB 3-40 = 6 Spaltstellen und AB pE3-40 = 9
Spaltstellen) ebenfalls besser gespalten worden, als die AB-Peptide (AR 1-40 = 2 Spaltstellen und AR
pE3-40 = 4 Spaltstellen). Eigentlich spalten die drei Petidasen Neprilysin, Neprilysin 2 und Insilysin
nur Peptide mir einer Lange bis zu 30 Aminosauren. Das AB-Peptid ist jedoch 40 Aminos&uren lang,
was zu der Annahme fihrt, dass die AB-Fibrillen eine besondere Struktur aufweisen, die gut in den
enzymatischen Spalt der drei Peptidasen passt und es so zu den dargestellten Spaltungen der
Fibrilen kam (Nalivaeva, et al., 2012). Bei den Matrix-Metalloproteasen zeigte sich auch deutlich,
dass die Substratspezifitat bei den AB-Fibrillen wesentlich héher ausfiel als bei den Peptiden. So gab
es bei der Matrix-Metalloprotease 2 gar keine Spaltstellen, bei den AB-Peptiden allerdings recht viele
bei den Fibrillen (AR 1-40 = 4 Spaltstellen, AB 3-40 = 4 Spaltstellen und AB pE3-40 = 10 Spaltstellen).
Bei den folgenden Matrix-Metalloproteasen verhielt es sich folgendermafien: MMP3 hatte bei den
Fibrillen AB 1-40 = 1 Spaltstellen, AB 3-40 = 5 Spaltstellen und AR pE3-40 = keine Spaltstelle, sowie
bei den AB- Peptiden: 1-40 = keine Spaltstelle und AR pE3-40 = 5 Spaltstellen; MMP9 hatte bei AB-
Fibrillen 1-40 = 1 Spaltstelle, AB-Fibrillen 3-40 = 3 Spaltstellen und bei den AB-Fibrillen pE3-40 =
keine Spaltstelle, sowie keine Spaltstelle bei AB-Peptid 1-40 und 2 Spaltstellen bei AB-Peptid pE3-40;
MMP13 hatte bei den Fibrillen AR 1-40= 1 Spaltstellen, AB 3-40 = 5 Spaltstellen und AR pE3-40 = 4
Spaltstellen, sowie AB 1-40= 3 Spaltstellen und AB pE3-40 = keine Spaltstelle bei den Peptiden. Die
AB pE3-40 Fibrillen wiesen alle einen Abbau auf nur kam es bei manchen zum Abbau ohne die

Bildung von massenspektrometrisch detektierbaren Peptidfragmente.
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Die groRte Uberraschung stellten die beiden bisher unbekannten Peptidasen Tissue Kallikrein
aktiviertes Meprin A und Plasma Kallikrein aktiviertes Meprin A dar. Sowohl Tissue Kallikrein
aktiviertes Meprin A hatte sehr gute Spaltungsergebnisse bei den Fibrillen (AR 1-40= 6 Spaltstellen,
AB 3-40= 1 Spaltstelle und AB pE3-40= 4 Spaltstellen) und den Peptiden (AB 1-40= 4 Spaltstellen und
AB pE3-40= 5 Spaltstellen) sowie auch Plasma Kallikrein aktiviertes Meprin A bei den Fibrillen (A 1-
40= 6 Spaltstellen, AB 3-40= 8 Spaltstelle und AR pE3-40= keine Spaltstelle) und den Peptiden (AB 1-
40= 3 Spaltstellen und AB pE3-40= 5 Spaltstellen). Diese Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass
es sich bei Meprin A um ein neues AB-spaltendes Enzym handelt, welches so vorher noch nicht
untersucht wurde. AufRerdem konnten Tissue Kallikrein und Plasma Kallikrein als neue Meprin A

aktivierende Enzyme identifiziert werden.
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Abb. 2.2.3: Darstellung der Fibrolyse und der Fibrogenese der verwendeten Peptidasen. Die schwarzen
Pfeile zeigen die Aktivierungen der Peptidasen. Die Monomere wurden blau und die Dimere lila dargestellt.

Zusatzlich soll erwahnt werden, dass alle oben genannten Peptidasen mit der Fibrogenese und
Fibrolyse Zusammenhang stehen und sich gegenseitig aktivieren, wie in Abbildung 5.2.3 dargestelit.
Daraus lasst sich schliel3en, dass der Fibrillenabbau einen vaskuldren Hintergrund hat, welcher bei

zukunftigen Untersuchungen weiter verfolgt werden sollte.
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7 Anhang

Abetafibrillen 1-40 1. Durchgang 1. Durchlauf:

] 70-100% I 40-70% 40-10% [ paten fehlen Abbau schoner Verlauf
Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min 6h 24h
NEP ohne alles abgebaut

! /! [ [ 11,8 1% | | | 127 38% |
Phosphoramidon
1-18 11%
NEP 2 ohne
1-27 13%
Phosphoramidon 1-40 100%
1-27 10% 23-34 28% 1-27 22% 1-27 38%
1-27 12% 23-39 18%
1-18 15%
IDE ohne 1-40 100% 1-40 100%
1-18 10% 32%
1,10-Phenanthroline
1-37 32% 10-18 11% 10-18 15% 38%
3-40 24% 13%
1-35 17%

Plasmin ohne
24-36 17% 6-40 26% 6-40 15%
6-40 15% 24-36 16% 1-28 37%
6-40 28%
1-27 37% 1-27 27%
4-29 20%
12-29 18%
3-33 15%
1-35 12%
a-antiplasmin
24-36 22% 24-36 27% 24-36 28% 20%
1-27 18% 9-40 12%
9-40 12% 1-27 11%
11-34 11%
MMP-2 ohne
[ IR R R —
|
Garladin

1-27 11% 1-27 17% 1-27 24% 1-27 13%

27-40
23-34

37%
25%

32%
9-40 30%
20-38 29%
18-40 28%

25%
11%
36%
1-27 25%
22%
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MMP-3 ohne
1-27 10% 1-18 11% ]
Garladin
! | [ 127 20% | 127 25% | 127 3% | | 127 15% |
MMP-9 ohne 1-27 34%
! | [ | 127 3% [ 127 3% | [ | 140 13%
Garladin
1840 23% | |
MNP-13 ohne alles abgebaut
- ! | | | E—
Garladin
11-29 13% 11-29 26% 18-40 33%
1-27 12% 1-27 16% 19-36 26%
1-27 20%
1-35 11%
Mep-A+Kal ohne alles abgebaut alles abgebaut
1-20/ 4-23 20%
21-40 12%
1-21 12%
19-36 34%
22-40 29%
1-22/ 2-23  28%
Actinonin
1-27 1-27
Mep-A+hK1 ohne
1-27 44% 1-20/ 4-23 18% 1-27 22%
1-18 14% 36%
1-27 15%
Actinonin
1-27 13% 1-27 14% 1-27 22% 1-27 12% 11-34 43% 1-27 35%
1-27 35%
9-40 27%
1-40 16%
Kal
| 340 2% | 340 _15% | 340 5% [ |18 10% | [ | |
PKSI-527 1-40 36%
| 340 3% | 340 3% | 127 119 [ | [/ ! | | 14 16% | 1-27 30%
hK1 ohne 1-27 22% 1-40 38%
14%
1-20/4-23 11%
10%
Nafamostat 1-27 42% 1-27 59%
1-40 12% 3-40 21%
1-40 21%
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Abetafibrillen 1-40 1. Durchgang 2. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min 6h 24h
NEP ohne 1-40 26%
! | [ | 127 a0 [ [ 127 _13% | 127 31% | 1-27 18%
Phosphoramidon
-l u% | [ | [ | 127 8% | 127 28% | 1-40 14%
NEP 2 ohne
e —— e —— e
1-27 22%
Phosphoramidon 12-32 36%
1-18 10% 1-18 10% 1-18 10% 23-34 24% 1-27 16% 1-27 33%
1-18 12% 1-40 16%
4-37 14%
IDE ohne
1-27 11% 1-18 11%
1,10-Phenanthroline
1-37 32% 2-40 10% 15-25 24%
3-40 20% 1-27 20%
2-40 14%
Plasmin ohne
6-40 15% 6-40 21% 24-36 16%
24-36 25% 6-40 13% 28-40 33%
8-38 14% 15-40 13% 18-40 21%
1-27 11% 14-40 11% 1-27 33% 16-32 15%
11-22 22%
a-antiplasmin
24-36 10% 24-36 10% 24-36 35% 24-36 14%
23-34 20% 1-18 14% 9-40 12%
9-40 15% 3-23 12%
15-34 14% 1-27 11%
3-23 10%
MMP-2 ohne
1-18 10% 11%
10%
Garladin
e ———
MMP-3 ohne
1-18 11%
Garladin
118 11% I
MMP-9 ohne
1-33 15%
Garladin
1-27 26% 1-27 16% 1-40 29%
18-40 12%
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MNP-13 ohne
Garladin

Mep-A+Kal ohne
Actinonin

Mep-A+hK1 ohne
Actinonin

Kal

PKSI-527

hK1 ohne

Nafamostat

1-20/ 4-23
1-27

3-40

20%
13%

14%
13%

2-23

33%
28%

10-23 29%
1-21 25%
1-20/ 4-23 23%
1-22/ 2-23 16%

1-27

! | | | 127 1% 127 4% | |

17%

alles abgebaut

1-27 34%

18-40 25%

alles abgebaut

1-22/ 2-23 36%
9-21 30%

1-20/ 4-23

14% 1-28 30%

1-27 24%

22-40 38%
1-27 21%

1-40 25%
9-40 22%
1-27 22%

1-27 34%
1-27 36% 1-27 51%
1-40 18%
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Abetafibrillen 1-40 2. Durchgang 1. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO t0
NEP ohne

1-27 16%

Phosphoramidon
12-24 30%

NEP 2 ohne

Phosphoramidon

IDE ohne
1-27 15%

1,10-Phenanthroline

1-27 a% | ]

24-36 24%

Plasmin ohne

a-antiplasmin
1-27 36%

MMP-2 ohne
Garladin

MMP-3 ohne
Garladin

1-27 13%

5min 30min 60min 120min

1-27 16% 1-27 36% 1-27 18%

20-40 32%
1-20/ 4-23 19%
1-40 16%

1-27 32%
20-40 31%

| 1z 13% 1-27 37w | |

6-28 29%
16-27/ 17-28  29%

6-40 24%
11-27 22%
11-19 21%
1-40 16%

34%
11-27 22%

16-27/ 17-28  28%
1-27 17%

1-27 28%

1-27

21%

180min

1-27 27%

1-27

1-27

12-24
1-27

10-22 24%
2-14 23%

37%

1-27 22%
3-33 17% 23-34
6-40 16% 11-27

10%

24-36 18% 24-36 35% 24-36 21%
_

1-27 32% 1-34
1-34 20%

1-27 19% 1-27 24% 1-27 5% | ]

27%

20%

24%
14%

23%
21%

16%

12-27  40%
1-40 12%

12-24  31%
1-27 28%

1-27 39%

1-19/ 5-23  36%

6-25 33%

38%
22%

1-27 22%
9-40 20%

1-40

33%

1-27 32%

12-27  38%
1-40 33%
1-27 12%

1-40 38%

28-40

9-40 13%

38%

12-27 39%
6-25 32%

1-27
1-40

1-27 33%

34%
13%

1-27 24%
1-40 12%

1-27 13%

alles abgebaut

alles abgebaut
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MMP-9 ohne
Garladin

MNP-13 ohne
Garladin

Mep-A+Kal ohne
Actinonin

Mep-A+hK1 ohne
Actinonin

Kal ohne
PKSI-527

hK1 ohne

Nafamostat

- 1 | 127 22% 1-27 31%
! [ | | 127 20% 1-27 32%

1-27

1-27 17%

1-27

1-27

1 ! | | | 127 22 | 127 31% | 127 2% [ _________|

| | 127 1% | 127  14% | 127  15% | 127  36% |
- 1 | | 127 12% 1-27 15% 127 28% 1-40 15% 1-40 18%

11-29

20-40 20%

alles abgebaut
3% | |

1-40

20-40
1-27

alles abgebaut

alles abgebaut

1-27 35%

1-40

1-27

alles abgebaut




Abetafibrillen 1-40 2. Durchgang 2. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO
NEP ohne
1-27
Phosphoramidon
1-27
NEP 2 ohne
1-27
Phosphoramidon
1-27
IDE ohne
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
a-antiplasmin
MMP-2 ohne
Garladin

t0

16%

20%

28%
20%

120min

14-33
12-24
1-40

31%
24%
23%

14-33
12-24
1-40

34%
25%
18%

1-40
12-24

21%
18%

1-27
12-27

32%
19%

27%

1-27
1-34

1-27 12% 1-27 23% 1-27 11%
1-34 27%

1-27 11%
1-40

1-27

27%
22%

180min

20-40
12-24

11-27 26%
13-26 26% 6-28 31%
1-40 21% 1-40

1-40 35%

12-27
18-40

36%
14%

6-25
20-40

37%

1-27 4% | | | 12 18% 1-27 3’ | | | 1 24% 1-27 16%

6-28
18-40

22%
19%

36%
19%

3-33 17%

1-27 20% 24-36 24% 24-36 35% 1-27 26%
] 2436 33%

25%
23%

1-27
1-34

37%
17%

6-25 25%
24%

15%

34%
33%

36%

28%

1-40

12-27
1-27

16-38

18-40 24%

6-25 21%
16-28 21%

16%

34%
17%

29%
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1-27 31%

12% 1-27 29% 1-40 13%
] 134 28%

MMP-3 ohne alles abgebaut alles abgebaut

Garladin alles abgebaut alles abgebaut
127 a3zl | | |

MMP-9 ohne alles abgebaut alles abgebaut
| [ 127 21% | 127 30% |

Garladin 45% 1-27 64%

MNP-13 ohne

Garladin

11-29
1-27

20%
15%

23%
20%

Mep-A+Kal ohne 1-27 40% 1-40 70%
1-27 1-27 18-40 31% 18-40 44%
1-40 24%
Actinonin 1-27 7% alles abgebaut
_ 1-27 35% 1-27 14% _ 1-27 21% 1-27 21% 1-27 18-40 34%
1-40 17%
Mep-A+hK1 ohne 14-33 100% alles abgebaut
13% 1-20/ 4-23 34%
14-33 44%
21-40 39%
1-22/ 2-23 35% 1-21 34% 1-22/ 2-23 35%
- 1-40 34% 1-21 28%
1-22/ 2-23 35% 1-27 16%
1-27 20%
Actinonin alles abgebaut alles abgebaut
! | | 127 1% | | 127 20% | 1-27
Kal ohne

127 14% 127 3% [ | 127 18% [ | 127  21% 127 2 ]
] 127 18% 1-27 10% 1-27 27% 1-27 15% 1840  32%

PKSI-527 1-27 38%

hK1 ohne alles abgebaut
—————————
1-40 36%
Nafamostat 1-40 87% 4-20 100% 1-27 55% 1-27 70% alles abgebaut
1-27 87% 14-33 85% 1-40 38%
3-40 55% 1-27 64%
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Abetafibrillen 3-40 1. Durchgang 1. Durchlauf:

30min

18-40 11% _ 18-40 10% 11-38 11%

60min

Enzyme Inhibitor TO t0 5min
NEP ohne
11-38 14%
18-40 13%
Phosphoramidon
NEP 2 ohne
Phosphoramidon
IDE ohne
14-40 12% 20-40 26%
18-40 17%
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
a-antiplasmin
24-36 20% 24-36 22%
14-40 15% 14-40 14%
15-40 11%
3-28 11%
MMP-2 ohne
14-40 13%
Garladin
14-40 10% 14-40 15%
14-32 11%
18-40 10%
3-27 10%

120min

11-38 25% 11-38 12%
18-40 20%
11-38 54%
18-40 21%
14-40 16%
16-40 15%
20-40 26% 14-40 13%
15-28/16-30  22% 18-40 10%
24-36 28%
24-36 18% 4-29 22%
4-29 15% 3-40 22%
14-40 13% 15-40 18%
16-32 10% 27-40 14%
16-32 14%
3-28 12%
3-33 11%
3-27 12%

180min

18-40
11-38

14-40

15-40
24-36
3-28
4-29
3-40
3-33
14-40

3-27
14-40
18-40

32%
19%

14%

30%
17%

18-40
11-38

18-40 25%

3-40
16-28

38%
31%

18-40 28%

18-33 28%
3-40

3-40
11-38

3-40 14%

18-40
3-40
11-38

38%
21%
21%

34%
26%

11-38 21%

11-38

3-40 14% 3-40

18-40

18-40 26%

] | u38 2% ]

27-40

18-40

15-38

3-40
19%

3-40 22%

3-27

21%
19%

32%

36%
33%
22%
15%

24%
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MMP-3 ohne alles abgebaut alles abgebaut
Garladin alles abgebaut alles abgebaut
I B N N N T T N
MMP-9 ohne

14-32 12% 3-27 18% 3-40 39%
1440 12% | |

Garladin

3-27 10%
3-27 22%

MNP-13 ohne
Garladin

! ! /] ] ! | | 1840 30% | 340 2%
Mep-A+Kal ohne alles abgebaut alles abgebaut
! | w0 2% ] | |3 %] [ |
Actinonin alles abgebaut alles abgebaut
1440 19% | |
Mep-A+hK1 ohne alles abgebaut alles abgebaut
! | w0 29 [ ! | ! [ |
Actinonin alles abgebaut
14-40 10%

Kal ohne

14-40 14% 3-27 27% 3-27 13%
18-40 13%

1 |3 2% | ! | | | 327 2% 327 29%

PKSI-527

hK1 ohne

18-40 14%
3-27 14% 3-27 2% | |

18-40 25%
3-27 23%

Nafamostat
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Abetafibrillen 3-40 1. Durchgang 2. Durchlauf:

30min 60min

120min

5min 180min 6h 16h

24h
3-27 18% 3-40 38%

TO t0
3-27 10%
3-40 36%

3-27 15%
18-40 13%

alles abgebaut
3-27 39%

18-40
3-27

18-40 11%
3-27 10%

18-40
3-27

26%
14%

24%
17%

3-27
3-40

33%
17%

3-40
3-27

37%
27%

Enzyme Inhibitor
NEP ohne
Phosphoramidon
NEP 2 ohne
Phosphoramidon
IDE ohne
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
a-antiplasmin
MMP-2 ohne
Garladin
MMP-3 ohne
Garladin

327
13%
2040  14% [15-28/16-30  13%|15-28/16-30  38% 1840 36%
1440 24% 2040 34%
1840 2% 1840 26%
1540 18%
1 ] ] ] ] ] | | 37 2% |
1840 30%
1538 24%
19% 1438 24%
14% | 640 2%
14%
340 23%
1440 2% | 1440  14% | 429  16% 2436 20% 13%
2436 11% | 2436  15% | 426  20% 1540 28% | 1440  12%
328 1% | 1440  12% | 1540  14% | 333  28%
328 1% | 328 2%
2740 26%
830  19%
340 19%
1632 16%

18-40 35%
3-27 35%

3-40 21%
3-27 21%

14-40 11% 14-40 13% 3-27 21% 3-27 38%
18-40 11% 20-40 31%
14-40 11% 3-40 24%
3-40 22%
4-35 19%
3-40 13%
14-40 13% 3-27 11% 3-27 19% 14-40 14% 3-27 15% alles abgebaut
3-27 13%
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MMP-9

ohne

Garladin

--- B B B B --

3-27 22%

15%

14-40

3-27 24%
4-34 22%

3-40
3-27

18-40
3-27
2-32

39%
28%

34%
19%
14%

MNP-13 ohne
18-40 10%
Garladin
18-40 37% 3-40 24%
20-40 28%
11-29 21%
3-27 17%
Mep-A+Kal ohne
14-40 11%
Actinonin
14-40 16%
Mep-A+hK1 ohne
3-27 13%
Actinonin
! l3x % |3y w» ]| [ [ | |
Kal ohne
18-40 14% 34%
PKSI-527
24%
12%
hK1 ohne
3-27 30% 3-40 37%
18-40 20% 3-27 18%
Nafamostat

18-40
3-27

30%
29%

3-27
18-40

26%
23%

alles abgebaut

alles abgebaut

61



Abetafibrillen 3-40 2. Durchgang 1. Durchlauf:

TO

t0 5min

30min

60min

120min

180min

14-40

Enzyme Inhibitor
NEP ohne
Phosphoramidon
NEP 2 ohne
Phosphoramidon
IDE ohne
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
a-antiplasmin
MMP-2 ohne
Garladin
MMP-3 ohne
Garladin

13%

3-27 19%
24-36 20%
20-38 17%
18-40 15%
14-40 14%

3-27

15%

18-40 15%
3-27 10%
14-40 24%
18-40 17%
15-40 14%

3-27

3-27

12%

16%

3-27

3-27

3-40

25%

30%

24h

3-27 28%
18-39/19-40 27%

18-40
3-27

32%
23%

18-40 28%
3-27 12%
18-39/19-40 24%
3-27 16%
3-40 16%
18-40 23%
20-40 39%
18-40 19%
18-40 26%
3-28 25%

3-27

14%

36%
17%
20-40 21%
3-27 10%
14-40 21%
5-26 13%
4-29 30%
alles abgebaut 15-38 25%
6-40 24%
14-40 16%
27-40 25%
alles abgebaut 20-38 20%
18-40 15%
4-29 15%
14-40 23%
18-40 24%
3-27 18%
alles abgebaut 18-40 16%
14-40 14%

3-40

10%

alles abgebaut
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MMP-9 ohne
3-27 25% 29%
14-40
Garladin
I Y
MNP-13 ohne
Garladin
Mep-A+Kal ohne
25%
18-40 12%
Actinonin
Mep-A+hK1 ohne
18-40 28%
Actinonin
| ] ] | [ | 327
Kal ohne
18-40 11% 18-40 24% 3-27 31%
PKSI-527
19%
18-40 16%
hK1 ohne
14-40 13% 18-40
Nafamostat

18-40

12% 14-40 11%

18-40
3-27

18-40
3-27

14-40

| | 1440  30%

14-40

19%
12%
10%

56%
16%

11%

12%
12%
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Abetafibrillen 3-40 2. Durchgang 2. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min
NEP ohne

16h 24h

6h
3-27 13% 3-27 13% 18-40 30% 3-27
1840 11% ]

18-40 15% 18-40 12% 18-40 19% 19%
3-27 16% 14% 3-27 30% 3-27
14-40 11%

! | | 32 _do% | 3 1% | 3 1% [ ] ! | |

3-27 18% 3-27 18% 3-27 16% 3-27 10% 3-27 24% 3-27 21% 3-27 27% 3-27 21%
3-40 18% 3-40 15% 18-40 15%

Phosphoramidon

NEP 2 ohne

Phosphoramidon

IDE ohne 20-40 34%
14-40 19% 20-40 24% 14-27 38% 18-40 21% 14-40 19%
18-40 15% 18-40 21% 18-40 20% 18-40 15%
14-40 12%
1,10-Phenanthroline
14-40 19% 3-27
18-40 15%
Plasmin ohne
24-36 16% 3-27 12% 3-27 20% 3-27 10% 3-27 14%
3-27 11% alles abgebaut 15-38 37%
3-27 34%
6-40 27%
a-antiplasmin
3-40 32% 3-28 33% 27-40 21%
18-40 15% 6-28 19% 14-40 15% 24-36 19% 3-28 14% 8-30 17% alles abgebaut 4-29 16%
14-40 12% 20-38 13% 6-28 14% 4-29 17% 18-40 15%
20-38 12% 18-40 12% 3-28 14% 20-38 15%
6-28 11% 14-40 10% 3-40 13%
MMP-2 ohne
|
Garladin
3-17 23%
MMP-3 ohne
alles abgebaut
Garladin
327 17% alles abgebaut _
14-40 10%
MMP-9 ohne
327 1% | 327 30% | 1840 26% | | 340 34% [ 327 26%
Garladin

18-40 18%
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11-29 17%
11-29 39% 11-29 15%
3-27 10%
3-40 35%
3-27 12%

alles abgebaut

3-40 35%
3-27 11% 3-27 16% alles abgebaut
18-40 13%
! ] ] | | 3% 11% alles abgebaut 327 30% | 340 16%
3-27 19% 3-27 24% 3-27 24%
18-40 24%
18-40 26%
3-27 12% 18-40 14%
3-40 35% 14-40 24%
3-27 19%

MNP-13 ohne
Garladin

Mep-A+Kal ohne
Actinonin

Mep-A+hK1 ohne
Actinonin

Kal ohne
PKSI-527

hK1 ohne

Nafamostat

3-27 23%
15-38 20%
[N A A N A E— 327 23%
----- T

12% 3-27 25%

18-40 20%
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Abetafibrillen pE3-40 1. Durchgang 1. Durchlauf:

Nafamostat

Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min 6h 18h 24h
NEP ohne pE3-40  48% pE3-40  98% alles abgebaut
| ] ] ] | | | 113 1% 1136 45%
Phosphoramidon pE3-40 59% pE3-40 58% alles abgebaut
| ] | ] ! [ |
NEP 2 ohne pE3-40 43% pE3-17  90% 20-40 34%
! | 2040 2% | 13 3% | | | 2040 35% |
Phosphoramidon pE3-40 65% pE3-40 98% pE3-40 63%
! | us 2% [ [ | |
IDE ohne pE3-40 100% pE3-40 100% 100% 20-40 49%
! ] [ | | | 20-40 47%
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
24-36 21% 24-36 13% 24-36 30%
10-37 20% 36% pE3-40  19% 6-28
pE3-40 25%
4-29 17%
12%
a-antiplasmin
MMP-2 ohne
Garladin
pE3-30  28%
MMP-3 ohne pE3-40 22% pE3-40 100% alles abgebaut
Garladin pE3-40 30% pE3-40  81% alles abgebaut
MMP-9 ohne pE3-40  100% pE3-40 35% alles abgebaut
Garladin alles abgebaut
MNP-13 ohne
Garladin pE3-40 29% 11-36 47%
| ] ] ] /[ [ | pE3-40 _ 19%
Mep-A+Kal ohne pE3-40  35%
Actinonin pE3-40 25%
Mep-A+hK1 ohne pE3-40  26% pE3-40  21%
Actinonin pE3-40 27% pE3-40 18%
Kal ohne alles abgebaut pE3-40  29%
PKSI-527 alles abgebaut
hK1 ohne

alles abgebaut
alles abgebaut
alles abgebaut
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Abetafibrillen pE3-40 1. Durchgang 2. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min 6h 16h 24h
NEP ohne pE3-40 100% 11-36 28% alles abgebaut
!l ‘[ | [ | 1136 31%
Phosphoramidon pE3-40 100% pE3-40 100% pE3-40 17% alles abgebaut
!l ‘[ | [ | 1136 17%
NEP 2 ohne 20-40 54% pE3-17  73% alles abgebaut
!l [ | | | 2040 1% | 2040 _18% | pE340 35%
Phosphoramidon pE3-40 100% pE3-40 38%
IDE ohne pE3-40 100% pE3-40  49% alles abgebaut
! ! | ] [ | | 2040 75%
1,10-Phenanthroline alles abgebaut alles abgebaut
Plasmin ohne
10-37 37%
pE3-35 35% 10-37 31%
6-28 34% 6-28 23%
pE3-40 30% 5-32 18%
4-29 26%
5-32 23%
16-27/17-28 16%
a-antiplasmin pE3-40 100% pE3-40  88%
/! | | [ | 73 13% | 738 19% 7-38 18%
MMP-2 ohne
Garladin
17-33 31% pE3-40  39%
7-35/8-36 29%
pE3-34  27%
MMP-3 ohne pE3-40 55% alles abgebaut
Garladin pE3-40 60% alles abgebaut
MMP-9 ohne alles abgebaut
Garladin alles abgebaut
MNP-13 ohne alles abgebaut
Garladin 11-29 33%
pE3-40  25%
Mep-A+Kal ohne
Actinonin alles abgebaut
Mep-A+hK1 ohne PE3-40  19%
Actinonin alles abgebaut
Kal ohne
PKSI-527 pE3-40 22%
hK1 ohne alles abgebaut
Nafamostat alles abgebaut
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Abetafibrillen pE3-40 2. Durchgang 1. Durchlauf:

Actinonin

pE3-40

20%

Enzyme Inhibitor 18h 24h
NEP ohne alles abgebaut alles abgebaut
| wsp u% [ | /! | [ |
Phosphoramidon pE3-40  26% alles abgebaut
NEP 2 alles abgebaut
Phosphoramidon alles abgebaut
11-36 30%
IDE ohne alles abgebaut alles abgebaut
1,10-Phenanthroline 13-26 100% 25-37/26-38  100% 12-21  100%
pE3-40  91% 13-21 84%
15-39 15% pE3-40  47%
14-27 45%
Plasmin ohne
24-36 30%
24-36 15% 36% 24-36 25% 24-36 24% 10-37 20%
10-37 13% 11-27 35% 10-37 17% 24-36 32% 10-37 20% PE3-40 37% 6-28 17%
9-28 32% 6-28 16% 25-37/26-38  18% 6-28 33% 6-28 22%
11-28 24% 27-40 21% pE3-40 20%
13-28 13%
a-antiplasmin 24-36 100% 24-36 100%
pE3-40  72% pE3-40  62%
23-34 54% 9-32 59%
20-38 26% 20-38 36%
MMP-2 ohne pE3-40  30% 17-27 100% 25-37/26-38  100%
Garladin 25-37/26-38  100% alles abgebaut 25-37/26-38  100%
pE3-40 56% pE3-40 22%
11-36 41%
MMP-3 pE3-40  25% pE3-40  22% alles abgebaut
Garladin alles abgebaut alles abgebaut
| 82596 12% | [ ! | [ | |
MMP-9 ohne 38% pE3-40  21% alles abgebaut
Garladin
! | ! | [/ | | 233 3% | [ |
MNP-13 ohne
! | ! | [/ /! [ | | pE340 25% |
Garladin
18-40 18%
Mep-A+Kal ohne
40% 21-40 38%
11-36 19% pE3-21 35%
21-40 33%
22-40 27%
25%
Actinonin alles abgebaut
]| ] ] ] /[ [ |
Mep-A+hK1 ohne

pE3-40  16%
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Kal ohne
PKSI-527
hK1 ohne
Nafamostat

-1 ! ! | | | 825092 25%] ______|
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Abetafibrillen pE3-40 2. Durchgang 2. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min 6h 16h 24h
NEP ohne alles abgebaut alles abgebaut
]l w4z 20 J ] ] ] ] | |
! | | 143 1% | | | |2537/26:38_ 3%

17-27 35%
pE3-40  25%
25-37/26-38  97%
11-37 30%

| |  [2537/2638 34%| | 1321 _ 20% PE3-40 15% PE3-40 _ 43%

Phosphoramidon alles abgebaut alles abgebaut

NEP 2 ohne alles abgebaut

Phosphoramidon
IDE ohne

alles abgebaut
alles abgebaut

1,10-Phenanthroline

Plasmin ohne

4-38 25% pE3-40 39% 4-38 32%
24-36 20% pE3-35 33% 10-37 25% 10-37 22%
pE3-34  18% 25-37/26-38  29% 24-36 15% pE3-35 37% 6-28 22%

25-37/26-38  16% 10-37 26% 25-37/26-38  34% | 6-28 35%

6-28 29% 25-37/26-38  32%

24-36 16% 24-36 17% 24-36 17%
9-32 13% 23-34 38%

25-37/26-38 46% | 25-37/26-38  61% | | | 1422 14% 1422 2% | ]
pE3-40  30%

MMP-3 ohne pE3-40  35% pE3-40  19% pE3-40  14%

Garladin alles abgebaut alles abgebaut

a-antiplasmin pE3-40 28%

MMP-2 ohne

Garladin pE3-40 38% pE3-40

pE320  31%

MMP-9 ohne pE3-40  30% pE3-40  35%
| /! | [ | 113 19% | |
Garladin
MNP-13 ohne
Garladin
| ! [ | [ [/ | | | 2335 25%
Mep-A+Kal ohne
pE3-34  16% pE3-20 14% 21-40 34%
pE3-40  17%
Actinonin
Mep-A+hK1 ohne pE3-40  18%
Actinonin pE3-40 24% pE3-40 35%
Kal ohne
PKSI-527
hK1 ohne

Nafamostat
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Abetafibrillen pE3-40 3. Durchgang 1. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor 120min 180min 18h 24h
NEP ohne alles abgebaut pE3-40 100%
Phosphoramidon
pE3-40 27%
Phosphoramidon
| || =
IDE ohne
pE3-19  34%
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
23-34 28% 23-34 15% 23-34 16% 15-25 29% 35% 6-28 22%
5-38 13% 5-38 13% 5-38 11% 10-37 15% 10-37 27% 10-37 35% 14-31 18% pE3-40 16%
6-28 15% 23-34 31% 10-37 13% 5-37 12%
pE3-40 28% pE3-40 13%
11-38 23%
6-28 22%
13-28 18%
5-37 14%
a-antiplasmin
pE3-40 17% 18-40 26%
pE3-40 16%
pE3-35 13%
MMP-2 ohne
Garladin
14-32 18% 9-23 25%
11-36 16% 11-36 18%
MMP-3 ohne pE3-40  28% pE3-40 100%
Garladin pE3-40 13% pE3-40 100%
MMP-9 ohne alles abgebaut pE3-40  95%
Garladin alles abgebaut pE3-40 100%
MNP-13 ohne
pE3-34 17% pE3-22 18%
Garladin
Mep-A+Kal ohne alles abgebaut pE3-40 100%
Actinonin PE3-40  37% pE3-40 100%
Mep-A+hK1 ohne
Actinonin alles abgebaut alles abgebaut
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Kal ohne
PKSI-527
hK1 ohne
Nafamostat

alles abgebaut pE3-40 100%
alles abgebaut pE3-40 25%
alles abgebaut pE3-40  64%
alles abgebaut pE3-40 34%
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Abetafibrillen pE3-40 3. Durchgang 2. Durchlauf:

Enzyme Inhibitor TO t0 5min 30min 60min 120min 180min 6h 16h 24h
NEP ohne alles abgebaut pE3-40 100%
Phosphoramidon alles abgebaut pE3-40 100%
23-34 89%
10-23 43%
17-39 43%
9-40 16%
NEP 2 ohne pE3-17  76% pE3-17 100%
| ] ] ] ] ] | | pE3-40 __ 68%
Phosphoramidon
IDE ohne
1,10-Phenanthroline
Plasmin ohne
24-36 27% 24-36 14% 10-37 19% 24-36 37% 6-28 13%
24-36 15% 23-34 29% 23-34 10%
10-37 10%
a-antiplasmin
23-34 38%
18-40 34%
MMP-2 ohne alles abgebaut pE3-40 100%
Garladin pE3-40 100% pE3-40 100%
MMP-3 ohne alles abgebaut pE3-40  91%
Garladin alles abgebaut pE3-40  92%
MMP-9 ohne alles abgebaut pE3-40 100%
Garladin alles abgebaut pE3-40 100%
MNP-13 ohne
Garladin
Mep-A+Kal ohne alles abgebaut pE3-40 100%
!/ | | [ [ pF320 3% [ | PE320  37%
Actinonin alles abgebaut pE3-40 100%
Mep-A+hK1 ohne
Actinonin pE3-40  50% alles abgebaut
Kal ohne alles abgebaut pE3-40 100%
PKSI-527 alles abgebaut pE3-40  35%
hK1 ohne alles abgebaut pE3-40  95%
Nafamostat alles abgebaut PE3-40  42%
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8 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die Arbeit selbstandig verfasst und keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe, alle Ausfihrungen, die anderen Schriften
wortlich oder sinngemafd entnommen wurden, kenntlich gemacht sind und die Arbeit in gleicher
oder &hnlicher Fassung noch nicht Bestandteil einer Studien- oder Prufungsleistung war.

Sophie Behrendt
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