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Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2018 lag die Prdvalenz von Demenzerkrankungen weltweit bei ca. 50 Millionen Menschen, tiber
70 % waren Alzheimerpatienten. Es wird geschatzt, dass sich diese Zahl bis 2050 auf tGiber 150 Millionen
Betroffene verdreifachen wird (Patterson, 2018). Aktuell gibt es nur wenige Medikamente, welche den
Krankheitsverlauf verzégern oder Symptome behandeln kénnen, heilbar ist Morbus Alzheimer bislang
nicht (Cummings et al.,, 2014). Deshalb ist es besonders wichtig, frihzeitig mit einer Therapie zu
beginnen, um die kognitive Leistungsfahigkeit eines Patienten moglichst lange aufrechterhalten zu
konnen. Hierflir muss die Krankheit allerdings bereits im Anfangsstadium diagnostiziert werden, was
mit den heute verwendeten Methoden haufig nicht gewahrleistet werden kann. Die momentan im
klinischen Alltag zur Anwendung kommenden Diagnoseverfahren sind teuer, risikobelastet und vor
allem in einer frihen Phase der Krankheit nicht zuverlassig genug (Hampel et al., 2018). Eine preiswerte

und sichere Frihdiagnostik fir Morbus Alzheimer wird daher dringend bendtigt.

1.1 Morbus Alzheimer

Die Alzheimer-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung und flhrt zu einer dauerhaften
Schadigung der Nervenzellen im zentralen Nervensystem (Hampel et al., 2018). Im friihen Stadium
leiden Betroffene zunachst unter leichten kognitiven Einschrankungen, Orientierungsverlust,
Sprachstérungen oder Verhaltensdnderungen (Alzheimer's Association, 2016). Spater kommt es zu
zunehmenden Schwierigkeiten bei der Bewaltigung von Alltagsaufgaben (Koedam et al., 2010). Viele
Patienten leiden zudem unter psychischen Problemen wie Depressionen, Schlaflosigkeit oder
Aggressionen bis hin zu Halluzinationen (Bathgate et al., 2001). Eine korrekte Diagnose ist besonders
in der Anfangsphase der Erkrankung schwierig, da der Abbau kognitiver Fahigkeiten im
fortgeschrittenen Alter haufig als eine Begleiterscheinung des Alterungsprozesses eingestuft wird.
Hinzu kommt eine starke Ahnlichkeit der Symptomatik zu anderen Demenzformen. Der Begriff Demenz
umfasst verschiedene Erkrankungen des Gehirns, die mit EinbuRen an kognitiven, emotionalen und
sozialen Fahigkeiten in Verbindung gebracht werden kdnnen. Hierzu zahlen unter anderem auch die
vaskuldre Demenz, die Lewy-Korperchen-Demenz und die frontotemporale Demenz (Patterson, 2018).
Die Alzheimer-Krankheit wird mit der Anhaufung unléslicher Formen der Proteine Amyloid-beta (AB)
und Tau im Gehirn assoziiert (Abbildung 1). Das Protein AR bildet aufgrund von Fehlfaltungen
unlésliche Plaques, welche sich im extrazellularen Raum zwischen den Nervenzellen ansammeln. Tau
lagert sich in hyperphosphorylierter Form als fibrillare Blindel in den Neuronen ab (Zvéfova, 2018). Die
genauen Ausloser dieser Prozesse sind noch immer unklar, da Betroffene haufig erst Jahrzehnte spater
aufgrund fortschreitender Nervenschadigungen die ersten Symptome entwickeln. Dieser Umstand

erschwert die Ursachenforschung (Masters et al., 2015).
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Amyloid-Plaques Tau-Aggregate

Abbildung 1 Ablagerungen von Amyloid-beta und Tau im Gehirn von Alzheimerpatienten: Amyloid-Plaques
(links) sind Aggregate aus fehlgefalteten AB-Proteinen. Tau-Aggregate (rechts) bilden sich durch die
Zusammenlagerung hyperphosphorylierter Tau-Proteine. (gedndert nach Masters et al., 2015).

1.2 Alzheimer-Biomarker

Biomarker sind messbare biologische Indikatoren, welche objektive Hinweise auf den medizinischen
Zustand eines Patienten geben. Ein idealer diagnostischer Biomarker sollte prazise, zuverlassig,
empfindlich und spezifisch sein (Strimbu und Tavel, 2010).

In den letzten Jahren gab es eine Reihe von Bestrebungen, um neue Biomarker im Bereich der
Alzheimerdiagnostik zu identifizieren. Vielversprechend sind zum Beispiel der Nachweis bestimmter
micro-Ribonukleinsduren (miRNA) (Swarbrick et al., 2019) oder die Detektion von anti-Phospholipid-
Autoantikérpern im Blut von Patienten (Mclntyre et al., 2015). Auch veranderte Strukturen im Gehirn
konnen als Biomarker fiir Morbus Alzheimer dienen. Eine Studie von Besson et al. (2015) zeigt, dass
das Volumen des Hippocampus bei Alzheimerpatienten deutlich verringert ist. Auch eine verminderte
Aktivitat des Glukosemetabolismus in bestimmten Bereichen des Gehirns liefert Anhaltspunkte flr das
Vorliegen einer Erkrankung (Wei et al., 2018). Die meisten Studien fokussieren sich jedoch auf die

beiden oben bereits erwahnten Proteine AB und Tau.

1.2.1 Amyloid-beta
Das Protein AB wird aus dem Amyloid-Vorlauferprotein gebildet. Wahrend dieses eine wichtige
Funktion beim Wachstum und der Reparatur von Neuronen erfiillt, bleibt die physiologische Aufgabe
von AB trotz intensiver Forschung bis heute ungeklart (Malm et al., 2016). Es ist hingegen seit langem
bekannt, dass sich das 39 bis 42 Aminosauren lange Peptid unter pathologischen Bedingungen zu
Fibrillen zusammenlagert. Diese wiederum bilden unldsliche Plaques, welche vom Kdrper nicht mehr
abgebaut werden kénnen und sich im extrazellularen Raum ablagern. Urséachlich fiir die Plaquebildung
ist vermutlich eine Fehlfaltung der B-Faltblatter des Proteins, ein Ausloser fiir diese Fehlfaltungen

konnte bis jetzt jedoch noch nicht identifiziert werden (Finder und Glockshuber, 2007). Auch alle

2
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potentiellen Medikamente zur Behandlung von Morbus Alzheimer auf Basis von AB scheiterten bislang
in klinischen Studien aufgrund mangelnder Wirksamkeit oder zu starker Nebenwirkungen
(Cummings et al., 2014). Daher richtet sich der Fokus sowohl fiir diagnostische als auch fiir

therapeutische Zwecke verstarkt auf das Tau-Protein (Li und Go6tz, 2017).

1.2.2 Tau
Das Tau-Protein wird durch das MAPT-Gen (Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau — Gen) auf
Chromosom 17 des humanen Genoms kodiert. Durch alternatives Spleilen entstehen verschiedene
Tau-lsoformen. Alle sechs Isoformen werden in einem ausgeglichenen molaren Verhaltnis exprimiert
und weisen ein Molekulargewicht zwischen 37 und 46 kDa auf. Das Protein |dsst sich, wie in Abbildung
2 dargestellt, in vier Domanen unterteilen. In der N-terminalen Domane (N) werden entweder das Exon
2 (1N, pink), die Exons 2 und 3 (2N, blau) oder keins der beiden Exons (ON) eingefligt. Die Prolin-reiche
Domaéne (PRD) bildet die zentrale Region des Proteins und ist genau wie die C-terminale Region (C) in
allen Isoformen konserviert. Alternatives SpleiRen des Exons 10 in der Mikrotubulus-Bindungsdomane

(MTBD) fiihrt zu den 4R- und 3R-Isoformen. (Guo et al., 2017).

4R-Isoformen

PRD MTBD C
MaR(C MR R ) 441As (45.85kDa)
1N4R 412 AS (42.97 kDa)
ON4R 383 AS (40.01 kDa)

3R-Isoformen

N PRD MTBD  C

2N3R 410 AS (42.60 kDa)
1N3R 381 AS (39.72kDa)
ON3R 352 AS (36.76 kDa)

Abbildung 2 Alternatives SpleiBen fiihrt zu sechs Isoformen des Tau-Proteins: Alternatives Spleien in der
N-terminalen Domaéane (N) fihrt zu den Isoformen ON, 1N und 2N. Die zentrale Region des Proteins wird als
Prolin-reiche Doméane (PRD) bezeichnet. Durch Alternatives SpleiBen des Exons 10 in der
Mikrotubulus-Bindungsdomane (MTBD) entstehen die 3R- und 4R-Isoformen. Die C-terminale Region (C) ist
konserviert. Die Kettenlange als Anzahl der Aminosduren (AS), sowie das Molekulargewicht jeder Isoform in
Kilodalton (kDa) wurden vermerkt. (gedndert nach Li und Gé6tz, 2017).

Tau wird hauptsachlich in Neuronen im Gehirn und dem zentralen Nervensystem gebildet und
stabilisiert die Mikrotubuli der Nervenfasern. Unter physiologischen Bedingungen ist das Protein an
vielen Stellen posttranskriptional modifiziert. Zumeist handelt es sich hierbei um Phosphorylierungen
im Bereich der MTBD, welche als essentiell fiir die Anlagerung des Proteins an die Mikrotubuli der
Nervenfasern angesehen werden. Gleichzeitig bindet der N-Terminus an Bestandteile der

Plasmamembran, weshalb Tau eine Bedeutung als Linker-Protein zugeschrieben wird
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(Igbal et al., 2005). Unter pathologischen Bedingungen kommt es zu einer (iberméaRigen
Phosphorylierung des Tau-Proteins, dieser Prozess wird als Hyperphosphorylierung bezeichnet. In
Folge dessen verringert sich die Affinitat der MTBD zu den Mikrotubuli (Gendreau und Hall, 2013) und
das hyperphosphorylierte Tau (p-Tau) bildet intrazelluldre Aggregate, welche als fibrillare Bilindel
bezeichnet werden. Tau-Aggregate sind unloslich und kénnen vom Korper nicht abgebaut werden.
Deshalb lagern sie sich vermehrt in den Neuronen ab, was Gber Jahre hinweg zu einer zunehmenden
Blockierung der Signalweiterleitung und schlielich zur Degeneration der Nervenzellen fihrt

(Guo et al., 2017).

1.3 Aktuelle Diagnose-Verfahren

Um eine Alzheimerdiagnose zu stellen, kommen neben neurologischen Tests heute vor allem
bildgebende Verfahren und die Analyse des Liquors zum Einsatz. Alternative Methoden zum Nachweis
von Biomarkern im Blut von Patienten befinden sich noch in der Entwicklungsphase (Chivet et al., 2012;

Fiandaca et al., 2015; Guix et al., 2018).

1.3.1 Bildgebende Verfahren

Als  bildgebende Verfahren fliir die Diagnose der Alzheimer-Krankheit sind die
Magnetresonanzspektroskopie und die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) etabliert. Bis jetzt
kommt vor allem ein PET-Scan auf den Glukosemetabolismus im klinischen Alltag zur Anwendung.
Hierbei wird dem Patienten kurz vor dem Scan ein schwach radioaktives Glukose-Analogon namens
2 Deoxy-2-[*®F]-Fluorodeoxyglucose ([*®F]FDG) verabreicht. In gesunden Gehirnarealen wird [*¥F]FDG
aufgenommen und verstoffwechselt, in den von Morbus Alzheimer betroffenen Bereichen des Gehirns
ist die Glukose-Aufnahme jedoch deutlich verringert. Im PET-Scan werden diese Unterschiede sichtbar
gemacht und bilden das Stadium einer Alzheimer-Erkrankung ab (Besson et al., 2015). Besonders bei
dlteren Patienten kommt es aufgrund einer allgemein verminderten Metabolismusrate jedoch sehr
haufig zu Fehldiagnosen, weshalb alternative Methoden entwickelt wurden.

Im AB-PET-Scan wird ein dhnliches Prinzip angewandt, um Plaques im Gehirn sichtbar zu machen
(Suppiah et al., 2019). Verschiedene radioaktive Substanzen wie die [*'C]Pittsburgh Komponente-B,
[*8F]Florbetaben, [*¥F]Flutemetamol und [*®F]Florbetapir zeigen eine gute Selektivitit und Sensitivitat
fiir AB. Dennoch sind AB-PET-Scans vor allem wegen der hohen Kosten der Analyse, dem Mangel an
geschultem Personal, sowie der teuren Anschaffung der Geréte bis heute kein Standardverfahren in
klinischen Laboren.

Eine Ergdnzung zum AB-PET-Scan ist der Tau-PET-Scan. Der Ligand [*®F]AV-1451 wird gerade in
klinischen Studien getestet, um Tau-Aggregate in PET-Scans zu adressieren. Eine Untersuchung von

4
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Johnson et al. (2016) konnte zeigen, dass Tau-PET-Scans eine bessere Korrelation zur kognitiven
Beeintrichtigung eines Patienten aufwiesen, als ein AB-PET-Scan mit [*!C]Pittsburgh Komponente-B.
Allerdings wurden in der gleichen Studie auch unspezifische Bindungen in anderen Gehirnarealen
beobachtet. Dennoch ist der Tau-PET-Scan ein vielversprechender Ansatz fiir eine zuverlassige

Alzheimerdiagnose (Schéll et al., 2016).

1.3.2 Liquoranalyse

Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung von AB und Tau ist die Entnahme von Liquor. Liquor wird
auch als Nervenwasser bezeichnet und steht im direkten Austausch mit dem Gehirn, wodurch es sich
besonders gut fir die Analyse biochemischer Vorgange im Gehirn eignet. Bei der Liquorentnahme wird
Nervenwasser aus dem Rickenmarkskanal entnommen und anschlieBend auf erhéhte
Konzentrationen an AP und Tau getestet. Als klassisches Verfahren werden hierfliir Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) durchgefiihrt. Sowohl fir AB als auch fir die Gesamtmenge an Tau
(t-Tau) und p-Tau sind bereits zahlreiche kommerzielle Kits mit einer Nachweisgrenze im unteren
Pikogramm-Bereich erhiltlich. In einer umfangreichen Studie von Mattsson et al. (2009) wurde der
Liquor von Probanden mittels Sandwich-ELISA auf alle drei genannten Biomarker untersucht. Die
Sensitivitat lag bei 79, 86 und 84 % fir AR, t-Tau und p-Tau, die Spezifitat bei 65, 56 und 47 %. Die
Sensitivitat ist ein Mald fur die Anzahl der korrekt diagnostizierten Alzheimerpatienten, wahrend die
Spezifitat Auskunft Giber die Anzahl der gesunden Probanden gibt, welche tatsachlich als gesund
diagnostiziert wurden. Eine Kombination der Messergebnisse fir p-Tau und AP resultierte in einer
verbesserten Sensitivitat (83 %) und Spezifitat (88 %).

Die Entnahme von Liquor ist jedoch nicht fiir das Screening einer breiten Bevolkerungsschicht geeignet
und deshalb fiir die Frihdiagnostik kaum praktikabel. Fir den Eingriff ist eine hohe Expertise
erforderlich und es kann durch die Invasivitat sowohl zu Infektionen als auch zu bleibenden neuronalen
Schadigungen kommen (Winston et al., 2016). Zudem kdnnen Unterschiede in der Durchfiihrung der
Liquorpunktion, der Zeit bis zur Analyse und den Lagerbedingungen die Qualitdt der Proben
mafgeblich beeinflussen (Wei et al., 2018). In den letzten Jahren zeichnen sich deshalb verstarkte

Bemihungen ab, Alzheimer-Biomarker in Blut nachzuweisen (Hampel et al., 2018).

1.4 Detektion von Alzheimer-Biomarkern im Blut

Sowohl der Nachweis des Tau-Proteins im Liquor von Patienten, als auch bildgebende Verfahren zur
Detektion von Tau-Aggregaten erweisen sich als unzulanglich fir die Friihdiagnostik von Morbus
Alzheimer, daher wird ein alternativer Assay zur Detektion von Tau dringend benétigt. Die Verwendung
von Blut als Probenmaterial bietet entscheidende Vorteile. Eine Blutabnahme stellt einen weit weniger

5
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invasiven Eingriff dar als eine Liquorpunktion und verursacht deutlich geringere Kosten als bildgebende
Verfahren. Zudem wird nur eine minimale Ausstattung bendétigt und Transport und Lagerung des
Probenmaterials sind in allen klinischen Laboren bereits Routine (Hampel et al., 2018). Ein Bluttest
eroffnet auch neue Moglichkeiten im Hinblick auf eine patientennahe Labordiagnostik, welche
besonders Bewohnern im landlichen Raum oder Menschen mit eingeschrankter Mobilitdt den Zugang
zu diagnostischen Untersuchungen ermoglicht (Jack et al., 2016). Um Alzheimer-Biomarker im Blut
nachzuweisen, kommen eine Vielzahl neuer Technologien zum Einsatz.

Song et al. (2016) konnten AB-Konzentrationen in Blut mit einer unteren Nachweisgrenze von
0.3 pg/mL messen. Dabei kam ein digitaler ELISA mit der Single Molecule Array (SIMOA)-Technik zum
Einsatz. Diese Methode nutzt Beads, welche mit spezifischen Antikorpern konjugiert werden. An jeden
Bead kann genau ein Analyt-Molekiil binden, welches im Anschluss mit einem fluoreszenten
sekundaren Antikorper markiert wird. AnschlieRend werden alle Beads auf eine miniaturisierte
Mikrotiterplatte gegeben, wobei jede Kavitdt nur einen Bead fasst. Dadurch kann das
Fluoreszenzsignal fiir jeden Bead einzeln ausgewertet und die Analyt-Konzentration sehr sensitiv
bestimmt werden (Hanlon, 2013).

Eine weitere Methode ist die surface-based fluorescence intensity distribution analysis (sFIDA), welche
einen Nachweis speziell von Proteinaggregaten ermaoglicht. Das Grundprinzip beruht auf dem eines
ELISA, allerdings kommen ein Fanger- und zwei Detektionsantikorper zum Einsatz, welche alle an
Uberlappende Epitope des Analyten binden. Die beiden Detektionsantikérper sind mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und binden aufgrund der tberlagerten Epitope nur Proteinaggregate
und keine Monomere. Die Proteinaggregate kdnnen in der Auswertung hinsichtlich ihrer GréRe
charakterisiert werden. Kihbach et al. (2016) wiesen mit einer sFIDA AB-Plaques in Blutplasma mit
einer Sensitivitat von 14 fM nach.

Auch Ribonukleinsdure (RNA)-basierte Systeme sind vielversprechend fiir die Frihdiagnose von
Morbus Alzheimer in Blut. Leidinger et al. (2013) identifizierten in einer quantitativen
Polymerasekettenreaktion (qPCR) eine Reihe von miRNAs, deren Konzentrationen sich in Blutproben
von Alzheimerpatienten signifikant von der Kontrollgruppe unterschieden. Dabei konnten sie das
Vorliegen einer Alzheimer-Erkrankung mit einer Spezifitdt von 95 % und einer Sensitivitdat von 92 %
bestimmen.

Viele der eben genannten Techniken konzentrieren sich auf die ldentifizierung neuer Biomarker.
Dennoch bleibt der Nachweis von Tau besonders aufgrund der friihzeitigen Bildung und Ablagerung
von Aggregaten im Gehirn ein sehr vielversprechender Ansatz fir die Frihdiagnose der
Alzheimer-Krankheit. Problematisch im Hinblick auf die Entwicklung eines Bluttests fiir die Detektion

von Tau ist vor allem die geringe Verfligbarkeit des Proteins im Blut. Da Tau hauptsachlich in Neuronen
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produziert wird, gehen nur sehr geringe Mengen (iber Diffusion aus dem Liquor ins Blut Uber
(Henriksen et al., 2014). Zudem kann es zur Degradation der Biomarker durch Proteinasen oder zum
Abbau in der Leber kommen (Hampel et al., 2018). Um héhere Konzentrationen an Tau nachweisen zu

koénnen, bietet sich die Verwendung von extrazelluldren Vesikeln an (Fiandaca et al., 2015).

1.5Extrazelluldre Vesikel

1.5.1 Biogenese und Funktion

Extrazelluldre Vesikel (EVs) sind von einer Lipiddoppelschicht umgebene Blaschen, welche von allen
Zellen sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen freigesetzt werden.
Sie variieren sehr stark hinsichtlich ihrer GroRRe, Biogenese und Zusammensetzung und kénnen mit
Desoxy-Ribonukleinsduren (DNA), RNA, Proteinen, Lipiden, Metaboliten und anderen Biomolekiilen
beladen sein (Malm et al., 2016). EVs lassen sich anhand ihrer Biogenese in drei Gruppen klassifizieren
(Abbildung 3). Die beim programmierten Zelltod entstehenden apoptotischen Kérperchen bilden mit
500 bis 2000 nm Durchmesser die Gruppe der gréRten EVs (Gould und Raposo, 2013). Mikrovesikel
werden durch das Ausstilpen und Abschniiren der Zellmembran freigesetzt und weisen eine GrolRRe
zwischen 50 und 1000 nm auf. Exosomen werden im Inneren der Zelle in sogenannten
multivesikuldren Korperchen gebildet und anschlieRend (ber Exozytose ausgeschleust
(Holdenrieder, 2019).

EVs spielen eine entscheidende Rolle bei der interzellularen Kommunikation (Reiners et al., 2017). Sie
werden sowohl in festes Gewebe als auch in diverse Korperflissigkeiten wie Blut, Urin, Speichel oder
Lymphe abgegeben (Saeedi et al., 2019). Dadurch kénnen sie Informationen sowohl Gber kurze als
auch lber lange Distanzen zu verschiedenen Zelltypen transportieren. Zudem sind sie dank ihrer
vielfaltigen Beladung in der Lage, die Signaltransduktion und Proteinexpression in einer Zielzelle zu
modifizieren (Chivet et al., 2012). Die Lipiddoppelschicht sorgt wahrend des Transports durch den
Korper fir eine hohe Stabilitat und schiitzt die eingeschlossenen Molekiile vor der Degradation. Diese

Eigenschaften machen EVs zu einem idealen diagnostischen Tool.
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Abbildung 3 Klassifizierung extrazelluldrer Vesikel nach ihrer Biogenese: Apoptotische Kérperchen werden
gebildet, wenn eine Zelle den programmierten Zelltod einleitet. Die 50 bis 150 nm grofRen Exosomen werden in
multivesikularen Korperchen gebildet und anschliefend lber Exozytose aus der Zelle ausgeschleust. Von der
Zellmembran abgeschniirte Partikel werden als Mikrovesikel bezeichnet. (gedndert nach Masters et al., 2015)

1.5.2 EVs als diagnostisches Tool
EVs tragen eine Vielzahl an Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren, welche den Zustand der
Ursprungszelle widerspiegeln. Sie sind zudem in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu iberwinden. Die
genauen Prozesse sind noch unklar, es wird jedoch vermutet, dass der Transport der EVs sowohl aus
dem Blut ins Gehirn als auch in die entgegengesetzte Richtung erfolgt (Saeedi et al., 2019). Dadurch
wird die Notwendigkeit invasiver Verfahren zur Gewinnung von Gewebebiopsien oder Liquor
umgangen, das macht EVs zu einer vielversprechenden Quelle fir Biomarker. Eine Studie von
Fiandaca et al. (2015) untersuchte die Konzentrationen an AP, t-Tau und p-Tau in EVs aus Blutproben.
Dabei konnte durch die Kombination aller drei Biomarker eine Sensitivitdt von 93 % und eine Spezifitat
von 100 % bei der Diagnose der Alzheimer-Krankheit erreicht werden. Auch Probanden ohne
Symptome, welche Jahre spater an Morbus Alzheimer erkrankten, konnten von gesunden Probanden

diskriminiert werden.
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1.5.3 Isolationsmethoden

Trotz des hohen Potentials der EVs im Bereich der Diagnostik stellt deren Isolierung aus
Probenmaterial noch immer eine groBe Herausforderung dar, da die Unterschiede hinsichtlich der
physikalischen Eigenschaften wie GrofRe, Morphologie und Auftriebsdichte zwischen Exosomen und
anderen Mikrovesikeln nicht ausreichend sind (Guix et al., 2018). Hinzu kommt, dass es momentan
noch an einer Standardisierung mangelt. Es kommen unterschiedliche Isolationsmethoden und eine
unlberschaubare Vielzahl an Protokollen zum Einsatz (Konoshenko et al., 2018). Diese Varianz spiegelt
sich auch in der Ausbeute und Qualitat der isolierten EVs wider und erschwert den Vergleich von
Ergebnissen zwischen unterschiedlichen Forschungsgruppen (Gould und Raposo, 2013).

Die Ultrazentrifugation gilt als "Goldstandard" in Bezug auf die EV-Isolierung. Im ersten Schritt werden
groflere Verunreinigungen wie Zellen und Zelltrimmer durch eine Zentrifugation mit niedriger
Drehzahl entfernt. Im  Anschluss erfolgt die Pelletierung der EVs  mittels
Hochgeschwindigkeitszentrifugation. Dabei variiert die Drehzahl je nach Protokoll zwischen 70000 und
120000 xg, auch die Anzahl der Zentrifugationsschritte kann abweichen (Greening et al., 2015). Das
Verfahren ist sehr zeitaufwendig und erfordert hohe Mengen an Ausgangsmaterial. Zudem werden
grofle Zentrifugen benotigt, die in Krankenhdusern oder kleinen Laboren normalerweise nicht zur
Verfligung stehen. Darlber hinaus ist das Zentrifugationsverfahren nicht sehr spezifisch, so dass EVs
unterschiedlicher zellularer Herkunft, sowie Lipoproteine und Proteinaggregate mit vergleichbarer
Grole und Dichte ebenfalls isoliert werden (Lobb et al., 2015).

Eine weitere physikalische Methode ist die Ultrafiltration, bei der EVs abhangig von ihrer GroRe
angereichert werden. Dafiir kommen Membranfilter mit unterschiedlichen Toleranzgrenzen fiir das
Molekulargewicht zum Einsatz, so dass nur EVs oberhalb dieser Toleranzgrenze isoliert werden
(Li et al., 2017). Die Partikelausbeute und die Reinheit der Probe werden auch hier maRgeblich von den
verwendeten Membranen, Waschpuffern und Zentrifugationsschritten beeinflusst (Lobb et al., 2015).
Die Prasentation von zellspezifischen Oberflaichenmarkern auf der Membran der EVs erlaubt eine
Isolation nach ihrem zelluldren Ursprung. Hierfiir werden Antikdrper entweder auf einer Matrix oder
auf magnetischen Beads immobilisiert. Mit entsprechenden Oberflichenmarkern ausgestattete EVs
binden, alle anderen werden durch die nachfolgenden Waschschritte entfernt. Anschliefend kénnen
die zellspezifischen EVs mithilfe von Elutionspuffern von den Antikdrpern geldst und analysiert werden
(Li et al., 2017). Im Zuge der Alzheimer-Diagnostik konnen von Neuronen stammende EVs aus dem Blut
isoliert und anschlieRend Biomarker-Konzentrationen von t-Tau, p-Tau und AB bestimmt werden

(Fiandaca et al., 2015; Guix et al., 2018).
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1.6 Zielstellung der Arbeit

Tau ist ein vielversprechender Biomarker fiir Morbus Alzheimer, aktuelle Nachweisverfahren eignen
sich jedoch nur bedingt fiir eine Frihdiagnose der Krankheit. Ziel dieser Arbeit ist daher die
Entwicklung eines Assays zur Detektion von Tau in Blutproben. Auf diese Weise lieBen sich einerseits
gesundheitliche Risiken fir den Patienten minimieren und andererseits neue Konzepte zum Screening
breiter Bevolkerungsschichten realisieren. Da die Konzentration des freien Biomarkers im Blut sehr
gering ist, soll der Nachweis in extrazellularen Vesikeln (EVs) erfolgen. Diese schiitzen eingeschlossene
Biomolekiile wie Tau vor der Degradation.

Der erste Teil der Arbeit beschaftigt sich deshalb mit der Identifizierung geeigneter humaner Zelllinien,
welche Tau in extrazelluldaren Vesikeln sekretieren. Diese sollen mittels Western Blot hinsichtlich der
Bildung Tau-beladener EVs untersucht werden und als in-vitro Modelle Anwendung finden.

In einem zweiten Schritt soll ein Assay fiir den Nachweis von Tau entwickelt werden. Hierflr werden
zunachst geeignete Antikorper in einem ELISA als vergleichende "Goldstandard"-Methode getestet.
AnschlieBend wird das Testsystem auf einen homogenen Immunoassay mit lumineszenten Beads
Ubertragen. Der Bead-basierte Assay erfordert keine Waschschritte und erlaubt einen schnellen und
einfachen Nachweis des Tau-Proteins. Zudem ermoglicht das Assayprinzip die Integration eines
weiteren Analyten. So soll langfristig ein hochintegriertes Nachweisverfahren fir die simultane
Quantifizierung von t-Tau und p-Tau in EVs aus Blut entwickelt werden, welches die Frihdiagnose der

Alzheimer-Krankheit in Blutproben ermdglicht.
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2 Material
2.1 Chemikalien

Bezeichnung Katalognummer Hersteller
1-Step Ultra 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) 34028 Thermo Fisher Scientific
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure 6763.3 Carl Roth
2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris) 4855 Carl Roth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9178 Carl Roth
Bromphenolblau A.11746 Merck Millipore
di-Natriumhydrogenphosphat P0O30 Carl Roth
Dithiothreitol (DTT) 6908 Carl Roth
Glycerin 3782 Carl Roth
Glycin 0079 Carl Roth
Isopropanol 9866 Carl Roth
Kaliumchlorid PO17 Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat 3904 Carl Roth
Methanol KK39 Carl Roth
Natriumcarbonat P028.2 Carl Roth
Natriumchlorid P029 Carl Roth
Natriumcyanoborhydrid 818053 Sigma Aldrich
Natriumdeoxycholat D6750 Sigma Aldrich
Natriumhydrogencarbonat 6885 Carl Roth
Natriumhydroxid 6771 Carl Roth
Natriumlaurylsulfat (SDS) 2326 Carl Roth
ProClin 300 48912-U Sigma Aldrich
ROTIPHORESE NF-Acrylamid/Bis-Losung 30 % (29:1) Al124 Carl Roth
Schwefelsdure 0.5 M K027.1 Carl Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2367 Carl Roth
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) 9090 Carl Roth
Triton X100 3051 Carl Roth
Tween-20 9127 Carl Roth
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2.2 Molekularbiologische Reagenzien

Bezeichnung Katalognummer Hersteller
Albumin, IgG-frei 3737 Carl Roth
AlphaPlex Tb Acceptor Beads 6782001B Perkin Elmer
Amersham EC Rainbow Marker GERPNS8OOE GE Healthcare
Anti-Mouse IgG Alpha Donor Beads AS104M Perkin Elmer
EASYpack Protease Inhibitor Cocktail 4693132001 Roche
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2 P5726 Sigma Aldrich
Precision Plus Protein All Blue Standards 161-0373 Bio-Rad
Recombinant Human Tau441 protein (n-Tau) ab84700 Abcam
Recombinant Human Tau441 protein, phosphorylated (p-Tau) MAPT 38H Creative Biomart

2.3 Antikorper

Bezeichnung Klone laut Hersteller Spezifitat Stock Wirt
t-Tau-AK D1M9X (#46687, CST) t-Tau 18 pg/mL Kaninchen
Tau-AK 7B8 (ab27162, Abcam) t-Tau 1 mg/mL Maus
Tau46-AK Tau46 (ab203179, Abcam) t-Tau 101 yg/mL  Maus
anti-Maus-AK anti Mouse HRP (GAMHRP, Dianova) Maus 800 ug/mL  Ziege
anti-Kaninchen-AK  anti Rabbit HRP (GARHRP, Dianova) Kaninchen 1 mg/mL Ziege

StarBright700-AK StarBright Blue 700 (12004161, Bio-Rad) Kaninchen 750 pug/mL  Ziege

2.4 Zelllinien
Bezeichnung Ursprung Zur Verfiigung gestellt von
HDLM-2 Humane Suspensions-Zelllinie, gewonnen 1982 Dr. Holger Cynis, Fraunhofer IZI

aus dem Pleuraerguss eines 74-jdhrigen Abteilung Molekulare

Mannes mit Hodgkin-Lymphom im Stadium IV.  Wirkstoffbiochemie und
Therapieentwicklung

SH-SY5Y Humane Adhdsions-Zelllinie, klonale Sublinie Dr. Holger Cynis, Fraunhofer IZI

der Zelllinie SK-N-SH. Diese wurde 1970 aus der  Abteilung Molekulare

Knochenmark-Biopsie  eines  vierjahrigen Wirkstoffbiochemie und

Madchens mit metastierendem Neuroblastom Therapieentwicklung

gewonnen.
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2.5 Zellkulturmedien und Zusatze

Bezeichnung Katalognummer Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) D2650 Sigma Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium (DMEM)/F-12 (1:1) 31330-038 Thermo Fisher Scientific
Fetal Bovine Serum, heat inactivated (hiFBS) A3840101 Thermo Fisher Scientific
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 15140122 Thermo Fisher Scientific
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Medium 1640 21875-034 Thermo Fisher Scientific
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (0.25%) 25200056 Thermo Fisher Scientific

2.6 Kommerzielle Kits

Bezeichnung Katalognummer Hersteller
CellTiter 96 AQueous One Solution G3582 Promega
Pierce™ Bicinchoninsdure (BCA) Protein Assay Kit 23225 Thermo Fisher Scientific

2.7 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Katalognummer

Hersteller

175 cm? Zellkulturflasche

250 mL Suspensions-Zellkulturflasche

Amersham 0.2 NC Nitrocellulose Membran

Cellstar, 96-well Mikrotiterplatte

Centricon Plus-70, 100 kDa

Corning Spritzenvorsatzfilter, 28 mm, 0.2 um Poren
Extra Thick Blot Paper

Nalgene Kryoréhrchen, 2mL

Nunc MaxiSorp flat-bottom, 96-well Mikrotiterplatte
OptiPlate-384 weil}, 384-well Mikrotiterplatte

Zahlkammer Neubauer Improved 0.1

660175
658190
10600006
655180
UFC710008
CLS431218
1703969
5000-0020
44-2404-21
6007290
BR717805

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

GE Healthcare

Greiner Bio-One

Merck Millipore

Sigma Aldrich

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Perkin Elmer

Sigma Aldrich
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2.8 Losungen und Puffer

Bezeichnung

Katalognummer Hersteller

AlphaLISA Immunoassay Buffer (10x)
Odyssey Blocking Buffer

ALOOOC Perkin Elmer

927-40000 LI-COR Biosciences

Anodenpuffer

15
30

mL Transferpuffer
mL Methanol
mL doppelt destilliertes Wasser (ddH,0)

Blockierungspuffer 5 % (w/v)

100

g Albumin
mL PBS

Carbonatpuffer, pH 9.6

4.2
53

g Natriumhydrogencarbonat
g Natriumcarbonat
In 1000 mL ddH,0

Immunoassaypuffer (1AB)

mL AlphalLISA Immunoassay Buffer (10x)
mL ddH,0

Kathodenpuffer

10
250
35

mL Transferpuffer
mL Methanol

pL SDS 10 %ig

mL ddeO

Laemmli-Puffer (LB) 6x

3.75
1.2

0.93
250

mL 1 M Tris-HCl pH 6.8

g SDS

mL Glycerol

mg Bromphenolblau

g DTT

puL ddH,0

Tropfen 10 M Natriumhydroxid

PBST 0.1 % (v/v), pH 7.4

999

mL Tween-20
mL PBS

Phosphatgepufferte Saline (PBS), pH 7.4

8.18
0.2
0.2
1.2

g Natriumchlorid

g Kaliumchlorid

g di-Natriumhydrogenphosphat
g Kaliumdihydrogenphosphat
In 1000 mL ddH,0
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Radioimmunoprazipitationsassay-Puffer
3.94
8.766
10

(RIPA-Puffer), pH 7.6

g Tris-HCl

g Natriumchlorid

mL Triton X100

g SDS

g Natriumdeoxycholat
In 1000 mL ddH,0

Towbin-Puffer, pH 8.6
0.6
2.9
20

g Tris

g Glycin

mL SDS 10 %ig

In 1000 mL ddh,0

Transferpuffer
29.1
14.6

g Tris
g Glycin
In 500 mL ddH>0

Western Blot Puffer (WB-Puffer)
50
50

mL Odyssey Blocking Buffer
mL PBS

2.9 Gerate und Software

Bezeichnung

Hersteller

Gefrierbehdlter Mr. Frosty

Gelkammer Mini-PROTEAN Tetra Cell
Heizblock Thermomixer compact
Imagingsystem ChemiDoc MP Imaging System
Inkubator HERA Cell 240

Mikroplattenleser Infinite M1000 PRO
Mikroplattenleser Infinite M200 PRO
Mikroplattenleser Mithras LB940
Rollenmischer RM5 Assistent 348

Schiittler Titramax 100

Schwenker Polymax 1040

Sterilwerkbank HERA Safe

Tischzentrifuge Centrifuge 5424R
Transfer-Kammer Trans-Blot SD Semidry Transfer Cell

Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner

Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

Eppendorf

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
Tecan Group

Tecan Group

Berthold Technologies
Glaswarenfabrik Karl Hecht
Heidolph Instruments
Heidolph Instruments
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Bio-Rad

VWR International
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Bezeichnung

Hersteller

Ultraschallstab Sonopuls

Vortex-Mixer VVR3

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Software fiir Datenauswertung und -darstellung GraphPad Prism
Software fiir den Mikroplattenleser Tecan M1000 i-control

Software zur Auswertung der Western Blots Image Lab

Bandelin electronic
VWR International
Heraeus

GraphPad Software
Tecan Group

Bio-Rad
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3 Methoden

3.1Zellkultur

Laut des humanen Proteinatlas weisen die zwei Zelllinien HDLM-2 und SH-SY5Y eine hohe
RNA-Expression des Tau-Proteins auf (The human protein atlas, o. J.), fir die Gewinnung von
Probenmaterial wurden deshalb beide Zelllinien kultiviert. Alle bendtigten Zellkulturmedien und Puffer

wurden vor der Verwendung in einem Wasserbad auf 37 °C temperiert.

3.1.1 Kultivierung der Zelllinie HDLM-2

Fir die Kultivierung der Suspensions-Zelllinie HDLM-2 (im Folgenden als HDLM2 bezeichnet) wurde ein
in FlUssigstickstoff gelagertes Kryoréhrchen mit 1 mL Zellsuspension fiir 2 min bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut. Die Zellen wurden durch Auf- und Abpipettieren vorsichtig resuspendiert und in 9 mL
frisches Medium (RPMI-Medium mit 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) und 20 % hiFBS) Uberfiihrt.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) und 300 xg zentrifugiert,
um die Zellen zu pelletieren. Danach wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen in 1 mL frischem
Medium resuspendiert. Die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
empfiehlt, HDLM2-Zellen in einer Konzentration von 1E® Zellen/mL auszusiden (dsmz, o. J.), deshalb
wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Hierflir wurde eine Lebend-Tot-Farbung mit
Trypanblau durchgefiihrt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in frischem Medium auf
1E® Zellen/mL verdiinnt und in einer 250 mL Suspensions-Zellkulturflasche bei 37°C und 5%
Kohlenstoffdioxid (CO,) kultiviert.

Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen passagiert und gleichzeitig ein Mediumwechsel durchgefiihrt.
Hierflr wurde die Zellsuspension flr 5 min bei RT und 300 xg zentrifugiert, das alte Medium abgesaugt
und die Zellen in 5 mL frischem Medium resuspendiert. Danach wurde wie oben beschrieben eine
Zellzahlung durchgefiihrt. Um die Zellen keinem UbermaRig hohen Stress durch zu haufiges
Passagieren auszusetzen, wurde die Zellsuspension in frischem Medium auf eine Konzentration von
0.5E® Zellen/mL eingestellt und erneut bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.

Um die Zellen fur spatere Experimente langfristig zu lagern, empfiehlt sich eine Kryokonservierung.
Hierflr wurde die Zellsuspension fiir 5 min bei RT und 300 xg zentrifugiert, das alte Medium abgesaugt
und die Zellen in 1 mL frischem Medium mit 10 % DMSO resuspendiert. DMSO verhindert die Bildung
von Eiskristallen und schiitzt die Zellen beim Einfrieren vor Schadigungen (Meryman, 2007). Um die
Zelllinie nach dem Auftauen in einer 25 mL Suspensions-Zellkulturflasche mit 5 mL Medium wieder in
Kultur nehmen zu kénnen, wurde ein Zellzahl von 5E® Zellen/mL eingestellt. Die Zellen wurden zu je
1 mL pro 2 mL Kryoréhrchen aliquotiert und bei -80 °C im mit Isopropanol gefiillten Gefrierbehalter

Mr. Frosty eingefroren. Dies gewdhrleistet eine konstante Kiihlrate von -1 °C/min und resultiert in
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einer hohen Uberlebensrate der Zellen (Shu et al., 2010). Nach 24 h wurden die Kryoréhrchen fiir die

Langzeitlagerung in einen Flissigstickstofftank mit -196 °C liberfiihrt.

3.1.2 Viabilitat der HDLM2-Zellen in Medium ohne Serum

Die Belastung an EVs aus fremden Quellen sollte so gering wie moglich gehalten werden. Da das im
Medium verwendete hiFBS eine hohe Anzahl an EVs enthalt, empfiehlt es sich, auf Serum zu verzichten
(Lehrich et al., 2018). Deshalb wurde zunachst getestet, wie sich die Kultivierung der Zelllinie HDLM2
in Medium ohne hiFBS auf die Viabilitdt der Zellen auswirkt. Fur die Zelllinie SH-SY5Y ist die Zellviabilitat
in Medium ohne Serum bereits aus friiheren Projekten bekannt und wurde deshalb an dieser Stelle
nicht untersucht.

Fir die Untersuchung der Zellviabilitat wurde ein Zellviabilitdtsassay mit der CellTiter Aqueous One
Solution von Promega durchgefiihrt. Das Messprinzip beruht auf der Reduktion der Chemikalie MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) zu
einem l0Oslichen Farbstoff im Metabolismus lebender Zellen. Die Konzentration des gebildeten
Farbstoffs im Medium kann mittels Absorption detektiert werden und dient als Mal3 fiir die Viabilitat
der Zellen (Promega, 2012).

Fur den Assay wurde zwei Mal je 1 mL der kultivierten Zellsuspension (1.5E® Zellen/mlL) fiir 5 min bei
RT und 300 xg abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen entweder in 1 mL Serum-freiem
Medium (RPMI mit 1% P/S) oder in 1 mL Medium mit Serum (RPMI mit 20 % hiFBS und 1 % P/S)
resuspendiert. Die Zellzahl wurde in beiden Ansadtzen wie unter 3.1.1 beschrieben bestimmt und mit
dem entsprechenden Medium auf 0.5E® Zellen/mL eingestellt. AnschlieRend wurden jeweils 100 pL
der Zellsuspension in Triplikaten auf eine Cellstar 96-well Mikrotiterplatte pipettiert und 24, 48 bzw.
72 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Medium mit und ohne Serum
ebenfalls in Triplikaten mitgefiihrt. Eine Stunde vor Ende der Inkubationszeit wurden 20 uL CellTiter
Agueous One Solution in die entsprechenden Kavitaten gegeben und eine weitere Stunde bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Absorptionsmessung bei 490 nm

im Mikroplattenleser Tecan M200.

3.1.3 Kultivierung der Zelllinie SH-SY5Y
Fur die Kultivierung der adharenten Zelllinie SH-SY5Y (im Folgenden als SH bezeichnet) wurde ein
bei -196 °C gelagertes Kryotube mit 1 mL Zellsuspension fur 2 min bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut.
Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert und in 9 mL frisches Medium (DMEM/F-12 (1:1) mit
10 % hiFBS und 1% P/S) Uberfuhrt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in einer 175 cm?
Zellkulturflasche bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach 12 h wurde das Medium gewechselt, um

zytotoxische DMSO-Reste zu entfernen, indem das alte Medium abgesaugt und 30 mL frisches Medium
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hinzugegeben wurde. Dieser Vorgang wurde alle zwei bis drei Tage wiederholt, um die Zellen mit
frischen Nahrstoffen zu versorgen und zelltoxische Ausscheidungen zu entfernen. Bei sehr dichtem
Zellwachstum wurden die Zellen passagiert. Hierfiir wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen
einmal vorsichtig mit 20 mL PBS gewaschen, um Reste von hiFBS zu entfernen. Um die SH-Zellen zu
passagieren, wurden 2 mL Trypsin/EDTA in die Zellkulturflasche gegeben und nach 5min die
abgel6sten Zellen in 10 mL frischem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde aliquotiert und
bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert.

Fiir die Kryokonservierung wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen wie oben beschrieben
einmal mit PBS gewaschen und anschlieend trypsiniert. Die abgel6sten Zellen wurden in 10 mL
frischem Medium mit 10 % DMSO resuspendiert und es wurde wie in 3.1.1 beschrieben eine
Zellzahlung durchgefiihrt. Durch Zugabe von frischem Medium mit 10 % DMSO wurde eine Zellzahl von
2E® Zellen/mL eingestellt und jeweils 1 mL Aliquots der Zellsuspension in 2 mL Kryoréhrchen tberfiihrt.
Diese wurden bei -80 °C im mit Isopropanol gefiillten Gefrierbehalter Mr. Frosty eingefroren. Nach

24 h wurden die Kryordhrchen in einen Flissigstickstofftank tiberfiihrt.

3.2 Gewinnung von Probenmaterial aus den Zelllinien

3.2.1 Herstellung von Gesamtproteinlysat
Die beiden Zelllinien HDLM2 und SH sollten hinsichtlich ihrer Tau-Expression untersucht werden.
Hierfir wurden Gesamtproteinlysate beider Zelllinien hergestellt.
Die SH-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 bis 100 % wie unter 3.1.2 beschrieben trypsiniert und
anschliefend in 10 mL frischem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fir 10 min bei RT
und 300 xg abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet bei -80 °C gelagert.
Die HDLM2-Zellen wurden bei einer Zelldichte von etwa 1.5E® Zellen/mL fiir 10 min bei RT und 300 xg
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet bei -80 °C gelagert.
Fiir die Herstellung der Gesamtproteinlysate wurden die Zellpellets auf Eis aufgetaut. 1mL RIPA-Puffer
wurde mit 1/8 Tablette Protease-Inhibitor versetzt, um die Proteine vor dem Abbau durch Proteasen
zu schiitzen. AnschlieBend wurden die Zellpellets im praparierten RIPA-Puffer resuspendiert,
gevortext, 15 min auf Eis inkubiert, 2 min ins Ultraschallbad gegeben und abschliefend fiir 15 min bei
14000 xg und 4 °C zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu sedimentieren. Der Uberstand wurde

aliquotiert, die Proteinkonzentration bestimmt und die Aliquote bei -20 °C eingefroren.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
Um bei der Gelelektrophorese vergleichbare Mengen an Protein auftragen zu kénnen, wurde die
Proteinkonzentration der Lysate mittels Pierce BCA Protein Assay Kit bestimmt. In diesem Assay
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kommen zwei Reaktionen zum Tragen. Bei der Biuret-Reaktion wird Kupfer in Form von Cu? im
alkalischen Milieu durch Proteine zu Cu'* reduziert. In einem zweiten Schritt bildet Cu®* mit zwei
Molekdilen Bicinchoninsdure einen l6slichen Farbstoff, welcher bei 562 nm detektiert werden kann. Da
bei der Biuret-Reaktion speziell die Peptidbindungen der Proteine mit den Kupferionen aus der Losung
reagieren, ist die Intensitdt der Farbreaktion proportional zur Anzahl der Peptidbindungen
(Gornali et al., 1949). Die Bildung des Farbstoffs flihrt zu einer héheren Absorption und korreliert mit
der Proteinkonzentration.

Reagenz A und Reagenz B aus dem Kit wurden in einem Verhaltnis von 50:1 gemischt. Fiir alle weiteren
Schritte wurde der so entstandene Puffer verwendet. Um eine Standardkurve aufzunehmen, wurde
Rinderserumalbumin (BSA) auf 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 und 2000 pg/mL verdiinnt. Jeweils
25 ul jedes Standards und der Gesamtproteinlysate von HDLM2- und SH-Zellen wurden in Triplikaten
in eine Cellstar 96-well Mikrotiterplatte pipettiert und 200 pL Puffer hinzugegeben. AnschlielRend
wurde der Ansatz fiir 30 s bei 500 rpm auf dem Schiittler gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Die Absorption wurde im Mikroplattenleser Tecan M200 bei 562 nm gemessen.

Die Messwerte wurden gemittelt und, um die Werte zu normalisieren, der Mittelwert fir die
Negativkontrolle (0 ug/mL BSA) von allen Standards und Proben abgezogen. Die normalisierten
Standards wurden gegen die entsprechende BSA-Konzentration aufgetragen und eine nicht-lineare
Regression durchgefiihrt. Mithilfe der so ermittelten Gleichung fiir die Standardkurve wurde die

Protein-Konzentration der Proben SH und HDLM2 berechnet.

3.2.3 Aufkonzentrierung der extrazellularen Vesikel

Fir die Aufkonzentrierung der EVs aus dem Uberstand der beiden kultivierten Zelllinien wurde das
Verfahren der Ultrafiltration angewendet. Hierflir wurden die Zellen zunachst in Medium ohne Serum
inkubiert, um Verunreinigungen durch EVs aus dem hiFBS zu vermeiden.

Die Zelllinie SH wurde bei einer Konfluenz von etwa 70 bis 80 % fiir 24 h in Medium ohne hiFBS
kultiviert. Hierfir wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen zwei Mal mit jeweils 20 mL PBS
gewaschen, um Reste von hiFBS zu entfernen. Danach wurden 30 mL DMEM/F-12 mit 1% P/S
zugegeben und die Zellen fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Danach wurde der Uberstand
abgenommen und fir 10 min bei RT und 300 xg zentrifugiert, um Zellen und Zelltrimmer zu
pelletieren. Zur Entfernung nicht pelletierter Zellen und apoptotischer Kérperchen wurde der
Uberstand im Anschluss durch einen 0.2 um Spritzenvorsatzfilter gefiltert. Bis zur Aufkonzentrierung
wurde der Uberstand bei -80 °C gelagert, da héhere Temperaturen zur Degradation der EVs fiihren
konnen (Jeyaram und Jay, 2017).

Die HDLM2-Zellen wurden fir 5 min bei RT und 300 xg zentrifugiert, das alte Medium abgesaugt, die

Zellen wie unter 3.1.1 beschrieben in einer Neubauer-Kammer gezahlt, in RPMI-Medium mit 1 % P/S
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auf eine Konzentration von 1.5E® Zellen/mL eingestellt und fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension wie oben beschrieben zentrifugiert, durch einen 0.2 um
Spritzenvorsatzfilter gegeben und bei -80 °C gelagert. Weitere 100 uL des Uberstands wurden fiir eine
spatere Untersuchung im Western Blot (siehe Abschnitt 3.3) als Uberstand (SN) markiert und ebenfalls
bei -80 °C gelagert.

Fiir die Ultrafiltration der Zellkulturtiberstande wurden diese iber Nacht (iN) bei 4 °C aufgetaut und
die Centricon-Filtereinheiten fiir 10 min bei 4 °C und 3500 xg mit PBST gewaschen. Das Volumen der
Uberstinde wurde ermittelt und fiir eine anschlieBende Bestimmung des Konzentrationsfaktors
notiert. Die Uberstande wurden auf die Filtereinheiten gegeben und fiir 10 min bei 4 °C und 1500 xg
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das Retentat fiir 2 min iber Kopf bei 4 °C und
1000 xg in die Auffangeinheit des Filters zentrifugiert. Zur Berechnung des Konzentrationsfaktors
wurde das Volumen des Retentats durch das Volumen des Uberstands dividiert und der errechnete
Konzentrationsfaktor notiert. AnschlieBend wurden die aufkonzentrierten EVs aliquotiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.3 Proteinanalyse

Fiir die beiden durchgefiihrten Western Blots wurden zunachst Proteine in einer
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt und anschliefend auf eine Nitrozellulose-Membran lbertragen. Der Transfer der Proteine

auf eine Membran erlaubt die Detektion der Proteine mit spezifischen Antikdrpern.

Im ersten Western Blot wurden die Gesamtproteinlysate der Zelllinien HEK293, SH-SY5Y, PNT1A, PC3,
22Rv1 und LnCaP hinsichtlich ihrer Expression von Tau untersucht. In nachfolgender Tabelle 1 werden

die Zellen kurz charakterisiert.

Tabelle 1 Zelllinien fiir die Untersuchung der Tau-Expression

Zelllinie  Spezies Zelltyp Referenz

HEK293  Homo sapiens  Embryonale Niere (Graham et al., 1977)
SH-SY5Y  Homo sapiens  Neuroblastom (Biedler et al., 1978)
PNT1A Homo sapiens  Immortalisierte Prostatazellen  (Cussenot et al., 1991)
PC3 Homo sapiens  Prostatakarzinom (Kaighn et al., 1979)
22Rv1l Homo sapiens  Prostatakarzinom (Sramkoski et al., 1999)
LnCaP Homo sapiens  Prostata-Adenokarzinom (Horoszewicz et al., 1963)
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Alle sechs Zelllinien waren bereits im Bestand der Arbeitsgruppe vorhanden, die bendétigten Lysate
wurden von Arbeitskollegen zur Verfligung gestellt. Sie wurden in PBS auf eine Proteinmenge von
20 pg Protein verdiinnt, im Verhaltnis 1:5 mit 6x LB versetzt und fiir 5 min bei 65 °C auf dem Heizblock
erhitzt. Durch die im LB-Puffer enthaltenen Reagenzien DTT und SDS werden die Proteine denaturiert
und negativ beladen, eine Temperaturerhohung beschleunigt den Prozess. Die Neutralisierung der
Eigenladung und die Auflésung aller Proteinfaltungen ermdglicht eine Auftrennung im Gel nur in

Abhangigkeit der Molekilmasse (Corley, 2004).

Fiir die SDS-PAGE wurde ein Polyacrylamid-Gel mit einer Schichtdicke von 1.5 mm und zehn Taschen
verwendet. Um die Auftrennung zu verbessern, wurde erst das 10 %ige Trenngel und darlber ein
5 %iges Sammelgel gegossen (siehe Tabelle 2). Das Sammelgel hat eine groBere Maschenweite, welche
alle Proteine rasch durchwandern. Auf diese Weise werden zu Beginn der Gelelektrophorese die
Proteine konzentriert, wodurch im Anschluss die Bandenscharfe erhoht wird. Fir die
Gelelektrophorese wurde das Gel in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt, diese mit Towbin-Puffer
gefillt und die Proben geladen. Als Marker wurden 4 uL Amersham Rainbow (12 bis 225 kDa)
verwendet. Die Gelelektrophorese wurde fiir 20 min bei konstant 80V und fiir weitere 1.5 h bei

konstant 150 V durchgefihrt.

Tabelle 2 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir die Gelelektrophorese
Sammelgel 5 %

5 mL Acrylamid/Bis-Losung 30 %ig
3.8 mL1.5 M Tris-HCl pH 8.6
5.9 mLddH,0
150 L SDS 10 %ig
150 pL APS 10 %ig
6 pLTEMED

Trenngel 10 %
625 L Acrylamid/Bis-Losung 30 %ig uL
630 pL 1 M Tris-HCl pH 6.8
3.645 mLddH;0
50 pL SDS 10 %ig
50 L APS 10 %ig
5 WLTEMED

Fiir den Western Blot wurde das nicht mehr benétigte Sammelgel entfernt und das Trenngel mit ddH,0
gespllt, um Reste des Towbin-Puffers zu entfernen. Ein Filterpapier und die Nitrozellulose-Membran
wurden in Anoden-Puffer getrankt, das Gel und ein weiteres Filterpapier in Kathoden-Puffer.
AnschlieBend wurde der Sandwich aus Filterpapier (Anoden-Puffer), Membran, Gel und Filterpapier
(Kathoden-Puffer) von unten nach oben in der Transfer-Kammer aufgebaut. Der Transfer der Proteine
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erfolgte durch das Anlegen einer konstanten Spannung von 25V fiir 45 min. Hierbei bildet sich
zwischen Anode und Kathode ein elektrisches Feld aus, in dem die negativ beladenen Proteine in
Richtung der Anode und damit aus dem Gel in die Nitrozellulose-Membran wandern. Nach dem Blotten
wurde das Gel verworfen. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Membranoberflache
fiir 1 h bei RT und 10 rpm auf dem Schwenker mit 10 mL Odyssey Blocking Buffer 1:1 in PBS abgeblockt.
AnschlieBend wurde die Membran UGN bei 4 °C und 10 rpm auf dem Schwenker mit 10 mL t-Tau-AK
(1:2000 in WB-Puffer) inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran vier Mal fir je 4 min in PBST
gewaschen. Als sekundarer Antikérper wurden 10 mL Starbright700-AK 1:10000 in WB-Puffer
verdinnt und fiir 1 h bei RT und 10 rpm auf dem Schwenker inkubiert. Abschliefend wurde erneut vier
Mal fir je 4 min mit PBST gewaschen. Die Membranen wurden im Imagingsystem ChemiDoc mit dem
Filter Starbright 700 fotografiert, die Auswertung erfolgte mit der Software ImagelLab. Hier wurden
manuell alle Spuren und Banden, sowie die Molekularmassen des verwendeten Markers definiert.

Imagelab interpoliert anhand dieser die Grof3e aller anderen markierten Banden.

In einem zweiten Western Blot wurde das Gesamtproteinlysat, die aufkonzentrierten EVs und der
Uberstand (SN) von HDLM2-Zellen auf Tau untersucht. Es wurden 20 und 40 pg Proteinmenge in der
Gelelektrophorese eingesetzt, fiir die Untersuchung der EVs und des Uberstands wurden jeweils 25 pL
der unverdiinnten Proben verwendet. Alle Proben wurden mit 6x LB im Verhdltnis 1:5 versetzt und die
SDS-PAGE und der Western Blot wie oben beschrieben durchgefihrt. Als Marker wurden 4 uL All Blue
Standard (2 bis 250 kDa) verwendet, da der Amersham Rainbow Marker nicht mehr zur Verfligung

stand.

3.4 ELISA

Fir den Nachweis von Tau in EVs wurde zundchst ein ELISA mit dem rekombinanten Protein n-Tau
entwickelt (siehe Abbildung 4). In dem hier verwendeten Sandwich-ELISA ist ein Fangerantikorper (lila)
an eine MaxiSorp 96-well Mikrotiterplatte gebunden. An diesen Antikorper bindet das rekombinante
Protein n-Tau (dunkelgriin) und an n-Tau wiederum ein Detektionsantikdrper (hellgriin). Der
sekundare Antikorper ist an ein Meerrettichperoxidase-Enzym (HRP) gekoppelt und spezifisch gegen
den Detektionsantikdrper gerichtet. Das HRP-Enzym setzt nach der Zugabe eines Substrats dieses in

einen l6slichen Farbstoff um, welcher anschliefend mittels Absorption quantifiziert werden kann.
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Sekundarer Antikorper,
konjugiert mit HRP-Enzym

Detektionsantikorper
Analyt n-Tau

Fangerantikorper

Abbildung 4 Funktionsprinzip des Sandwich-ELISA: Ein Fanger-Antikorper wird an eine feste Oberflache
gebunden. Der Analyt n-Tau bindet sowohl an den immobilisierten Fangerantikorper, als auch an den
Detektionsantikorper. Dieser "Sandwich" wird durch einen sekundaren Antikdrper detektiert. Der sekundare
Antikorper ist mit einem HRP-Enzym gekoppelt, welches die Quantifizierung des Analyten durch die Umsetzung
eines Substrats erméglicht.

3.4.1 Grundprinzip des Tau-ELISA
Fiir den ELISA wurden 100 plL Tau-AK oder Tau46-AK als Fangerantikérper in Carbonatpuffer GN bei
4 °C und 450 rpm auf einer MaxiSorp 96-well Mikrotiterplatte inkubiert. Ungebundene Antikorper
wurden entfernt indem alle Kavitdten mit jeweils 300 uL PBS oder PBST gewaschen wurden.
Verbliebene Reste wurden durch mehrmaliges Klopfen auf eine weiche, saugfihige Oberflache
sorgfaltig entfernt. Dieser Waschschritt wurde zwei Mal wiederholt. Die Oberflaiche wurde
anschlieRend fir 2 h bei RT und 450 rpm mit 200 uL Blockierungspuffer (5 % BSA in PBS) abgeblockt,
um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Danach wurde erneut wie oben beschrieben drei Mal
gewaschen. AnschlieBend wurde der Analyt n-Tau, soweit nicht anders erwahnt, in PBS auf eine
Konzentration von 50 ng/mL verdinnt und je 100 pL der Verdiinnung in eine Kavitat pipettiert. Als
Negativkontrolle diente reines PBS. Es folgten weitere 90 min Inkubationszeit bei RT und 450 rpm und
drei Waschschritte mit PBS oder PBST. AnschlieRend wurden jeweils 100 puL Detektionsantikdrper
t-Tau-AK in Blockierungspuffer fir 2 h bei RT und 450 rpm auf der Platte inkubiert. Um das
Hintergrundsignal zu minimieren, wurde vor der Inkubation mit dem sekundaren Antikérper vier Mal
mit je 300 uL PBS oder PBST gewaschen. Als sekundarer Antikorper wurde der Antikérper
anti-Kaninchen-AK 1:10000 in Blockierungspuffer verdiinnt und je 100 uL pro Kavitat eingesetzt. Nach
1 h Inkubation bei RT und 450 rpm wurde weitere vier Male mit PBS oder PBST gewaschen. Fiir den
Nachweis wurde TMB-Substrat verwendet, welches durch das Enzym HRP zu einem blauen Farbstoff

umgesetzt wird. Jeweils 100 pL des Substrates wurden in jede Kavitat pipettiert und die Reaktion nach
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5 min Inkubationszeit mit 100 puL 0.5 M Schwefelsaure abgestoppt. Die Absorptionsmessung erfolgte
bei 450 nm im Mikroplattenleser Mithras.

Fir die Auswertung wurde das Signal der Negativkontrollen gemittelt, von dem jeweiligen Signal der
Proben subtrahiert und anschlieRend Mittelwert und Standardabweichung der normalisierten Proben

berechnet.

3.4.2 Wahl eines geeigneten Fangerantikoérpers fiir den Sandwich-ELISA
Die beiden Antikérper Tau-AK und Tau46-AK wurden hinsichtlich ihrer Eignung als Fangerantikorper
untersucht. Hierflir wurden sie mit einer Konzentration von 2.5 pg/mL UN auf der Maxisorp-Platte
inkubiert und anschlieBend wie oben beschrieben ein ELISA durchgefiihrt. Der Analyt n-Tau wurde in
PBS auf 1, 2.5 und 5 pg/mL verdiinnt, der Detektionsantikorper t-Tau-AK in einer Verdiinnung von
1:1000 (18 ng/mL) verwendet. Das Experiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt, alle Waschschritte

erfolgten mit PBS.

3.4.3 Bindung des Fangerantikorpers an die Platte
Es wurde Uberprift, ob die Adsorption des Fangerantikorpers Tau-AK an die Platte ausreichend
reproduzierbar ist oder ob eine andere Immobilisierungsstrategie notwendig ist. Hierflir wurden drei
separate Ansitze mit jeweils 5 pg/mL des Tau-AK in Carbonatpuffer hergestellt. Auf einer
Maxisorp-Platte wurde jeder Ansatz in Triplikaten GN bei 4 °C und 450 rpm inkubiert. Auf einer zweiten
Platte wurde jeder Ansatz in Duplikaten UGN bei 4 °C ohne Schitteln (0 rpm) inkubiert. Danach wurde
drei Mal mit PBS gewaschen und die Oberfliche mit 200 uL Blockierungspuffer abgeblockt. Nach
erneutem Waschen mit PBS wurde der Antikorper anti-Maus-AK 1:10000 in Blockierungspuffer
verdinnt und zum Nachweis des Tau-AK je 100 pL in jede Kavitat pipettiert. Nach 1 h Inkubation wurde
erneut drei Mal gewaschen und anschlieRend das Substrat TMB zugegeben. Der Farbumschlag wurde
nach 5 min mit Schwefelsaure abgestoppt und wie oben beschrieben die Platte bei 450 nm gemessen

und der Versuch ausgewertet.

3.4.4 Titration des Fanger- und Detektionsantikérpers
Um die optimale Konzentration des Fanger- und Detektionsantikorpers im Sandwich-ELISA zu
ermitteln, wurden beide Antikorper titriert. Hierfiir wurde der Tau-AK mit 0, 2, 3.5, 5, 7.5 und 10 pg/mL
in Duplikaten auf einer MaxiSorp-Platte inkubiert und wie oben beschrieben ein ELISA durchgefiihrt.
Der Detektionsantikérper t-Tau-AK mit einer Ausgangskonzentration von 18 ug/mL wurde 1:500,

1:1000, 1:1500 und 1:2000 in PBS verdiinnt. Gewaschen wurde ebenfalls mit PBS.
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3.4.5 Titration des Detektionsantikorpers
In einem weiteren Experiment wurden die beiden Verdiinnungen 1:500 und 1:1000 des
Detektionsantikorpers t-Tau-AK erneut getestet. Der Tau-AK wurde in den Konzentrationen 0 und
5 ug/mL auf einer Platte inkubiert und wie oben beschrieben ein ELISA durchgefiihrt. Es wurde wieder

in Duplikaten gearbeitet, gewaschen wurde hier jedoch mit PBST.

3.4.6 Aufnahme einer Kalibrierkurve
Um die Sensitivitat des ELISAs zu bestimmen, wurde eine Kalibrierkurve aufgenommen. Es wurde in
Triplikaten gearbeitet und das Experiment an drei Tagen wiederholt, die einzelnen Kurven wurden mit
Kalibrierkurve A, B und C bezeichnet. Der Tau-AK wurde mit einer Konzentration von 5 pg/mL auf der
Platte inkubiert. Die verwendeten Analyt-Konzentrationen kénnen aus Tabelle 3 entnommen werden,
in Kalibrierkurve B kam es aufgrund eines Verdiinnungsfehlers zu abweichenden Konzentrationen von
n-Tau. Der Detektionsantikorper t-Tau-AK wurde 1:1000 in PBS verdiinnt, gewaschen wurde wieder

mit PBST.

Tabelle 3 Pipettierschema fiir die Aufnahme einer ELISA-Kalibrierkurve

n-Tau [g/mL]

>

0 v

1.3g13

1.3g12

NI EEN BN

2.5

1.0E10 v v

2.5E10 v

5.0E10

1.0

5.0E7 4

1.0E8

5.0E®

AN ERNEENEENEEN RN

1.0E7

AN RN RN

5.0E7

Als Mal fiir die Sensitivitdt des ELISAs wurden die untere Nachweisgrenze (LOD) und das untere
Quantifizierungslimit (LOQ) des Assays berechnet. Fiir die Berechnung von LOD und LOQ wurden der
Mittelwert und die Standardabweichung aller Negativkontrollen ermittelt und fiir das LOD-Signal die
dreifache, fir das LOQ-Signal die zehnfache Standardabweichung zum Mittelwert der

Negativkontrollen addiert. AnschlieBend wurden die Tau-Konzentrationen in logarithmische Werte
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transformiert und eine nicht-lineare Regression durchgefiihrt. Anhand der Standardkurve wurden der

LOD und LOQ ermittelt.

3.5 AlphalISA

Der Amplified luminescent proximity homogeneous assay linked immunosorbent assay (AlphaLISA) ist
ein homogener Immunoassay und basiert auf der Verwendung von lumineszenten Beads. Er dhnelt in
seinem Aufbau dem Sandwich-ELISA, der Nachweis erfolgt jedoch nicht immobilisiert auf einer Platte,
sondern frei in Losung. Das Grundprinzip des Assays ist in Abbildung 5 dargestellt. Der
Detektionsantikorper t-Tau-AK ist an den Terbium-Akzeptorbead (hellgriin) konjugiert und bindet
n-Tau. Der Fanger-Antikorper Tau-AK (lila) bindet ebenfalls an den Analyten. Der Donorbead ist mit
anti-Maus-Antikérpern konjugiert (blau), welche wiederum an den Tau-AK binden. So werden Donor-
und Akzeptorbeads in unmittelbare Ndhe zueinander gebracht. Durch die Anregung des Donorbeads
bei einer Wellenlange von 680 nm wird Singulett-Sauerstoff freigesetzt. Dieser hat nur eine sehr
begrenzte Halbwertszeit von 4 ps und kann in Losung eine Entfernung von ca. 200 nm zuricklegen.
Befindet sich ein Akzeptorbead innerhalb dieser Distanz, wird die Energie des Sauerstoffs auf den
Akzeptorbead (bertragen, woraufhin dieser bei 545 nm Iluminesziert. Anderenfalls geht der
Singulett-Sauerstoff wieder in seinen Grundzustand lGber und es wird kein Signal generiert (Beaudet et

al., 2008).

Analyt n-Tau
680 nm

Singulett-Sa uerstoff Tau-AK

<&

2
Q== o
o= |

Donor-Bead mit
anti-Maus-Antikorper

Abbildung 5 Funktionsprinzip des AlphaLISA: Der Akzeptorbead bindet mittels Tau-spezifischer Antikdrper an
den Analyten. Der Donorbead wird mit anti-Maus-Antikdrpern an einen weiteren Tau-spezifischen Antikdrper
gekoppelt. Durch Anregung der Donorbeads bei 680 nm wird Singulett-Sauerstoff auf die Akzeptorbeads
ibertragen, die resultierende Lumineszenz ist bei 545 nm messbar.

Der t-Tau-AK wurde nach dem Protokoll des Herstellers Perkin EImer an die Akzeptorbeads konjugiert.
Hierflir wurden zuerst 45 puL Akzeptorbeads (20 mg/mL) mit 50 pL PBS gemischt und fiir 15 min bei
16000 xg und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Beads in einem Ansatz aus
100 pL t-Tau-AK (1 mg/mL), 100 pL HEPES-L6sung (100 mM in ddH,O, pH 7.4), 1.25 uL Tween-20
(10% in ddH>0) und 10 pL einer frisch angesetzten Natriumcyanoborhydrid-Losung (400 mM in
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ddH,0) resuspendiert. Die Konjugation erfolgte fiir 22 h bei 37 °C und 200 rpm. AnschlieBend musste
die Oberflache der Beads abgeblockt werden. Hierfiir wurde eine Carboxymethoxylamin-L&sung
(65 mg/mL in 800 mM Natriumhydroxid-Losung) frisch angesetzt und 10 pL zu den Beads pipettiert. Es
erfolgte erneut eine Inkubation fiir 1 h bei 37 °C und 200 rpm. Danach wurden die Beads fiir 15 min
bei 14000 xg und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abpipettiert und das Pellet in 200 pL einer
Tris-HCI-Losung (100 mM, pH 8.0) resuspendiert. Die Beads wurden auf Eis zehn Mal fiir je 1 s mit dem
Ultraschallstab Sonopuls bei 20 % der maximalen Energie behandelt und erneut fir 15 min bei 14000 g
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, die Beads in Tris-HCl resuspendiert und
erneut mit Ultraschall behandelt. Abschliefend wurde noch einmal fiir 15 min bei 14000 xg und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Beads in 180 pL Proclin-300 (0.05 % in PBS)
resuspendiert. Der Zusatz des Biozids Proclin-300 verhindert die Kontamination der Beads mit
Mikroorganismen (Morkus et al., 2019). Die konjugierten Beads [5 mg/mL] wurden bis zur weiteren

Verwendung lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

Fir die Durchfiihrung des AlphaLISAs wurde der Puffer IAB jedes Mal frisch angesetzt und fir alle
nachfolgenden Verdiinnungen verwendet. Es wurde immer in Optiplate 384-well Mikrotiterplatten
gearbeitet und die Messung der Lumineszenzintensitat erfolgte im Mikroplattenleser Tecan M1000
mit der Software i-control. Hierfiir wurde der AlphaScreen-Modus mit einem Floureszenzscan
zwischen 520 und 620 nm verwendet.

Fiir die Auswertung wurde das Signal der Negativkontrollen gemittelt, von dem jeweiligen Signal der
Proben subtrahiert und anschlieRend Mittelwert und Standardabweichung der normalisierten Proben

berechnet.

3.5.1 Titration des Fangerantikorpers

Als erster Optimierungsschritt wurde die optimale Konzentration des Fangerantikdrpers Tau-AK im
Assay ermittelt. Der Analyt n-Tau diente als Positivkontrolle und wurde in IAB auf eine Konzentration
von 200 ng/mL verdiinnt. Die Akzeptorbeads wurden auf eine Konzentration von 10 pg/mL verdiinnt.
Der Tau-AK wurde in Konzentrationen von 0.5, 1, 1.5 und 2 nM getestet. Fiir den ersten
Inkubationsschritt wurden je 5 pL n-Tau mit 2.5 pL Tau-AK und 2.5 pL Akzeptorbeads in eine Kavitat
pipettiert, alle Ansatze erfolgten in Duplikaten.

Der Assay wurde fir 1 h bei RT und 200 rpm auf dem Schittler inkubiert. Danach wurden die
Donorbeads auf 40 pg/mL verdiinnt, zu jeder Kavitdt 40 puL Donorbeads gegeben und der Assay fiir 1 h
lichtgeschiitzt bei RT und 200 rpm inkubiert. Danach wurde das Signal gemessen und der Versuch wie

oben beschrieben ausgewertet.
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3.5.2 Optimierung der Bead-Konzentrationen
Fir die Optimierung des Verhaltnisses zwischen Donor- und Akzeptorbeads hinsichtlich des besten
Signal-Rausch-Verhaltnisses wurde wieder mit einer n-Tau-Konzentration von 200 ng/mL und IAB als
Negativkontrolle gearbeitet. Die Akzeptorbeads wurden auf 10, 20 und 30 pg/mL, der Tau-AK wurde
auf 0.75, 1.125 und 1.5 nM verdiinnt. Sowohl die Positivkontrollen als auch die Negativkontrollen
wurden in Duplikaten angesetzt. Nach 1 h Inkubation bei RT und 200 rpm wurden die Donorbeads
lichtgeschuitzt auf 20, 30 und 40 pg/mL verdinnt und jeweils 40 pl zu jeder Kavitat gegeben. Nach 1 h
Inkubation lichtgeschiitzt bei RT und 200 rpm wurde wie oben beschrieben das Signal gemessen. Fir
die statistische Auswertung des Versuchs wurde die Signifikanz aller Ergebnisse in Bezug auf das

Verhiltnis Akzeptor zu Donor = 10:40 ug/mL bestimmt.

3.5.3 Reihenfolge der Zugabe aller Komponenten

Die Reihenfolge der Zugabe aller Komponenten zur Reaktion kann die Sensitivitdt des Assays
beeinflussen. Um die optimale Reihenfolge zu ermitteln, wurden nach Empfehlung des Herstellers
Perkin Elmer vier verschiedene Protokolle getestet (siehe Tabelle 4). Als Positivkontrolle diente n-Tau
mit einer Konzentration von 200 ng/mL, als Negativkontrolle IAB. Der Tau-AK wurde mit einer
Konzentration von 1.5 nM eingesetzt, die Akzeptorbeads auf 10 pg/mL und die Donorbeads auf
40 pg/mL verdiinnt. AnschlieRend wurden abhingig vom Protokoll die Komponenten pipettiert. Dabei
wurden immer je 5 uL n-Tau oder IAB, 2.5 pL Tau-AK, 2.5 uL Akzeptorbeads und 40 uL Donorbeads
verwendet. Flr jedes Protokoll wurden Positiv- und Negativkontrollen in Duplikaten angesetzt.

Fiir die Variante A wurden n-Tau, der Tau-AK und die Akzeptorbeads zusammen fiir 1 h bei RT und
200 rpm inkubiert. Anschlieend wurden die Donorbeads hinzugegeben und der Assay fiir eine weitere
Stunde lichtgeschiitzt bei RT und 200 rpm inkubiert. Fir die Variante B wurden die Donorbeads mit
dem Tau-AK getrennt von n-Tau und den Akzeptorbeads fir 1 h bei RT und 200 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurden beide Ansatze vereint und fiir eine weitere Stunde lichtgeschiitzt bei RT und
200 rpm inkubiert. Die beiden Varianten A und B bendtigen jeweils zwei Inkubationsschritte und
werden deshalb als zweistufig bezeichnet.

Die Varianten C und D sind dreistufig, da hier drei separate Inkubationsschritte erfolgten. In Variante C
erfolgte zuerst ein Inkubationsschritt fir 1 h bei RT und 200 rpm nur mit n-Tau und dem Tau-AK.
Danach wurden die Akzeptorbeads hinzugegeben und wieder fiir 1 h bei RT und 200 rpm inkubiert. In
einem dritten Schritt wurden die Donorbeads hinzugegeben und fir eine weitere Stunde lichtgeschitzt
bei RT und 200 rpm inkubiert. Fir die Variante D wurden erst n-Tau und Akzeptorbeads fiir 1 h bei RT
und 200 rpm inkubiert, anschlieend fiir eine weitere Stunde der Tau-AK hinzugegeben und in einem

dritten Schritt der Assay mit den Donorbeads fiir 1 h bei RT und 200 rpm inkubiert. Das entsprechende
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Schema ist in Tabelle 4 dargestellt. Nach einer Inkubationszeit von zwei bzw. drei Stunden wurde das

Signal gemessen und der Versuch wie oben beschrieben ausgewertet.

Tabelle 4 Pipettierschema fiir die Wahl eines geeigneten AlphaLISA-Protokolls

Variante 60 min 60 min 60 min

A n-Tau + Tau-AK + Akzeptor + Donor

Donor + Tau-AK
B Zusammen
n-Tau + Akzeptor

C n-Tau + Tau-AK + Akzeptor + Donor

W)

n-Tau + Akzeptor + Tau-AK + Donor

3.5.4 Optimierung der Inkubationszeit

Auch die Inkubationszeit hat einen Einfluss auf die Sensitivitdt des Assays und sollte nach Moglichkeit
optimiert werden. Fir die Ermittlung der optimalen Inkubationszeit wurden zwei verschiedene
Protokolle getestet, ein Einstufiges und ein Zweistufiges. Fir das zweistufige Protokoll wurde
Variante A aus dem vorhergehenden Versuch 3.5.3 verwendet. Es wurden 5 uL n-Tau oder IAB mit
2.5 pL Tau-AK und 2.5 L Akzeptorbeads gemischt und fir 1 h bei RT und 200 rpm inkubiert. Danach
wurden 40 uL Donorbeads hinzugegeben und lichtgeschiitzt fiir weitere 30, 60, 120 bzw. 240 min bei
RT und 200 rpm inkubiert. Fir das einstufige Protokoll wurden alle Komponenten gleichzeitig pipettiert
und der Assay lichtgeschiitzt bei RT und 200 rpm wie das Zweistufige inkubiert. n-Tau als
Positivkontrolle hatte eine Konzentration von 200 ng/mL, die Negativkontrolle war IAB. Es wurde mit
1.5 nM Tau-AK, 10 pug/mL Akzeptorbeads und 40 pg/mL Donorbeads gearbeitet, der Versuch wurde in
Duplikaten durchgefiihrt. Um eine Schadigung der lichtempfindlichen Donorbeads wahrend der
Messungen zu vermeiden, wurde fir jede Inkubationszeit eine separate Platte verwendet.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten gemessen und der Versuch wie oben beschrieben

ausgewertet.

3.5.5 Aufnahme einer Kalibrierkurve
Um die Sensitivitat des AlphalISAs zu ermitteln, wurde eine Kalibrierkurve mit dem einstufigen
Protokoll aus 3.5.4 aufgenommen. Fiir die Bestimmung von LOD und LOQ wurden Negativkontrollen
im 12-fachen Ansatz mitgefiihrt. Um die Kalibrierkurve zu erstellen, wurde der Analyt n-Tau auf 1E?3,
3E8 1E7,3E7, 1E%, 3E, 1E, 3E° und 1E* g/mL verdiinnt. Danach wurden jeweils 5 puL n-Tau oder IAB
mit 2.5 uL Tau-AK (1.5 nM), 2.5 uL Akzeptorbead (10 pg/mL) und 40 puL Donorbead (40 pg/mL)
gemischt und fir 120 min lichtgeschiitzt bei RT und 200 rpm inkubiert. Das Signal wurde im
Mikroplattenleser Tecan M1000 im AlphaScreen-Modus gemessen und die Auswertung mithilfe von

GraphPad Prism durchgefiihrt. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die erste Kalibrierkurve wurde
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ohne die Tau-Konzentrationen 1E* und 3E™ g/mL aufgenommen, danach wurde der Assay-Bereich

erweitert.

3.5.6 Assay mit biologischen Proben

Um Tau in EVs nachzuweisen, wurden Gesamtproteinlysate und EV-Lysate ebenfalls in Triplikaten in
der ersten Kalibrierkurve mitgefiihrt. Daflir wurden jeweils 5puL Gesamtproteinlysat von SH
(= 5 ug Protein) und HDLM2 (= 9.5 pg Protein) sowie 5 plL EV-Lysat von SH (Konzentrationsfaktor 172 x)
und HDLM2 (Konzentrationsfaktor 35 x) verwendet. Um die EVs zu lysieren, wurden sie zuvor 1:1 in
IAB verdiinnt, gevortext und 10 min bei RT inkubiert. Die hohe Konzentration an Detergenzien im IAB
(nach Angabe des Herstellers 0.25 bis 1.0 % Triton-X 100) ermoglicht die Lyse der EVs. In der zweiten
Kalibrierkurve wurde zu allen vier Proben zusatzlich 2.5E® g/mL n-Tau gegeben, dieser Vorgang wird
als Spiken bezeichnet. Die dritte Kalibrierkurve wurde ohne weitere Proben aufgenommen.

Die Auswertung der Kalibrierkurven und des Assays mit biologischen Proben erfolgten analog zum

ELISA (siehe Abschnitt 3.4.6).

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels zweiseitiger t-Tests fir unabhéangige
Stichproben untersucht. Signifikante Unterschiede wurden in den Diagrammen durch Asterisken

kenntlich gemacht.
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4 Ergebnisse

4.1 Viabilitat der HDLM2-Zellen in Medium ohne Serum

Um aus dem Uberstand der HDLM2-Zellen EVs aufkonzentrieren zu kénnen, wurde zunichst getestet,
wie sich die Kultivierung von HDLM2 in Medium ohne hiFBS auf die Viabilitat der Zellen auswirkt.

Die HDLM2-Zellen wurden fiir 24, 48 und 72 h in Medium mit und ohne Serum inkubiert. Das Ergebnis
ist in Abbildung 6 dargestellt, eine hohe Absorption steht fiir eine hohe Zellviabilitdt. Im Medium mit
Serum (rot) sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Zeitpunkten zu erkennen. Im
Medium ohne Serum (orange) sinkt die Zellviabilitat nach 48 h signifikant ab (p < 0.01), nach 72 h ist
der Abfall noch deutlicher (p < 0.001). Unabhangig davon lag die Zellviabilitat in den ersten 48 h in
Medium ohne Serum signifikant hoher als in Medium mit Serum. Nach der Auswertung des
Zellviabilitatsassays wurde eine Inkubationszeit von 48 h fiir die Kultivierung der Zellen in Serum ohne

hiFBS gewahilt.
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Abbildung 6 Viabilitdt der HDLM2-Zellen in Medium ohne Serum: Die Zellviabilitdt der HDLM2-Zellen in Medium
mit und ohne Serum wurde nach 24, 48 und 72 h gemessen. Fir die Zellen in Medium mit hiFBS (rot) ist kein
signifikanter Unterschied zwischen den drei Zeitpunkten festzustellen. Fir die Zellen in Medium ohne Serum
sinkt die Zellviabilitdt nach 48 und 72 h signifikant ab. Unabhéngig davon ist in den ersten 48 h eine signifikant
hohere Zellviabilitat fiir die Zellen in Medium ohne Serum im Vergleich zu HDLM2-Zellen in Medium mit Serum
zu beobachten. n=3, p < 0.01 flr %%, p < 0.001 fur % %%, Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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Auffallig ist, dass HDLM2-Zellen in Medium ohne Serum innerhalb weniger Minuten agglutinieren
(Abbildung 7A). Sobald die Zellen in Medium mit hiFBS resuspendiert werden, vereinzeln sie sich

wieder (Abbildung 7B).

Abbildung 7 Mikroskopische Aufnahmen der HDLM2-Zellen in Medium mit und ohne Serum: Die HDLM2-Zellen
wurden in Medium mit und ohne Serum kultiviert. (A) In Medium ohne Serum agglutinieren die Zellen innerhalb
weniger Minuten. (B) Durch die Zugabe von Medium mit hiFBS kénnen die Zellen wieder vereinzelt werden.

4.2 Expression von Tau in humanen Zelllinien

Um humane Zelllinien mit einer hohen Tau-Expression zu identifizieren, wurden Gesamtproteinlysate
der Zelllinien HEK293, SH-SY5Y, PNT1A, PC3, 22Rv1 und LnCaP in einem Western Blot analysiert. In
Abbildung 8 ist nur fiir die Zelllinie SH eine Bande bei etwa 78 kDa zu erkennen, humanes Tau weist

ein Molekulargewicht zwischen 37 und 46 kDa auf.

Marker HEK SH-SY5Y PNT PC3 22Rvl LnCaP
76 kDa -- i - € Tau =78 kDa

Abbildung 8 Untersuchung der Expression von Tau in humanen Zelllinien: Es wurden sechs verschiedene
Zelllinien mit jeweils 20 pg Gesamtproteinlysat in einem Western Blot auf die Expression von Tau getestet. Bei
der Zelllinie SH-SY5Y ist eine Bande bei etwa 78 kDa zu erkennen, fiir alle anderen Zelllinien ist keine Bande zu
erkennen. Fir humanes Tau wird eine Bande zwischen 37 und 46 kDa erwartet.

In einem weiteren Western Blot wurde die Zelllinie HDLM2 ebenfalls auf die Expression von Tau
getestet. Hierfir wurden 20 und 40 pg Gesamtproteinlysat, sowie der Zellkulturiberstand und das
EV-Lysat (Konzentrationsfaktor 35 x) aufgetragen. In Abbildung 9 ist zu erkennen, dass sowohl fiir die
Gesamtproteinlysate (Spuren 2 und 3) als auch fiir das EV-Lysat (Spur 4) eine Bande bei etwa 68 kDa
detektiert werden konnte. Die Banden fiir humanes Tau wurden in etwa zwischen 37 und 46 kDa
erwartet. Gut zu erkennen ist auRerdem, dass die Proteinmenge mit der Bandendicke korreliert, die

Bande fiir 40 pg ist starker ausgepréagt als fiir 20 pg. Im Uberstand (Spur 1) ist keine Bande zu erkennen.
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Marker SN 40pg Protein  20pg Protein  EVs

75 kDa - - ,
“ “(— Tau =68 kDa

Abbildung 9 Untersuchung der Expression von Tau in HDLM2-Zellen: Die Zelllinie HDLM2 wurde in einem
Western Blot auf die Expression von Tau untersucht. (Spur 1) Im Zellkulturiiberstand (SN) ist keine Bande zu
sehen. (Spur 2 und 3) Sowohl fiir 40 ug, als auch fiir 20 ug Gesamtproteinlysat ist eine Bande bei etwa 68 kDa zu
erkennen. (Spur 4) Im Lysat aus 35 x angereicherten EVs konnte ebenfalls eine Bande bei etwa 68 kDa detektiert
werden. Humanes Tau variiert in der GroBe zwischen 37 und 46 kDa.

4.3ELISA

4.3.1 Wahl eines geeigneten Fangerantikorpers fiir den Sandwich-ELISA
Fir den Sandwich-ELISA wurden zwei verschiedene Antikérper (Tau-AK und Tau46-AK) hinsichtlich
ihrer Eignung als Fangerantikorper getestet. Das Diagramm in Abbildung 10 zeigt die Absorption bei
450 nm in Abhangigkeit von der Konzentration an n-Tau. Fiir den Tau-AK (lila) ist zu erkennen, dass die
Absorption unabhédngig von der Konzentration des Analyten konstant bleibt, es liegen keine
signifikanten Unterschiede vor. Fiir den Tau46-AK (blau) ist hingegen ein signifikanter Anstieg (p <0.05)
der Absorption zwischen 1 und 2.5 pg/mL n-Tau zu erkennen. Auch zwischen 2.5 und 5 pg/mL ist ein
Trend zu erkennen, hier ist der Anstieg jedoch nicht mehr signifikant. Im Vergleich zum Tau-AK konnte
der Tau46-AK also n-Tau weniger effektiv binden, so dass fiir eine starke Absorption auch eine héhere
Analytkonzentration bendtigt wurde. Deshalb wurde der Tau-AK als Fangerantikoérper fiir den

Sandwich-ELISA ausgewahlt.
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Abbildung 10 Wahl eines geeigneten Fanger-Antikorpers fiir den Sandwich-ELISA: Die beiden Fangerantikorper
Tau-AK und Tau46-AK wurden auf einer MaxiSorp 96-well Mikrotiterplatte adsorbiert und mit unterschiedlichen
Analytkonzentrationen inkubiert. Flir den Tau-AK ist eine konstante Absorption (iber alle Konzentrationen an
n-Tau zu erkennen, es liegen keine signifikanten Unterschiede vor. Der ELISA mit Tau46-AK als Fangerantikorper
weist eine signifikant geringere Absorption bei 1 ug/mL n-Tau im Vergleich zu 2.5 pg/mL n-Tau auf. Zwischen 2.5
und 5 pg/mL n-Tau ist ebenfalls ein Trend zu erkennen. n=2, p <0.05 fur %, Fehlerbalken zeigen die
+ Standardabweichung.
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4.3.2 Bindung des Fangerantikorpers an die Platte
Fir den ELISA wurde der Fangerantikorper Tau-AK auf einer MaxiSorp 96-well Mikrotiterplatte
adsorbiert. Nachfolgend wurde Uberprift, ob die Adsorption als Immobilisierungsstrategie
ausreichend reproduzierbar ist und ob die Schiittelrate einen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit der
Immobilisierung hat. Daflr wurde der Tau-AK unabhangig voneinander in drei verschiedenen Ansatzen
verdinnt und anschlielend bei 0 und 450 rpm N inkubiert (Abbildung 11). Es zeigt sich weder
zwischen den Ansatzen noch zwischen 0 und 450 rpm ein signifikanter Unterschied. Daher wurde fir

den Sandwich-ELISA das Protokoll zur Adsorption des Tau-AK N bei 450 rpm beibehalten.

Orpm
°3 LX) ® 3% 450rpm

Absorption bei 450 nm
T

0 T T :
Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3

Abbildung 11 Bindung des Fingerantikorpers an die Platte: Es wurde Uberprift ob die Bindung des
Fangerantikorpers Tau-AK an die MaxiSorp-Platte mittels Adsorption reproduzierbar ist. Es konnte weder
zwischen den unabhangig voneinander verdiinnten Ansatzen 1 bis 3 noch zwischen einer Inkubation N bei 0 und
450 rpm ein signifikanter Unterschied in der Signalintensitat festgestellt werden. n=3 fiir 450 rpm, n=2 fiir 0 rpm,
Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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4.3.3 Titration des Fanger- und Detektionsantikorpers
Um die optimale Konzentration des Fangerantikdrpers Tau-AK und des Detektionsantikorpers t-Tau-AK
zu bestimmen, wurden beide Antikorper titriert. In Abbildung 12 sind die vier getesteten
Verdinnungen fiir den Detektionsantikorper t-Tau-AK jeweils in Abhédngigkeit von den
Tau-AK-Konzentrationen dargestellt. Die Daten weisen eine sehr hohe Standardabweichung auf, so
dass eine Interpretation der Ergebnisse nur schwer moglich ist. Gut erkennbar ist, dass eine
Verdinnung des t-Tau-AK von 1:2000 (entspricht einer Konzentration von 9 ng/mL) im Gesamten
deutlich geringere Absorptionswerte liefert als die anderen drei Verdiinnungen. Das zeigt, dass der

t-Tau-AK mit 1:2000 zu stark verdiinnt wurde.
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Abbildung 12 Titration des Fanger- und Detektionsantikérpers im ELISA: Der Detektionsantikdrper t-Tau-AK
wurde 1:500, 1:1000, 1:1500 und 1:2000 verdinnt und ein ELISA mit 2, 3.5, 5, 7.5 und 10 pg/mL Tau-AK
durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Standardabweichungen ist die optimale Konzentration fiir die beiden
Antikérper nicht zu bestimmen. Bei einer Verdiinnung des Detektionsantikdrpers von 1:2000 [9 ng/mL] sind die
Absorptionswerte jedoch insgesamt deutlich geringer als bei den anderen Verdiinnungen. n=2, Fehlerbalken
zeigen die * Standardabweichung.
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4.3.4 Titration des Detektionsantikorpers
Um die Standardabweichungen zu reduzieren, wurden noch einmal die Verdiinnungen 1:500 und
1:1000 des Detektionsantikorpers getestet, diesmal allerdings mit PBST statt PBS als Waschpuffer. Im
Diagramm in Abbildung 13 sind die beiden Verdiinnungen des t-Tau-AK mit und ohne Fangerantikorper
Tau-AK dargestellt. Das Experiment wurde mit 0 pg/mL Tau-AK (grau) und 5 pg/mL Tau-AK (lila)
durchgefihrt. Weder die Absorption bei 5 ug/mL noch bei 0 pug/mL unterscheidet sich signifikant
zwischen den beiden Verdinnungen 1:500 und 1:1000. Allerdings unterscheidet sich nur bei einer
Verdinnung von 1:1000 das Hintergrundsignal (0 pug/mL Tau-AK) signifikant (p < 0.05) von der
Positivkontrolle (5 pg/mL Tau-AK). Daher wurde fiir die nachfolgende Aufnahme einer Kalibrierkurve

mit 5 pg/mL Tau-AK und einer Verdiinnung des Detektionsantikdrpers von 1:1000 gearbeitet.
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Abbildung 13 Titration des Detektionsantikdrpers im ELISA: Der Detektionsantikdrper t-Tau-AK wurde in den
beiden Verdinnungen 1:500 und 1:1000 gegen eine Konzentration von 0 (lila) und 5 pg/mL Tau-AK (grau)
getestet. Weder fiir 0, noch fir 5 pg/mL ist ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Verdiinnungen
festzustellen. Allerdings unterscheidet sich bei einer Verdiinnung des Detektionsantikérpers von 1:1000 das
Hintergrundsignal (0 pg/mL Tau-AK) signifikant von der Positivkontrolle (5 pg/mL Tau-AK). n=2, p <0.05 fir *,
Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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4.3.5 Aufnahme einer Kalibrierkurve
Um die Sensitivitdt des ELISAs zu bestimmen, wurde eine Kalibrierkurve zwischen 1.3E3 g/mL und
5E7 g/mL n-Tau aufgenommen. In Abbildung 14 ist die Absorption bei 450 nm gegen die Konzentration
des Analyten n-Tau in logarithmischer Form aufgetragen. Es ist deutlich der fiir eine Kalibrierkurve
charakteristische sigmoidale Kurvenverlauf zu erkennen, bei einer Konzentration von etwa 1E7 g/mL
n-Tau beginnt die Absattigung der Kurve. Aus den drei aufgenommenen Kalibrierkurven ergibt sich im

Mittel ein LOD von 3.6 ng/mL n-Tau, der LOQ liegt bei 6.7 ng/mL n-Tau.
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Abbildung 14 Aufnahme einer Kalibrierkurve fiir den ELISA: Es wurde eine Kalibrierkurve im Bereich 1.3E™*3 bis
5E7 g/mL n-Tau aufgenommen. Fiir die Konzentration des Analyten wurde eine logarithmische Darstellung
gewihlt, ein sigmoidaler Kurvenverlauf ist gut zu erkennen. Es ergibt sich ein LOD von 3.6 ng/mL und ein LOQ
von 6.7 ng/mL. n=3 fiir 0, 5E® und 1E7 g/mL n-Tau. n=2 fir 1E%°, 5E°%°, 1E°, 5E° und 1E® g/mL n-Tau. n=1 fiir
1.3E%3, 1.3E12, 2.5, 2. 5E2% ynd 5E7 g/mL n-Tau. Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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4.4 AlphaLISA

4.4.1 Titration des Fangerantikorpers
Um die Konzentration des Fangerantikdrpers Tau-AK im Assay zu optimieren, wurden Konzentrationen
zwischen 0.5 und 2 nM Tau-AK getestet. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt. Obwohl die
Unterschiede in der Signalintensitadt nicht signifikant sind, ist ein Trend hinsichtlich einer erhéhten

Signalintensitat mit geringerer Standardabweichung fir 1.5 nM zu erkennen. Deshalb wurde diese

Konzentration fir alle weiteren Assays verwendet.

800

=)

2 ¢

: ¢

2 4004 * {

()

IS

T

[

=)

(9))]

O T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0
Tau-AK [nM]

Abbildung 15 Titration des Fingerantikorpers im AlphaLISA: Der Fangerantikérper Tau-AK wurde im AlphaLISA
in den Konzentrationen 0.5, 1, 1.5 und 2 nM getestet, um die optimale Konzentration zu ermitteln. Bei 1.5 nM
Tau-AK wurde die hochste Signalintensitat erreicht. Die Ergebnisse sind nicht signifikant, jedoch ist ein Trend
erkennbar. n=2, Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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4.4.2 Optimierung der Bead-Konzentrationen
Nachfolgend wurde die Konzentration der Donor- und Akzeptorbeads angepasst, um das optimale
Verhiltnis im AlphaLISA zu ermitteln. Hierflir wurden die Donorbeads in den Konzentrationen 20, 30
und 40 pg/mL gegen die Akzeptorbeads in den Konzentrationen 10, 20 und 30 ug/mL getestet. Die
Heatmap in Abbildung 16 verdeutlicht, dass bei einer Konzentration von 40 ug/mL Donorbeads und
10 pug/mL Akzeptorbeads die hochste Signalintensitat erreicht wird. Das Ergebnis unterscheidet sich
nicht signifikant von den Bead-Verhéltnissen Akzeptor zu Donor = 20:30 pg/mL und 10:30 pg/mL.
Allerdings ist ein Trend erkennbar, weshalb fir alle weiteren Optimierungen ein Verhaltnis von

10:40 pg/mL fur Akzeptor zu Donor beibehalten wurde.
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Abbildung 16 Optimierung der Bead-Konzentrationen im AlphaLISA: Die beiden Beads wurden gegeneinander
mit Konzentrationen von 10, 20 und 30 ug/mL Akzeptorbeads und 20, 30 und 40 ug/mL Donorbeads titriert. Die
Werte in der Heatmap zeigen die normalisierten mittleren Signalintensitdaten [RLU]. Es ist ein Trend zu erkennen,
dass fiir 10 pg/mL Akzeptorbeads und 40 pg/mL Donorbead das héchste Signal generiert werden kann. Allerdings
unterscheidet sich die Signalintensitat nicht signifikant von den Bead-Verhaltnissen 20:30 und 10:30 ug/mL. n=2,
p <0.05 fir %, p <0.01 fur %%, p < 0.0001 flr * * % *.
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4.4.3 Reihenfolge der Zugabe aller Komponenten
Fir den AlphaLlISA wurden nach einer Empfehlung des Herstellers Perkin Elmer vier verschiedene
Protokolle fir die Reihenfolge der Zugabe aller Komponenten zur Reaktion getestet. Das Ergebnis ist
in Abbildung 17 dargestellt. Die vier Protokolle wurden mit A bis D bezeichnet, darunter ist die
Reihenfolge der Zugabe der Komponenten jeweils schematisch dargestellt. Die beiden Varianten A und
B sind zweistufig, daher mit zwei separaten Inkubationsschritten, C und D sind dreistufig. Das genaue
Vorgehen fiir die einzelnen Protokolle ist im Abschnitt 3.5.3 beschrieben. Die Signalintensitat bei
Variante A ist signifikant erhéht (p <0.05), wahrend sich alle anderen Varianten nicht signifikant

voneinander unterscheiden. Daher wird fiir weitere Optimierungen Variante A verwendet.
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Abbildung 17 Protokolle fiir die Entwicklung des AlphaLISAs: Es wurden vier verschiedene Protokolle getestet,
um die optimale Reihenfolge der Zugabe aller Komponenten zum AlphalISA zu bestimmen. Fiir die Variante A
wurde zuerst der Analyt n-Tau mit dem Tau-AK und den Akzeptorbeads inkubiert und in einem zweiten Schritt
die Donorbeads hinzugegeben. Fiir Variante B wurden n-Tau und Akzeptorbeads, sowie Tau-AK und Donorbeads
zunéachst separat und anschlieRend gemeinsam inkubiert. In den beiden Protokollen C und D erfolgten drei
Inkubationsschritte. Fir die Variante C wurde erst der Analyt n-Tau mit Tau-AK inkubiert, anschlieRend die
Akzeptorbeads hinzugegeben und in einem dritten Schritt die Donorbeads mit inkubiert. Fur die Variante D
wurde n-Tau zuerst mit den Akzeptorbeads und dann mit dem Tau-AK inkubiert und als letztes die Donorbeads
zugegeben. Variante A zeigt eine signifikant hohere Signalintensitdt im Vergleich zu allen anderen Protokollen.
Die Varianten B bis D unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Signalintensitat nicht signifikant voneinander. n=2,
p £0.05 fir %, p <0.01 flr *%, Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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4.4.4 Optimierung der Inkubationszeit
Fiir eine weitere Optimierung des AlphaLISAs wurde Variante A (zweistufig) aus dem vorhergehenden
Versuch mit einem einstufigen Protokoll hinsichtlich der Signalintensidt nach vier unterschiedlichen
Inkubationszeiten verglichen. Bei der einstufigen Variante wurden alle Komponenten gleichzeitig zum
Analyten n-Tau gegeben und der Assay inkubiert. Die Signalintensitat wurde fiir beide Protokolle nach
30, 60, 120 und 240 min Inkubationszeit mit den Donorbeads gemessen (Abbildung 18). In den ersten
60 min zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem einstufigen und dem zweistufigen
Protokoll. Nach 120 min ist die Signalintensitat bei der einstufigen Variante jedoch signifikant erhéht
(p<0.05) im Vergleich zur Zweistufigen. Nach 240 min ist fiir beide Protokolle ein deutlicher
Signalabfall zu erkennen. Fir die Kalibrierkurve wurde daher die einstufige Variante mit einer

Inkubationszeit von 120 min gewahlt.
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Abbildung 18 Anpassung der Inkubationszeit im AlphaLISA: Ein einstufiges und ein zweistufiges Protokoll
wurden nach 30, 60, 120 und 240 min Inkubationszeit hinsichtlich der Signalintensitat verglichen. Fir die
einstufige Variante wurden alle Komponenten gleichzeitig inkubiert. Fir die zweistufige Variante wurde der
Analyt n-Tau zunidchst fir 1 h mit dem Tau-AK und den Akzeptorbeads inkubiert und anschlieRend die
Donorbeads hinzugegeben. In den ersten 60 min Inkubation mit Donorbeads unterscheidet sich die
Signalintensitat der beiden Protokolle nicht signifikant voneinander. Nach 120 min Inkubationszeit ist jedoch die
Signalintensitdt fir die einstufige Variante signifikant erhéht im Vergleich zur Zweistufigen. Nach 240 min
Inkubationszeit ist fiir beide Protokolle ein starkes Absinken der Signalintensitdt im Vergleich zum vorherigen
Messpunkt zu verzeichnen. n=2, p < 0.05 fiir *, Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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4.4.5 Aufnahme einer Kalibrierkurve
Um die Sensitivitat des AlphaLISAs zu bestimmen, wurde eine Kalibrierkurve im Bereich zwischen 1E*®
und 1E* g/mL n-Tau aufgenommen. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und fiir jede Kalibrierkurve
separat LOD und LOQ bestimmt. Die erste Kalibrierkurve wurde ohne die Analyt-Konzentrationen 1E*
und 3E® g/mL n-Tau aufgenommen. Danach wurde der Assaybereich auf ein oberes Limit von 1E* g/mL
erweitert, um den Ubergang in die Plateauphase abbilden zu kénnen. Die in Abbildung 19 dargestellte
Kurve ergibt sich aus dem Mittel aller drei Kalibrierkurven. Hier ist gut zu erkennen, dass die
Standardabweichung in allen Messpunkten sehr gering ist. Der AlphalISA weist im Mittel eine

Nachweisgrenze von 260 ng/mL n-Tau und eine Quantifizierungsgrenze von 450 ng/mL n-Tau auf.
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Abbildung 19 Aufnahme einer Kalibrierkurve fiir den AlphaLISA: Es wurde im Bereich zwischen 1E® und
1E* g/mL n-Tau eine Kalibrierkurve aufgenommen. Der LOD liegt bei 260 ng/mL, der LOQ bei 450 ng/mL n-Tau.
n=3 (n=2 fiir 1E% und 3E° g/mL n-Tau), Fehlerbalken zeigen die *+ Standardabweichung.
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4.4.6 Assay mit biologischen Proben
Um Tau in humanen Zelllinien nachzuweisen, wurden Gesamtproteinlysate und EV-Lysate von SH- und
HDLM2-Zellen in einem AlphalISA getestet. Hierflir wurden die Proben in der ersten
Kalibrierkurve mitgefiihrt. Es konnten keine Tau-Konzentrationen bestimmt werden, da die
entsprechenden Signalintensitdten unterhalb des LODs lagen. Deshalb wurden die Proben
anschlieBend fiir die nichste Kalibrierkurve mit jeweils 2.5E° g/mL n-Tau gespiket (Abbildung 20). Die
Werte fiir das Gesamtproteinlysat von HDLM2 (87777 RLU) und das EV-Lysat von SH (126095 RLU)
lagen weit oberhalb der Kalibrierkurve, so dass keine Tau-Konzentration berechnet werden konnte.
Fiir das Gesamtproteinlysat von SH und das EV-Lysat von HDLM2 (beide in orange) lagen die
berechneten Tau-Konzentrationen ebenfalls deutlich hoher als die tatsachlich gespikete Konzentration
an n-Tau (rot). Fir das SH-Gesamtproteinlysat wurde ein Wert von 8E® g/mL Tau berechnet, das
entspricht einer dreifach hoheren Tau-Konzentration als tatsachlich gespiket wurde. Fiir das EV-Lysat

von HDLM2 ergibt sich mit einem Wert von 5E° g/mL sogar eine zwanzigfach erhéhte Konzentration.
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Abbildung 20 Interpolation von Proben anhand der Kalibrierkurve des AlphaLISAs: Die Gesamtproteinlysate
sowie die EV-Lysate von SH und HDLM2 wurden in einer AlphaLISA-Kalibrierkurve mitgefiihrt. Die
Signalintensitdten fir das EV-Lysat von SH und das Gesamtproteinlysat von HDLM?2 lagen mit 126095 und
87777 RLU auRerhalb der Kalibrierkurve. Die Werte fiir das Gesamtproteinlysat von SH (8E*® g/mL Tau) und das
EV-Lysat von SH (5E g/mL Tau) lagen ebenfalls oberhalb der gespiketen Konzentration von 2.5E° g/mL n-Tau.
n=3, Fehlerbalken zeigen die + Standardabweichung.
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5 Diskussion

5.1Viabilitdt der HDLM2-Zellen

Eine ausreichende Versorgung mit Nahrstoffen wird in der Zellkultur in der Regel liber die Zugabe von
FBS gewadbhrleistet. Das Serum beinhaltet verschiedene Proteine, Hormone, Nukleinsauren,
Spurenelemente und Mineralstoffe, die meist essenziell fiir das Wachstum und die Teilung der Zellen
sind (Gstraunthaler, 2003). FBS wird aus dem Blut von Kélberféten gewonnen, welches wie alle
Korperflissigkeiten eine erhebliche Anzahl an EVs enthalt (Lehrich et al., 2018). Shelke et al. (2014)
konnten nachweisen, dass diese EVs das Verhalten von Zellen in Kultur beeinflussen kdnnen. Darliber
hinaus beeinflussen sie auch quantitative und qualitative Analysen von isolierten Vesikeln
(Lehrich et al., 2018). Daher ist es ratsam, vor der Isolation von EVs aus Zellen das Serum im Medium
nach Moglichkeit zu reduzieren bzw. darauf zu verzichten. Da FBS wie bereits erwahnt wichtig fiir das
Wachstum der Zellen ist, muss bei einem Verzicht Gberprift werden, wie die entsprechende Zelllinie
auf den Nahrstoffmangel reagiert. Die Zellen miissen ausreichend lange in Medium ohne FBS inkubiert
werden, um eine gentigend hohe Anzahl an EVs in das Medium zu sekretieren. Allerdings sollte auch
keine zu lange Inkubationszeit gewahlt werden. Durch den Nahrstoffmangel gehen viele Zellen in das
Stadium der Apoptose lber, wodurch vermehrt die in Abschnitt 1.5.1 beschriebenen apoptotischen
Korperchen freigesetzt werden. Diese beeinflussen ebenfalls die Analyse der isolierten Vesikel, da nur
von vitalen Zellen ausgeschleustes Tau in Exosomen untersucht werden soll. Deshalb sollte eine
Inkubationszeit gewahlt werden, bei der noch kein drastisches Absinken der Zellviabilitat erkennbar
ist. Der fur die HDLM2-Zellen durchgefiihrte Zellviabilitdtsassay hat gezeigt, dass es bei den Zellen in
Medium ohne Serum nach 48 und 72 h zu einem signifikanten Absinken der Zellviabilitat kommt. Um
einen Kompromiss zwischen zu kurzer Inkubationszeit (wenig Vesikel) und zu langer Inkubationszeit
(apoptotische Kérperchen) zu finden, wurden die HDLM2-Zellen vor der Aufkonzentrierung der EVs fiir
48 h in Medium ohne FBS kultiviert. Da extrazelluldare Vesikel der Zell-Zell-Kommunikation dienen, ist
jedoch davon auszugehen, dass diese auch wieder aus dem Medium aufgenommen werden. Deshalb
korreliert die Menge an EVs im Medium nicht zwingend mit der Zellviabilitdit. Um eine genauere
Aussage Uber die Anzahl der EVs im Medium zu verschiedenen Zeitpunkten treffen zu kdnnen,
empfiehlt sich daher eine Partikelzdhlung z. B. in einer Nanopartikel-Tracking-Analyse
(Akers et al., 2016).

Auffallig am Ergebnis des Zellviabilitatsassays ist, dass die Zellen in Medium ohne FBS in den ersten
48 h eine hohere Zellviabilitat aufweisen als die Kontrolle in Medium mit FBS. Es war zu erwarten, dass
durch den Nahrstoffmangel die Zellviabilitdt tGber alle Zeitpunkte niedriger ist. Moglicherweise kann
dieses Phanomen auf die in Abschnitt 4.1 beschriebene Agglutination der Zellen in Medium ohne

Serum zurilickgefiihrt werden. Die dabei entstandenen Zellaggregate haben eventuell den
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Strahlengang des Lasers bei der Messung der Absorption behindert und so zu héheren Messwerten

und einer scheinbar erhéhten Zellviabilitat gefihrt.

5.2Expression von Tau in humanen Zelllinien

Insgesamt wurden sieben verschiedene Zelllinien hinsichtlich ihrer Expression des Tau-Proteins
untersucht. Eine Recherche im humanen Proteinatlas (The human protein atlas, o. J.) ergab, dass die
RNA-Transkription des MAPT-Gens in den Zelllinien HDLM?2, HEK293, PC3 und SH erhoht ist. Eine hohe
RNA-Transkription ldsst eine ebenfalls hohe Protein-Expression vermuten. Die Zelllinien LnCaP, PNT1A
und 22Rv1 wurden im humanen Proteinatlas nicht untersucht. Die hochste Expression aller 63 im
humanen Proteinatlas untersuchten Zelllinien zeigen die HDLM2-Zellen. Die Ergebnisse der Western
Blots konnten bestéatigen, dass Tau in SH- und HDLM2-Zellen exprimiert wird. Fir die anderen Zelllinien
war die Konzentration an Tau in den Gesamtproteinlysaten moglicherweise zu gering fir einen
Nachweis mittels Western Blot, gegebenenfalls wurde auch kein Tau-Protein exprimiert.

Die Zelllinie SH wurde urspriinglich aus dem Knochenmark eines vierjahrigen Madchens mit einem
Neuroblastom isoliert, es handelt sich demzufolge um entartetes Nervengewebe. Uberti et al. (1997)
konnten nachweisen, dass Tau von SH-Zellen exprimiert wird. Das Ergebnis seiner Studie stimmt gut
mit den eigenen Beobachtungen (iberein. Katsinelos et al. (2018) konnten belegen, dass Tau zudem
auch im Zellkulturiberstand von SH-Zellen detektiert werden kann. Dabei handelte es sich nur zu rund
7 % um Tau in EVs, 93 % waren freies Tau. Die Sekretion ins Medium wurde besonders durch die
Hyperphosphorylierung des Proteins beglinstigt. Daher ist es essenziell, in weiteren Versuchen sowohl
den Zellkulturiiberstand als auch die aufkonzentrierten EVs der SH-Zellen auf Tau zu untersuchen.
Zudem begriindet die Studie von Katsinelos et al. (2018) die Notwendigkeit, auch den Uberstand von
HDLM2-Zellen auf Tau zu untersuchen. Hier konnte allerdings kein Tau detektiert werden. Das spricht
dafiir, dass in HDLM2-Zellen freies Tau-Protein nur in geringen Mengen oder gar nicht in den
extrazelluldren Raum ausgeschleust wird. Die Banden in den Spuren fiir das EV-Lysat und die
Gesamtproteinlysate sind hingegen klar zu erkennen. Durch den Einschluss von Tau in den
extrazellularen Vesikeln ist das Protein wahrend der Aufkonzentrierung gut geschiitzt und kann so
seine native Form behalten. Erst durch Zugabe des Laemmli-Puffers wahrend der SDS-PAGE werden
die EVs aufgeschlossen und Tau kann detektiert werden.

Bei einem Vergleich der Ergebnisse beider Western Blots fallt auf, dass das Tau-Protein auf
unterschiedlicher Hohe lokalisiert wurde. Grund hierfir kann eine abweichende posttranslationale
Modifikation des Tau-Proteins in den beiden Zelllinien sein (Li und Gotz, 2017). Zudem kénnen die
Unterschiede in der Hohe der Banden auch auf eine geringfligig unterschiedliche Polymerisation des

Gels, die Verwendung unterschiedlicher Marker oder Ungenauigkeiten bei der Auswertung durch die
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Unscharfe der Banden zurlickzufiihren sein. Generell liegen die Banden mit 68 bzw. 78 kDa hoher als
es anhand des Molekulargewichts von Tau zwischen 37 und 46 kDa der Fall sein sollte. Laut
Guo et al. (2017) ist dieses Phdnomen auf eine reduzierte Mobilitdt der Isoformen in einer SDS-PAGE
zurickzufihren, so dass das scheinbare Molekulargewicht im Gel nicht dem wirklichen
Molekulargewicht des Proteins entspricht.

In weiteren Western Blot Analysen sollten beide Zelllinien hinsichtlich ihrer Tau-Abundanz verglichen
werden. Hierflr kdnnen sowohl EV-Lysate in einem vergleichbaren Konzentrationsfaktor, als auch
Gesamtproteinlysate mit gleichen Proteinmengen in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend
mittels Western Blot analysiert werden. Um eine relative Quantifizierung der Tau-Konzentrationen zu
ermoglichen, kann zusatzlich das rekombinante Protein n-Tau in unterschiedlichen Mengen

aufgetragen werden.

5.3ELISA

Fir den ELISA zur Detektion von n-Tau wurde zunachst ein geeigneter Fangerantikorper identifiziert.
In einem Sandwich-ELISA sollte der Fangerantikdrper eine hohe Affinitdt zum Analyten aufweisen,
nicht an das gleiche Epitop wie der Detektionsantikdrper binden und die Konfirmation des Analyten
nicht derartig verandern, dass der Detektionsantikorper nicht mehr binden kann (Wild, 2013). Um die
Eignung der moglichen Fangerantikorper Tau-AK und Tau46-AK zu iberprifen, wurden beide in einem
ELISA mit t-Tau-AK als Detektionsantikorper eingesetzt. Erwartungsgemal zeigte der Tau-AK eine
deutlich hohere Sensitivitat als der Tau46-AK, dieses Ergebnis ist auf die Bindungsstellen der
Antikorper an den Analyten n-Tau zurlckzufiihren. Der Tau-AK bindet laut Herstellerangaben an das
N-terminale Ende des Proteins, der t-Tau-AK an eine Region um Asp430 des Tau-Proteins. Da Tau in
seiner nativen Form fast ausschlielich ungefaltet vorliegt und nur wenige Sekundarstrukturen
ausbildet, ist es unwahrscheinlich, dass es hier zu einer sterischen Behinderung kommt
(Guo et al., 2017). Die genaue Bindungsstelle des Tau46-AK ist nicht bekannt, laut Herstellerangaben
ist sie jedoch am C-terminalen Ende des Tau-Proteins lokalisiert. In der Datenbank UniProt ist
ersichtlich, dass sich nur fir die Isoform 2N4R (UniProt-Nummer P10636) eine Asparaginsdure an der
Stelle 430 befindet (UniProtkKB, 2019). Da diese Isoform nur 441 Aminosduren lang ist, sind die
Bindungsstellen von Tau46-AK und t-Tau-AK sehr dicht aneinander. Daher kam es hier im
Sandwich-ELISA vermutlich zu sterischen Behinderungen und damit zur Konkurrenz um die Bindung an
den Analyten. Fiir weitere Versuche wurde deshalb der Tau-AK als Fangerantikorper gewahlt und
mittels Adsorption auf der Maxisorp-Platte immobilisiert. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Immobilisierung reproduzierbar und somit gut geeignet fir den Sandwich-ELISA ist, dennoch sollten

auch andere Immobilisierungsstrategien getestet werden. Schon Butler et al. (1992) konnten zeigen,
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dass bei der Adsorption von Antikérpern an eine Polystyrol-Platte der Uberwiegende Teil der
Bindungsstellen nicht mehr zuganglich ist. Dadurch kann die Sensitivitat des ELISAs verringert werden.
Alternative  Immobilisierungsstrategien sind zum  Beispiel eine Immobilisierung  mit
3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) oder Carboxymethyldextran (CMD). Bei der Immobilisierung mit
APTES wird eine mit Sauerstoff-Plasma aktivierte Oberfliche mit APTES silanisiert (Dixit et al., 2011).
An die Aminogruppe eines APTES-Molekiils kann dann jeweils genau ein Antikérper binden. Vorteil der
Methode ist die korrekte Ausrichtung der Antikdrper, so dass anschlieRend alle Bindungsstellen
zuganglich sind. Allerdings ist die Anzahl der gebundenen Antikorper abhangig von der Anzahl der
silanisierten APTES-Molekile und damit sehr begrenzt (Vashist, 2012). Um diese Limitierung zu
umgehen, kann an die silanisierte Oberflache zusatzlich CMD gebunden werden. Diese langkettigen
Molekiile sorgen fiir eine enorme OberflaichenvergrofRerung und erhdhen so die Bindungskapazitat.
AuBerdem hat CMD einen vergleichbaren Effekt zu BSA und blockt die Oberflache ab, so dass ein
separater Blockierungsschritt im Anschluss nicht notwendig ist (Liberelle et al., 2013). Beide Methoden
sind allerdings deutlich aufwandiger und kostenintensiver als eine Immobilisierung durch Adsorption,
so dass Kosten und Nutzen griindlich gegeneinander abgewogen werden sollten.

Um die Antikorper-Konzentrationen im ELISA zu optimieren, wurden Fanger- und
Detektionsantikorper gegeneinander titriert. In der ersten Antikorper-Titration waren die
Standardabweichungen zu hoch, um eine statistische Aussage treffen zu kénnen. Eine mogliche
Fehlerquelle ist die Verwendung von PBS als Waschpuffer, wodurch unspezifische Bindungen nicht gut
genug gelost werden konnten. Hierflr ist PBST besser geeignet, da Tween-20 helfen kann,
unspezifische Bindungen zu l6sen (Gibbs et al., 2017). Der Versuch wurde daraufhin in einem kleineren
Malistab und mit PBST als Waschpuffer wiederholt. Die Standardabweichungen konnten
erwartungsgemall reduziert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass bei einer Verdiinnung des
Detektionsantikorpers t-Tau-AK von 1:500 ein hohes Hintergrundsignal generiert wird. Trotz des
viermaligen Waschens konnten offensichtlich nicht alle ungebundenen t-Tau-AK entfernt werden. Bei
einer Verdiinnung von 1:1000 war der Unterschied in den Signalintensitaten zwischen 0 und 5 pug/mL
des Fangerantikorpers Tau-AK hingegen signifikant. Daher wurde fiir die Aufnahme der Kalibrierkurve
eine Verdiinnung von 1:1000 gewahlt.

Der ELISA fir den Nachweis von n-Tau weist ein unteres Quantifizierungslimit von 6.7 ng/mL auf.
Kommerziell erhaltliche Kits sind mit einem LOQ von 25 pg/mL (Analytic Jena und Creative Diagnostics)
bzw. 31 pg/mL (ThermoFisher und Abcam) etwa um ein 200-faches sensitiver. Daher ist es wichtig, den
ELISA weiter zu optimieren. Hierfiir sollten zunachst die Inkubationszeiten der einzelnen Schritte
angepasst werden, auch der Blockierungspuffer kann optimiert werden. Hier wurde eine

Konzentration von 5 % (w/v) Albumin verwendet, geringere Konzentrationen ab 1 % kénnen ebenfalls
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getestet werden. Auch andere Blockierungspuffers wie Milchpulver, Fisch-Gelatine oder Serum
kénnen in einem ELISA verwendet werden (Walker, 1994). Milchpulver in Konzentrationen zwischen
0.1 und 3 % kommt fir viele Assays zum Einsatz. Forscher um Nobuhara et al. (2017) entwickelten
einen sehr sensitiven Sandwich-ELISA zur Detektion von Tau mit Milchpulver und 0.02 % Tween-20 als
Blockierungspuffer. Fisch-Gelatine weist keine Kreuzreaktionen zu Sauger-Antikorpern auf, fihrt
jedoch haufig zu einem erhdhten Hintergrund und einem geringeren Signal. Serum ist ebenfalls ein
sehr diverser Blockierungspuffer, es kann jedoch zu Kreuzreaktionen mit anti-IgG-Antikoérpern
kommen (G-Biosciences, 2017).

Insgesamt gibt es eine Vielzahl an Moglichkeiten, um die Sensitivitat des ELISAs auf n-Tau weiter zu

erhohen.

5.4 AlphalLISA

Fir den AlphaLISA wurden eine Reihe an Optimierungsschritten durchgefiihrt, um die Sensitivitat zu
steigern. Dabei wurde sich an einem Leitfaden vom Hersteller Perkin EImer orientiert. Typischerweise
liegt die optimale Antikérper-Konzentration zwischen 1 und 3 nM, der AlphaLISA fiir den Nachweis von
n-Tau lag mit 1.5 nM Tau-AK im erwarteten Konzentrationsbereich. Auch die Bead-Konzentrationen
lagen im empfohlenen Bereich zwischen 10 und 40 pg/mL.

Perkin Elmer rat zu Inkubationszeiten zwischen 30 min und 2 h, abhangig von der Kinetik der Bindung.
In Versuch 4.4.4 wurde deutlich, dass eine langere Inkubationszeit nicht zu einer weiteren
Verbesserung des Signals fiihrte. Hier wurden ein einstufiges und ein zweistufiges Protokoll hinsichtlich
der Inkubationszeit optimiert. Fiir beide Varianten ist ein starker Abfall der Signalintensitat zwischen
120 und 240 min Inkubationszeit mit den Donorbeads zu verzeichnen. Fiir die zweistufige Variante
erfolgte bereits im Vorfeld ein einstiindiger Inkubationsschritt ohne die Donorbeads, dennoch ist der
Signalabfall zur gleichen Zeit zu beobachten wie beim einstufigen Protokoll. Daher scheint der
Zeitpunkt der Donorbead-Zugabe entscheidend fiir die optimale Dauer der Inkubation zu sein.

Die einstufige Variante lieferte ab einer Inkubationszeit mit Donorbeads von 60 min hdhere
Signalwerte als die Zweistufige. Moglicherweise kommt es wahrend der einstiindigen Inkubation von
Tau, Tau-AK und Akzeptorbeads in der zweistufigen Variante nach einiger Zeit zu einer Schadigung der
Beads oder zur Dissoziation der Bindungspartner. Durch die direkte Zugabe aller Komponenten und
eine im Gesamten kirzere Inkubationszeit kann dies verhindert werden.

Alle Messungen fir den AlphalISA wurden mit dem Mikroplattenleser Tecan M1000 im
AlphaScreen-Modus vorgenommen. Der AlphaScreen-Modus durchlduft einen Scan mit einer
Anregung bei 680 nm und einer Messung der Emission zwischen 520 und 620 nm. Dieser Scan ist nicht

flir die Verwendung von Terbium-Beads konzipiert, stattdessen sollten die Messungen im
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Mikroplattenleser EnVision von Perkin Elmer erfolgen. Die Terbium-Beads liegen mit einer
Wellenldnge von 545 nm jedoch genau im Messbereich des AlphaScreen-Modus, zudem erfolgt die
Anregung der Donorbeads hier ebenfalls bei 680 nm. Um die Eignung fiir einen AlphalISA mit
Terbium-Beads zu Uberprifen, wurde das Experiment 3.5.1 zur Kontrolle in einem anderen
Forschungsinstitut mit einem Mikroplattenleser EnVision wiederholt. Dieser Mikroplattenleser kann
die Messung der spezifischen Emissionswellenlange von Terbium bei 545 nm mit der Anregung bei
680 nm kombinieren. Das Experiment lieferte vergleichbare Ergebnisse [Daten nicht gezeigt]. Deshalb
ist davon auszugehen, dass die Messung im AlphaScreen-Modus mit dem Mikroplattenleser Tecan
M1000 zuverlassige Ergebnisse generiert.

Die Kalibrierkurve fir n-Tau erreichte einen LOD von 260 ng/mL und einen LOQ von 450 ng/mL. Damit
ist der Assay bei weitem nicht sensitiv genug flir den Nachweis von Tau in Blut. Fiandaca et al. (2015)
konnten nach der lIsolation von EVs aus Blutproben Tau-Konzentrationen von 191 pg/mL in
Alzheimerpatienten und 130 pg/mL in gesunden Probanden nachweisen. Ein kommerzielles AlphaLISA
Kit von Perkin Elmer erreicht mit einem LOD von 14.3 pg/mL Tau diesen Konzentrationsbereich. Eine
mogliche Ursache fiir die verminderte Sensitivitdit des hier entwickelten AlphalISAs ist eine
unzureichende Konjugation des t-Tau-AK an die Akzeptorbeads. Im originalen Protokoll zur
Bead-Konjugation von Perkin EImer wurde eine Schiittelrate von 10 rpm bei einer Temperatur von
37 °C empfohlen. Da kein entsprechendes Gerat zur Verfligung stand, wurde eine Schiittelrate von
200 rpm bei 37 °C gewahlt. Moglicherweise fiihrte diese Abdnderung des Protokolls zu einer
verminderten Bindung des Antikorpers an die Beads. Auch die Akzeptorbeads an sich kdnnen
ursachlich fur die verminderte Sensitivitat des Assay sein. Die verwendeten Terbium-Beads weisen laut
Perkin Elmer typischerweise eine um 12 bis 20 % verringerte Signalintensitdt im Vergleich zu
standardmalig verwendeten Europium-Beads auf. Da in spateren Versuchen ein zeitgleicher Nachweis
von t-Tau und p-Tau in einem sogenannten AlphaPlex erfolgen soll, werden zwei verschiedene
Akzeptorbeads mit unterschiedlicher Emissionswellenldnge bendtigt, um die Signale getrennt
auswerten zu kénnen. Nach Fiandaca et al. (2015) liegt die Konzentration an p-Tau in EVs allerdings
bei 106 pg/mL im Blut von Alzheimerpatienten und bei nur 17 pg/mL im Blut gesunder Probanden.
Deshalb sollte der Assay fiir die Detektion von p-Tau noch empfindlicher sein als der AlphaLISA fiir den
Nachweis von t-Tau und demzufolge hier die sensitiveren Europium-Beads verwendet werden.

Fiir den hier vorliegenden Assay wurden bereits sehr viele Optimierungen vorgenommen, die jedoch
keine deutlichen Verbesserungen im Hinblick auf LOD und LOQ brachten, weshalb weitere
Optimierungsschritte benotigt werden. Armstrong et al. (2018) erhéhten die Sensitivitdt in einem
AlphalISA, indem die Konzentration aller Komponenten in einem konstanten Assayvolumen

verdoppelt bzw. verdreifacht wurden. Um nicht auch die Kosten im gleichen Mal} zu erhéhen, kann
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untersucht werden, wie sich die Reduktion des Assayvolumens bei gleichbleibender Menge an
eingesetztem Material auf die Sensitivitat des AlphalISAs auswirkt. Auch eine hohere Temperatur
wdahrend der Inkubation kann die Sensitivitdt des Assay erhéhen (Bin et al., 2011). Mechaly et al. (2013)
konnten zudem beobachten, dass die Verwendung einer zusatzlichen Interaktion einen nachteiligen
Effekt auf die Performance des Assays hatte. Eine solche zusatzliche Interaktion ist hier die
Verwendung des Tau-AK als Fangerantikorper und eine anschlieRende Bindung des Tau-AK an die
Donorbeads mittels anti-Maus-Antikorpern. Um dies zu vermeiden, empfiehlt sich die Entwicklung
eines direkten Assayformats. Hierflir kénnte der Tau-AK (iber eine Biotinylierung direkt an einen
streptavidinierten Donorbead gebunden werden.

Sollten die hier vorgeschlagenen Optimierungen die Sensitivitdt des AlphalISAs nicht auf das
erforderliche Mal§ erhéhen kénnen, empfiehlt sich ein Screening verschiedener anti-Tau-Antikérper.
Das optimale Antikorperpaar kann dadurch ermittelt und der Assay neu optimiert werden
(Liu et al., 2013).

Dass Tau in den Gesamtprotein- und EV-Lysaten der Zelllinien HDLM2 und SH nicht detektiert werden
konnte, ist ebenfalls auf die geringe Sensitivitat zurlickzufiihren. Die Proben wiesen eine Konzentration
von etwa 1000 pg/mL auf. Es ist davon auszugehen, dass nur ein sehr geringer Anteil davon Tau-Protein
ist, so dass die Nachweisgrenze des Assay mit einem LOD bei etwa 260 ng/mL oberhalb dieser
Konzentration liegt. Gleiches gilt auch fiur die EV-Lysate, wobei hier die Konzentration an Tau
vermutlich noch einmal geringer ist. Bei den gespikten Proben hingegen lagen alle Messwerte deutlich
Uber der gespiketen Tau-Konzentration von 2.5E® g/mL. Alle vier Werte unterscheiden sich zudem
erheblich untereinander, obwohl die Standardabweichung innerhalb der Replikate sehr niedrig ist. Das
deutet darauf hin, dass verschiedene Bestandteile des Zellkultur-Mediums oder andere Proteine einen
starken Einfluss auf das Ergebnis des Assays hatten. Andere Forschungsgruppen konnten zeigen, dass
Matrix-Effekte in Kaninchen-Serum (Mechaly et al., 2013) und humanem Serum (Liu et al., 2013) im
AlphalLISA zu vernachldssigen waren. Bin et al. (2011) empfehlen eine Verdiinnung der Proben um
moglicherweise auftretende Matrix-Effekte abzuschwachen. Da im hier entwickelten AlphaLISA bereits
eine zu niedrige Konzentration des Analyten vorliegt, sollte dieser Empfehlung nicht gefolgt werden.
Der Assay fiir die Detektion von Tau in biologischen Proben wurde nur einmal durchgefiihrt. Deshalb
sollte Uberprift werden, ob die starken Schwankungen der Signalintensitdt bei einer Wiederholung
des Versuchs erneut auftreten, moglicherweise kommt es zu Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen
aus dem Lysat. Da der finale Assay in humanen Blutproben angewendet wird, sollte der Fokus fiir die

Beseitigung der Matrix-Effekte jedoch bei Blutplasma bzw. Serum liegen.

Obwohl der AlphalISA momentan eine geringere Sensitivitat als der ELISA aufweist, bietet er den

Vorteil, dass er ohne Sensitivitdtsverluste einfach zu miniaturisieren ist (Beaudet et al., 2008) und die
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Assayzeit im Vergleich zum ELISA deutlich verkiirzt werden kann. Zudem kann durch die Entwicklung
des oben bereits erwahnten AlphaPlex der parallele Nachweis von t-Tau und p-Tau in einer Probe
realisiert werden. Dadurch kann die Sensitivitdt und Selektivitdit in Bezug auf die
Alzheimer-Frihdiagnostik deutlich verbessert werden (Fiandaca et al.,, 2015). Vorherige
Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten auBerdem zeigen, dass die benétigten Beads durch
Lyophilisierung vorgelagert werden kdnnen und Gber mehrere Wochen stabil bleiben. In Kombination
mit dem hier etablierten einstufigen Protokoll ermoglicht der Assay daher eine schnelle und leicht in

den Laboralltag zu integrierende Detektion von Tau-Proteinen in Blutproben.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Tau-Protein ist ein vielversprechender Biomarker fiir die Friihdiagnose von Morbus Alzheimer in
Blutproben. Problematisch ist allerdings die geringe Konzentration des freien Biomarkers im Blut,
sowie die variable Probenmatrix. Um diese Schwierigkeiten zu vermeiden, bietet sich der Nachweis in
extrazelluldren Vesikeln (EVs) an, da aus Nervenzellen stammende EVs spezifisch isoliert und
anschlieRend analysiert werden kénnen.

Um ein geeignetes in-vitro Modell flr die Detektion des Tau-Proteins in EVs zu identifizieren, wurden
sieben humane Zelllinien in einem Western Blot untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
HDLM2-Zellen Tau in EVs sekretieren. Auch SH-Zellen exprimieren Tau, die Sekretion in EVs muss in
weiterflihrenden Versuchen jedoch noch Gberprift werden. AnschlieRend sollten beide Zelllinien im
Hinblick auf ihre Tau-Abundanz verglichen werden, um das besser geeignete in-vitro Modell wahlen zu
konnen. Die anderen fiinf Zelllinien zeigten keine Tau-Expression.

Fir den Nachweis von Tau wurde zundchst ein ELISA als "Goldstandard"-Methode etabliert.
AnschlieBend wurde das Testsystem auf einen AlphalISA (ibertragen und dieser in verschiedenen
Schritten optimiert. Der ELISA konnte mit einem LOD von 3.6 ng/mL und einem LOQ von 6.7 ng/mL
n-Tau deutlich sensitiver detektieren als der AlphaLISA mit einem LOD von 260 ng/mL und einem LOQ
von 450 ng/mL. Beide Assays wiesen jedoch nicht die erforderliche Sensitivitdt auf, um Tau in aus
Blutproben isolierten EVs nachzuweisen und missen dahingehend weiter optimiert werden. Dabei
sollte der Fokus auf der Optimierung des AlphallSAs liegen, da dieser schneller und einfacher
durchzufiihren ist und keine Waschschritte benétigt. Zudem kann durch die parallele Quantifizierung
von nativem und phosphoryliertem Tau in einem "AlphaPlex"-Assay eine hohere Sensitivitat und
Spezifitat des Tests in Bezug auf die Alzheimer-Friihdiagnostik erreicht werden. Nach der erfolgreichen
Optimierung des AlphalISAs fir die Detektion von Tau sollte daher der Nachweis von p-Tau
implementiert werden. Da sich das einstufige Protokoll als die beste Variante erwiesen hat, konnte die
Assayzeit noch weiter verkiirzt und die Durchfihrung vereinfacht werden. Im Vergleich zu anderen
kommerziell erhiltlichen Tests ist dieser Assay daher leichter in die bestehende Laborroutine zu
integrieren. Um die Handhabbarkeit im klinischen Alltag zu steigern, kdnnen die benétigten Beads und
Antikorper zusatzlich durch Lyophilisierung vorgelagert werden, so dass fiir den Nachweis von Tau nur
die zuvor aufgereinigten EVs zugegeben werden mussen.

Das geplante Assayformat bietet die Moglichkeit eines preiswerten, schnellen und leicht in den

klinischen Alltag integrierbaren Testsystems fiir die Friihdiagnose von Morbus Alzheimer.
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7 Summary and outlook

Tau protein is a promising biomarker for the early diagnosis of Alzheimer's disease in blood samples.
However, the low concentration of the free biomarker in blood and the variable sample matrix are
problematic. In order to avoid these difficulties, detection in extracellular vesicles (EVs) is a good
option, as EVs originating from neuronal cells can be specifically isolated and subsequently analyzed.
To identify a suitable in vitro model for the detection of Tau in EVs, seven human cell lines were
investigated in a Western blot. It was shown that HDLM2 cells secrete the protein Tau in EVs. SH cells
also express Tau, but the secretion in EVs still needs to be investigated in further experiments. Next,
both cell lines should be compared with regard to their Tau abundance in order to select the more
suitable in vitro model. The other five cell lines didn't show any Tau expression.

For the detection of Tau, an ELISA was initially established as the "gold standard" method. Then the
test system was transferred to an AlphalISA, where several parameters were optimized. The ELISA
with a LOD of 3.6 ng/mL and a LOQ of 6.7 ng/mL was able to detect Tau much more sensitively than
the AlphaLISA with a LOD of 260 ng/mL and a LOQ of 450 ng/mL. However, both assays did not have
the sensitivity required to detect Tau in EVs isolated from blood samples and need to be further
optimized. In the future, the focus should be on optimizing the AlphallISA, as it is faster and easier to
perform and does not require any washing steps. In addition, the parallel quantification of native and
phosphorylated tau in an "AlphaPlex" assay can achieve a higher sensitivity and specificity in relation
to early diagnosis of Alzheimer's disease. After successful optimization of the AlphalISA for the
detection of tau, the detection of p-tau should therefore be implemented. Since the one-step protocol
has proven to be the best option, the assay time has been reduced even further and the execution was
simplified. Compared to other commercially available tests, this assay is therefore easier to integrate
into the existing laboratory routine. In order to increase the manageability in clinical routine, the
required beads and antibodies can additionally be pre-prepared by lyophilization, so that only the
previously purified EVs need to be added for the detection of Tau. The established assay format then
offers the possibility of an inexpensive, fast and easily integrated test system for the early diagnosis of

Alzheimer's disease.
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