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Zusammenfassung 

Aktuell leiden etwa 55 Millionen Menschen weltweit an einer Demenz. Die Alzheimersche 

Demenz (AD) ist die häufigste Demenzursache, auf die schätzungsweise 60 % bis 80 % der 

Fälle fallen. Die AD ist eine fortschreitende neurodegenerative Störung, die hauptsächlich 

ältere Erwachsene betrifft. Es wird angenommen, dass die neurologischen Veränderungen der 

AD Jahre oder Jahrzehnte vor dem Auftreten von Symptomen einsetzten. Sie beginnt mit 

Veränderungen im Gehirn, die von den Betroffenen zunächst nicht bemerkt werden. Erst nach 

Jahren der Hirnveränderungen kommt es zu spürbaren Symptomen wie Gedächtnisverlust 

und Sprachproblemen. Die Symptome treten auf, weil Nervenzellen in Teilen des Gehirns, die 

für die Wahrnehmung, das Lernen und das Gedächtnis (kognitive Funktionen) zuständig sind, 

geschädigt oder zerstört wurden. Mit dem Fortschreiten der Krankheit breitet sich die 

Pathologie in weiteren Teilen des Gehirns aus, bis es Betroffenen schließlich nicht mehr 

möglich ist, grundlegende Körperfunktionen wie Gehen und Schlucken auszuführen. Im 

Endstadium der Erkrankung werden die Betroffenen bettlägerig und benötigen rund um die 

Uhr Pflege.  

Die Hauptpathologien der AD sind die Anhäufung des Proteinfragments Beta-Amyloid 

(sogenannte Aɓ-Plaques) außerhalb der Nervenzellen im Gehirn und Ablagerungen des Tau-

Proteins (sogenannte Tau-Tangles) innerhalb der Nervenzellen. Diese Veränderungen gehen 

mit dem Absterben von Nervenzellen und der Beschädigung von Hirngewebe einher, die 

wiederum zu Entzündungen und zum Rückgang des Hirnvolumens (Atrophie) führen. Eine 

sichere Diagnose kann aktuell nur nach dem Tod gestellt werden und keine der heute 

verfügbaren Medikamente für AD verlangsamen oder stoppen die Schädigung und Zerstörung 

von Nervenzellen, sodass lediglich eine symptomatische Behandlung verfügbar ist. Viele 

potenzielle therapeutische Substanzen für AD, die mit der Aɓ-Pathologie in Zusammenhang 

stehen, wurden erfolgreich in präklinischen Modellen getestet, aber die meisten von ihnen 

scheiterten in klinischen Studien aufgrund von mangelndem therapeutischem Nutzen oder 

unerwünschten Nebenwirkungen. Die US-Arzneimittelbehörde FDA hat Aducanumab, ein Aɓ-

Antikörper, als einziges Medikament zugelassen, das möglicherweise das Fortschreiten der 

AD verlangsamen kann, dennoch ist die Zulassung umstritten und die Wirksamkeit von 

Aducanumab muss in weiteren Studien nachgewiesen werden. Von der Europäischen 

Arzneimittel-Agentur (EMA) erhielt Aducanumab aufgrund von nicht nachgewiesener 

Wirksamkeit und möglichen schwerwiegenden Nebenwirkungen keine Zulassung.  

Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass die Tau-Pathologie im engeren Zusammenhang 

mit dem Fortschreiten der Krankheit und den klinischen Symptomen steht, was zu einer 

verstärkten Erforschung von Tau-assoziierten Wirkstoffen geführt hat. Die Tau-Pathologie tritt 

nicht nur bei der AD auf, sondern auch bei anderen neurologischen Erkrankungen, den 
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sogenannten Tauopathien, wodurch sich der Anwendungsbereich einer therapeutischen 

Substanz erweitern lassen könnte.  

Tau ist ein intrazellulär exprimiertes Protein, das an der Stabilisierung der Mikrotubuli und am 

axonalen Transport beteiligt ist. Unter pathologischen Bedingungen löst sich Tau von den 

Mikrotubuli, wodurch diese zerfallen und das ungebundene Tau kann unter Umständen zu 

Oligomeren oder gepaarten helikalen Filamenten (PHFs) aggregieren. Die zwei Hexapeptid-

Sequenzen PHF6 (VQIVYK) und PHF6* (VQIINK) wurden als wesentliche Antreiber der Tau-

Aggregation identifiziert. Weiterhin gibt es viele Hinweise auf das Vorhandensein 

extrazellulärer Tau-Aggregate und ihre Rolle bei der Ausbreitung der Tau-Pathologie. Diese 

Tatsache verdeutlicht, dass die extrazelluläre und intrazelluläre Behandlung bei der 

Krankheitsprävention gleich wichtig sein könnte.  

Es sind eine Vielzahl von Tau-Aggregationsinhibitoren beschrieben, darunter Methylenblau 

(LTMX), was bereits in mehreren klinischen Studien getestet wurde. Die Verwendung von 

kleinen D-Aminosäure (AS)-haltigen Peptiden (im nachfolgenden D-Peptide genannt) zur 

Verhinderung der pathologischen Aggregation und Verbreitung von Tau könnte eine 

Alternative zu anderen chemischen Substanzen darstellen. D-Peptide sind nachweislich 

proteasestabil und weniger immunogen als L-Peptide, was sie für in vivo-Anwendungen 

geeignet macht. 

Daher war das Ziel dieser Arbeit, neuartige therapeutische D-Peptide als Inhibitoren der Tau-

Fibrillisation zu entwickeln. Mithilfe einer Phagen-Display-Selektion gegen das Volllänge Tau-

Protein (TauFL) wurde ein neuartiges Tau-bindendes L-Peptid selektioniert und seine D-Peptid 

Version ISAD1 bzw. seine retro-inverse Form ISAD1rev synthetisiert.  

Mittels Thioflavin-Test (ThT), einem Fluoreszenzfarbstoff der spezifisch an die in Tau-Fibrillen 

gebildeten amyloiden ɓ-Faltblattstrukturen bindet, wurden die Inhibitorischen Eigenschaften 

der D-Peptide auf die Tau-Fibrillisation untersucht. Die hier beschriebenen neuen D-Peptide 

inhibierten interessanterweise nicht nur die Aggregation von TauFL, sondern auch die 

Fibrillisation von krankheitsrelevanten Tau-Mutationsformen anderer Tauopathien, was den D-

Peptiden einen erweiterten Anwendungsbereich verleiht. Während ISAD1rev für die Tau-

Aggregation nur mäßig geeignete inhibitorische Eigenschaften aufwies, ergaben sich für 

ISAD1 vielversprechendere therapeutische Eigenschaften.  

Zusätzlich wurden im ELISA die Bindeeigenschaften der D-Peptide an verschiedene Tau-

Isoformen und Tau-Konformere getestet. Durch die Verwendung von unterschiedlichen Tau-

Isoformen wurde PHF6 als eine Bindestelle von ISAD1 identifiziert. Eine Kknformer-

spezifische Bindung der D-Peptide an nicht-fibrilliertes Tau bzw. Tau-Fibrillen wurde nicht 

festgestellt.  
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Nach der näheren Untersuchung des Mechanismus der Inhibition mittels Dynamischer 

Lichtstreuung (DLS) wurde herausgefunden, dass die D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev die 

Bildung von großen, hochmolekularen Tau-Aggregaten induzieren, denen die typische ThT-

negative ɓ-Faltblatt-Konformation herkömmlicher Tau-Aggregate fehlte. Aufgrund dieser 

Tatsache wurde angenommen, dass es sich dabei um mutmaßliche amorphe Aggregate 

handeln könnte.  

Die Aufnahme der D-Peptide in neuronale Zellen ist als späteres AD-Therapeutikum essentiell. 

In Zellkulturexperimenten konnte die Aufnahme von ISAD1 und ISAD1rev von neuronalen 

Zellen anhand der Tau-exprimierenden Zellline N2a-TauRDȹK bestätigt werden. In weiteren 

Zellkulturuntersuchungen zur Zytotoxizität der D-Peptide wurden nach der Inkubation mit den 

D-Peptiden keine Beeinträchtigungen der Lebensfähigkeit oder der metabolischen Aktivität 

festgestellt. Die in den DLS-Messungen detektierten hochmolekularen mutmaßlichen Tau-

Peptid-Aggregaten lösten nachweislich keine zytotoxischen Effekte bei neuronalen Zellen aus. 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die D-Peptide zu einer Detoxifizierung intrazellulärer 

Tau-Fibrillen führten, indem sie vermutlich die toxischen Tau-Aggregate in eine nicht-toxische 

hochmolekulare Form überführen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die neuartigen D-Peptide die Fibrillenbildung von 

Tau und verschiedenen Tau-Mutationsformen inhibieren und die toxischen Wirkungen von 

Tau-Fibrillen verhindern, indem sie die Bildung herkömmlicher Fibrillen verhindern. Diese 

Forschungsergebnisse machen unsere Peptide zu einem potenziellen therapeutischen 

Molekül zur Verhinderung der Tau-Pathologie bei AD und anderen Tau-assoziierten 

Krankheiten. Die Untersuchung der Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke (BHS), der 

detaillierte Wirkmechanismus und das volle therapeutisches Potenzial der D-Peptide muss in 

künftigen in vivo-Behandlungsstudien nachgewiesen werden. Die D-Peptide, die in diesem 

Projekt entwickelt wurden, haben das Potenzial, sowohl intrazellulär als auch extrazellulär zu 

wirken und somit die Verbreitung der toxischen Tau-Spezies in verschiedenen Hirnregionen, 

aufzuhalten. Ein zukünftiger Therapieansatz der AD sollte die Protein-Fehlfaltung, Protein-

Aggregation und die Verbreitung der löslichen toxischen Einheiten berücksichtigen. Das D-

Peptid ISAD1 könnte nach allen Erkenntnissen ein vielversprechender Wirkstoffkandidat im 

Kampf gegen AD sein.  
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Summary 

Currently, about 55 million people worldwide suffer from dementia. Alzheimer's dementia (AD) 

is the most common cause of dementia, accounting for an estimated 60 % to 80 % of cases. 

AD is a progressive neurodegenerative disorder that mainly affects older adults. The 

neurological changes of AD are thought to begin years or decades before symptoms appear. 

It begins with changes in the brain that are initially unnoticed by those affected. Only after 

years of brain changes do noticeable symptoms such as memory loss and speech problems 

occur. The symptoms occur because nerve cells in parts of the brain responsible for 

perception, learning and memory (cognitive functions) have been damaged or destroyed. As 

the disease progresses, the pathology spreads to other parts of the brain until eventually 

people are no longer able to perform basic bodily functions such as walking and swallow. In 

the final stages of the disease, sufferers become bedridden and require round-the-clock care.  

The main pathologies of AD are the accumulation of the protein fragment beta-amyloid (so-

called Aɓ plaques) outside the nerve cells in the brain and deposits of the Tau protein (so-

called Tau tangles) inside the nerve cells. These changes are accompanied by the death of 

nerve cells and damage to brain tissue, which in turn lead to inflammation and a decrease in 

brain volume (atrophy). A definite diagnosis can currently only be made after death and none 

of the currently available drugs for AD slow or stop the damage and destruction of nerve cells, 

so only symptomatic treatment is available. Many potential therapeutic agents for AD related 

to Aɓ pathology have been successfully tested in preclinical models, but most of them failed in 

clinical trials due to lack of therapeutic benefit or undesirable side effects. The US Food and 

Drug Administration (FDA) has approved aducanumab, an Aɓ antibody, as the only drug that 

can potentially slow the progression of AD, yet the approval is controversial and the efficacy 

of aducanumab needs to be proven in further studies. Aducanumab was not approved by the 

European Medicines Agency (EMA) due to unproven efficacy and possible serious side effects. 

Numerous studies suggest that Tau pathology is more closely related to disease progression 

and clinical symptoms, which has led to increased research into Tau-associated agents. Tau 

pathology occurs not only in AD, but also in other neurological diseases called tauopathies, 

which could expand the scope of a therapeutic agent. 

Tau is an intracellularly expressed protein involved in microtubule stabilisation and axonal 

transport. Under pathological conditions, Tau detaches from microtubules, causing them to 

disintegrate and the unbound Tau may aggregate into oligomers or paired helical filaments 

(PHFs). The two hexapeptide sequences PHF6 (VQIVYK) and PHF6* (VQIINK) have been 

identified as major drivers of Tau aggregation. Furthermore, there is much evidence for the 

presence of extracellular Tau aggregates and their role in the propagation of Tau pathology. 
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This fact highlights that extracellular and intracellular treatment may be equally important in 

disease prevention.  

A variety of Tau aggregation inhibitors have been described, including methylene blue (LTMX), 

which has already been tested in several clinical trials. The use of small D-amino acid-

containing peptides to prevent pathological aggregation and proliferation of Tau could provide 

an alternative to other chemical agents. D-peptides have been shown to be protease stable 

and less immunogenic than L-peptides, making them suitable for in vivo applications. 

Therefore, the aim of this work was to develop novel therapeutic D-peptides as inhibitors of 

Tau fibrillisation. Using phage display selection against full-length Tau protein (TauFL), a novel 

Tau-binding L-peptide was selected and its D-amino acid-containing version ISAD1 or its retro-

inverse form ISAD1rev was synthesized. This ISAD1rev peptide was composed of the identical 

amino acids only in reverse order.  

By means of the thioflavin test (ThT), a fluorescent dye that specifically binds to the amyloid 

ɓ-sheet structures formed in Tau fibrils, the inhibitory properties of the D-peptides on Tau 

fibrillisation were investigated. Interestingly, the new D-peptides described here inhibited not 

only the aggregation of TauFL but also the fibrillisation of disease-relevant Tau mutant forms of 

other tauopathies, giving the D-peptides a broader range of applications. While ISAD1rev 

showed only moderately suitable inhibitory properties for Tau aggregation, more promising 

therapeutic properties emerged for ISAD1.  

In addition, the binding properties of the D-peptides to different Tau isoforms and Tau 

conformers were tested in the ELISA. By using different Tau isoforms, PHF6 was identified as 

a binding site of ISAD1. A conformer-specific binding of the D-peptides to non-fibrillar Tau or 

Tau fibrils was not detected. 

After investigating the mechanism of inhibition in more detail using dynamic light scattering 

(DLS), it was found that the D-peptides ISAD1 and ISAD1rev induce the formation of large, 

high molecular weight Tau aggregates that lacked the typical ThT-negative ɓ-sheet 

conformation of conventional Tau aggregates. Based on this fact, it was hypothesised that 

these might be putative amorphous aggregates.  

Penetration of D-peptides into neuronal cells is essential as a subsequent AD therapeutic. Cell 

culture experiments confirmed the uptake of ISAD1 and ISAD1rev from neuronal cells, using 

the Tau-expressing cell line N2a-TauRDȹK. In further cell culture studies on the cytotoxicity of 

the D-peptides, no impairment of viability or metabolic activity was detected after incubation 

with the D-peptides. The high molecular weight putative Tau peptide aggregates detected in 

the DLS measurements were shown not to induce cytotoxic effects in neuronal cells. In 
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addition, it was shown that the D-peptides led to detoxification of intracellular Tau fibrils by 

presumably converting the toxic Tau aggregates into a non-toxic high molecular weight form. 

In summary, our novel D-enantiomeric peptides inhibit the fibril formation of tau and various 

tau mutant forms and prevent the toxic effects of tau fibrils by preventing the formation of 

conventional fibrils. These research findings make our peptides a potential therapeutic 

molecule to prevent tau pathology in AD and other tau-associated diseases. The 

investigation of blood-brain barrier (BBB) permeability, the detailed mechanism of action and 

the full therapeutic potential of the D-peptides need to be demonstrated in future in vivo 

treatment studies. The D-peptides developed in this project have the potential to act both 

intracellularly and extracellularly, halting the spread of toxic tau species, in different brain 

regions. A future therapeutic approach to AD should address protein misfolding, protein 

aggregation and the spread of soluble toxic moieties. According to all findings, the D-peptide 

ISAD1 could be a promising drug candidate in the fight against AD. 
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1 Einleitung und Hintergrund 

Eine Demenz bezeichnet im Allgemeinen das Auftreten von Symptomen, die durch 

Erkrankungen des Gehirns verursacht werden und Auswirkungen auf Gedächtnis, Denken, 

Verhalten und Emotionen von Betroffenen haben (Welt Gesundheitsorganisation, WHO). 

1.1 Alzheimersche Demenz 

Weltweit gibt es derzeit etwa 55 Millionen Menschen die an einer Demenz leiden (Welt 

Gesundheitsorganisation 2021). In der Annahme, dass sich die altersspezifischen 

Prävalenzraten in den nächsten Jahrzehnten nicht ändern werden, und unter Berücksichtigung 

der Bevölkerungsprognosen der Vereinten Nationen, wird es im Jahr 2030 weltweit 

schätzungsweise 78 Millionen und im Jahr 2050 etwa 139 Millionen Menschen mit einer 

Demenz-Erkrankung geben (Prince et al. 2016; Welt Gesundheitsorganisation 2021). Die AD 

ist mit 60 bis 80 % die häufigste Demenzform (Blennow et al. 2006; Fleming et al. 2020; Lobo 

et al. 2000). Überwiegend betrifft diese Diagnose Menschen über 65 Jahre, wobei das Risiko 

nach dem 85. Lebensjahr auf fast 22,5 % steigt (Weuve et al. 2014). Unabhängig vom Alter 

haben Frauen (7,1 %) im Vergleich zu Männern (3,3 %) ein erhöhtes Risiko, an AD zu 

erkranken (Rosende-Roca et al. 2021). 

Der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer entdeckte diese Demenzform 

vor mehr als 100 Jahren (Alzheimer 1907). Er stellte bei seiner damals 51-jährigen Patientin 

Auguste Deter eine Persönlichkeitsveränderung fest, die mit zunehmendem Alter weiter 

fortschritt. In seiner damaligen Krankheitsbeschreibung berichtet er von 

ĂGedªchtnisschwªcheñ, absonderlichen Verhaltensweisen sowie Ăzeitlicher und örtlicher 

Desorientierungñ (Alzheimer 1907). Um die Ursache ihrer Verhaltensweisen aufzuklären, 

untersuchte Alzheimer post mortem das Gehirn der Patientin. Dabei diagnostizierte er schon 

damals morphologische Veränderungen, die noch heute als typisch für Patienten mit AD 

gelten: Atrophie des Gehirngewebes, Anreicherungen intrazellulärer neurofibrillärer Bündel 

sowie extrazellulärer Plaques und eine Zunahme von Entzündungszellen (Alzheimer 1907).  

Die AD ist eine irreversible, allmählich fortschreitende neurodegenerative Erkrankung des 

Gehirns, die mit kognitiven Beeinträchtigungen der Patienten einhergeht, welche das 

alltägliche Leben nachhaltig negativ beeinflussen (Alzheimer's disease facts and figures 

2021). Die Erkrankung verläuft in der Regel einige Jahre bis Jahrzehnte symptomfrei 

(ĂPräklinische Phaseñ). Bei vielen Menschen können zunächst leichtere kognitive und 

olfaktorische Beeinträchtigungen, wie z.B. Wortfindungsstörungen, Sehprobleme und 

beeinträchtigtes Denken oder Urteilsvermögen, die sehr frühen Stadien der AD anzeigen. Mit 
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dem Fortschreiten der AD kommt es bei den Betroffenen zu einem zunehmenden 

Gedächtnisverlust und anderen kognitiven Schwierigkeiten. Zu den Anzeichen können das 

Umherwandern, das Wiederholen von Fragen, sowie Persönlichkeits- und 

Verhaltensänderungen gehören (ĂMilde Demenzñ). Im nachfolgenden Stadium treten Schäden 

in Bereichen des Gehirns auf, welche die Sprache, das Denken und die sensorische 

Verarbeitung steuern. Gedächtnisverlust und Verwirrung werden schlimmer und die 

Betroffenen haben Probleme, Familie und Freunde wiederzuerkennen (ĂModerate Demenzñ). 

Darüber hinaus können Menschen in diesem Stadium Halluzinationen, Wahnvorstellungen 

und Paranoia entwickeln. Im letzten Stadium breitet sich die Pathologie schließlich im 

gesamten Gehirn aus und das Hirngewebe schrumpft deutlich (ĂSchwere Demenzñ) (Albert et 

al. 2011; Alom Poveda et al. 2013; Sperling et al. 2011). Der Tod wird häufig aufgrund des 

stark geschwächten Allgemeinzustands durch Lungenentzündungen oder kardiovaskuläre 

Ereignisse ausgelöst (Todd et al. 2013). Laut verschiedenster Studien beträgt die 

durchschnittliche Zeit von der erfassten Diagnose bis zur Heimeinweisung und dem Tod von 

Menschen mit Demenz etwa 4 bis 5 Jahre (Joling et al. 2020). 

Die Umstände, dass bis heute eine zweifelsfreie Diagnose nur post mortem erfolgen kann und 

gegenwärtig keine kurative Therapiemöglichkeiten zu Verfügung steht, verdeutlichen, 

zusammen mit der Tatsache einer stetigen Zunahme an Erkrankten, die Dringlichkeit einer 

kausalen AD-Therapie.  

1.2 Unterscheidung von sporadischer und familiäre AD 

Die molekularen Ursachen der AD sind bis heute nicht vollständig erfasst. Neben der Alterung, 

die den höchsten Risikofaktor für die Krankheit darstellt, werden in epidemiologischen Studien 

weitere Zusammenhänge vermutet. Einige Risikofaktoren können in Verbindung mit einer 

verringerten Reservekapazität des Gehirns, einschließlich reduzierte Hirngröße in Verbindung 

gebracht werden. Ein niedriges schulisches und berufliches Bildungsniveau, sowie geringere 

geistige Fähigkeiten im frühen Leben und reduzierte geistige und körperliche Aktivität im 

späteren Leben, werden als weitere Faktoren diskutiert (Blennow et al. 2006; Mortimer et al. 

2003).  

Bei der Mehrheit der Betroffenen, mit bis zu 95 % aller AD-Patienten, ist keine genetische 

Ursache erkennbar. Daher wird diese Form als sporadische AD (sAD) bezeichnet. Sie tritt in 

der Regel erst in einem Alter von über 65 Jahren (late-onset AD) auf (Bali et al. 2012). Da die 

molekularen Zusammenhänge bei dieser Form von AD bislang ungeklärt sind, ist es folglich 

schwierig, kausale Therapieansätze für diese Form zu entwickeln. Zu weiteren Faktoren, die 

das Risiko an sAD zu erkranken erhöhen können, zählen Apolipoprotein E4 (ApoE4)-

Polymorphismus (Corder et al. 1993), Hypercholesterinämie (Notkola et al. 1998), 
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Bluthochdruck (Kivipelto et al. 2001), Arteriosklerose (Dolan et al. 2010), Metabolisches 

Syndrom (Watts et al. 2013), Adipositas (Whitmer et al. 2005) und Kopfverletzungen (Blennow 

et al. 2006; Corder et al. 1993). Ob es sich dabei um wirkliche Risikofaktoren handelt, welche 

die pathogenen Prozesse auslösen oder ob sie im indirekten Zusammenhang zu dem 

klinischen Krankheitsbild stehen und damit die Schwelle zur Demenz überschreiten, bleibt 

noch offen (Blennow et al. 2006).  

Etwa 1 bis 5 % aller bekannten Fälle werden der familiären AD (fAD) zugeordnet (Pavisic et 

al. 2020). Diese tritt häufig schon ab einem Alter von 50 Jahren oder früher auf und ist auf 

vererbbare Gendefekte zurückzuführen (Brickell et al. 2006). Als Folge von Gen-Mutationen 

kommt es zur vermehrten Bildung neurotoxischer Proteinaggregate, die nachweislich im 

Zusammenhang mit der Entwicklung von AD stehen. Die fAD ist hauptsächlich auf Mutationen 

in drei Genen zurückzuführen: Amyloid-Vorläuferprotein (APP)-Gen (Goate et al. 1991; 

Thordardottir et al. 2017), Presenilin-1 (PSEN1)-Gen (Berezovska et al. 2005; Sherrington et 

al. 1995) und Presenilin-2 (PSEN2)-Gen (Bali et al. 2012; Finckh et al. 2000; Kumar-Singh et 

al. 2006; Levy-Lahad et al. 1995).  

1.3 Pathophysiologie der AD 

Um die Wirkmechanismen der jeweiligen Therapieansätze besser verstehen zu können, 

werden im Folgenden die komplexen physiologischen und pathologischen Prozesse, die der 

AD zu Grunde liegen, näher betrachtet.  

1.3.1 Amyloid-ɓ 

Ein Hauptmerkmal der AD-Pathologie (Alzheimer 1907) sind die aus Amyloid-ɓ (Aɓ)-Peptid 

bestehenden neurotoxischen extrazellulären Plaques (Abbildung 1). Das Aɓ-Peptid wird aus 

dem größeren integralen Membranprotein Amyloidvorläuferprotein (APP) gebildet, welches 

auf der Oberfläche vieler Zellen, einschließlich Neuronen, vorhanden ist (Dyrks et al. 1988; 

Kang et al. 1987). Das für APP codierende Gen befindet sich im menschlichen Erbgut auf 

Chromosom 21 (Korenberg et al. 1989). APP unterliegt einer konstitutiven und regulierten 

Spaltung und Prozessierung, die auf zwei Stoffwechselwegen erfolgen kann. Auf dem nicht-

amyloidogenen Weg wird APP von der Ŭ-Sekretase inmitten der Aɓ-AS-Sequenz gespalten, 

sodass im weiteren Verlauf der Prozessierung kein Aɓ entstehen kann (Kimberly et al. 2001). 

Auf dem amyloiden Weg zur Aɓ-Bildung wird APP durch die ɓ-Sekretase (ɓ-site APP-cleaving 

enzyme 1, BACE1) und der ɔ-Sekretase proteolysiert, woraus Aɓ-Fragmente verschiedener 

Größen mit 38 bis 43 AS entstehen (Tomita et al. 1998). Aɓ42 und Aɓ40 sind die am häufigsten 

vorkommenden Formen von Aɓ, wobei Aɓ42 der Hauptbestandteil der amyloiden Plaques 
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bildet (Jan et al. 2008). Posttranslationale Modifikationen erhºhen die Diversitªt der Aɓ-

Spezies, was zu einer großen Heterogenität sowie zu amino- (N-terminal) und carboxy-

terminalen (C-terminal) Modifikationen führt, wie beispielsweise dem Pyroglutamat-

modifizierten Aɓ (pEAɓ) (Dammers et al. 2017; Schlenzig et al. 2009). Die genaue 

physiologische Funktion von APP bzw. Aɓ ist nicht bekannt und bleibt eine der offenen Fragen 

auf diesem Gebiet.  

 

Abbildung 1: Darstellung der pathologischen Veränderungen im Gehirn von AD-Patienten. Links: das Gehirn 

eines gesunden Probanden. Rechts: das Gehirn eines AD-Patienten mit geschrumpftem Hirnvolumen, 

verkleinerten Hirnwindungen sowie vergrößerten Hirnfurchen im fortgeschrittenen Demenzstadium. Verschiedene 

Ablagerungen in Detailzeichnung: extrazelluläre Amyloid-beta Peptid Plaques und intrazelluläre Neurofibrillen 

Bündel, bestehend aus Tau-Protein (modifiziert nach Rusciano 2014). 

1.3.2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau  

Das Tau-Protein wurde 1995 als erstes Mikrotubuli (MT) assoziiertes Protein entdeckt und 

beschrieben (Weingarten et al. 1975). Neuronale Zytoskelette, einschließlich die MT, spielen 

eine Schlüsselrolle bei der Funktion und Regulierung der neuronalen Entwicklung und tragen 

auch zur Aufrechterhaltung der neuronalen Plastizität bei (Jaworski et al. 2009). Die MT-

Bildung wird durch eine Proteinfamilie, den MT-assoziierten Proteinen (MAP), reguliert. Ein 

wichtiges Mitglied der MAP-Familie ist das Tau-Protein. Tau hat eine Reihe an physiologischen 

Funktionen. In den Neuronen ist Tau durch die Bindung an Tubulin-Dimere, die die MT bilden, 

an deren Zusammenbau und Stabilisierung beteiligt (Weingarten et al. 1975). Weiterhin 

reguliert es die Reorganisation des Zytoskeletts, was für eine normale neuronale Aktivität 

wichtig ist (Binder et al. 1985; Cleveland et al. 1977).  



Einleitung und Hintergrund 

5 

Die AD ist durch zwei wesentliche neuropathologische Merkmale definiert. Neben der Aɓ-

Pathologie zählt die Taupathologie als weiteres pathologischen Kennzeichen der AD. Unter 

pathologischen Bedingungen dissoziiert das Tau-Protein von den Mikrotubuli und bildet 

abnorme Filamente (Abbildung 1). Der Verlust der Mikrotubuli-stabilisierenden Funktion von 

Tau führt zu axonalen Transportdefekten und synaptischen Funktionsstörungen (Binder et al. 

1985; Cleveland et al. 1977; Weingarten et al. 1975). Die pathologische Aggregation von Tau 

zu gepaarten helikalen Filamenten (PHFs) und neurofibrillären Bündeln (NFTs) charakterisiert 

eine Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen, die als Tauopathien bekannt sind: 

Frontotemporale Demenz (FTD), Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus-17 (FTDP-

17), die progressive supranukleäre Lähmung (PSP), Chorea Huntington (HD) und die 

kortikobasale Degeneration (CBD).  

1.3.2.1 Tau-Isoformen 

Tau kommt hauptsächlich in Axonen vor, aber auch in Neurogliazellen wie Astrozyten und 

Oligodendrozyten. Es wird durch ein einzelnes Gen (MAPT-Gen), bestehend aus 100 kb und 

16 Exons, auf Chromosom 17 (17q21) codiert, woraus im menschlichen Zentralnervensystem 

durch alternatives Spleißen der Exons 2, 3 und 10, sechs Isoformen mit 352 bis 441 AS 

entstehen (Goedert 1997; Goedert und Spillantini 2011). Aufgrund der Bindung an die MT 

spielt Tau eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integrität des axonalen 

Zytoskeletts, was wiederum beim axonalen Transport und der synaptischen Signalübertragung 

von Bedeutung ist. Das Tau-Protein besteht aus zwei Hauptdomänen, die in die C-terminale 

"Assemblierungsdomäne" (Steiner et al. 1990) und die N-terminale "Projektionsdomäne" 

(Hirokawa et al. 1988) unterteilt werden können. Die Wechselwirkungen mit den MT treten 

zwischen den Tau-Resten 200 und 400 auf (Mukrasch et al. 2005; Sillen et al. 2007) und bilden 

somit die Repeat-Domäne ab. Die C-terminale Wiederholungs- und Assemblierungsdomäne 

ist wichtig für die Bindung an die MT (Lee et al. 1989). Der N-terminale Abschnitt bindet nicht 

an die MT und ragt von der Oberfläche der MT weg. Er wird daher als "Projektionsdomäne" 

bezeichnet. Die Projektionsdomäne bindet an andere Elemente des Zytoskeletts und 

Plasmaproteine (Frappier et al. 1994; Hirokawa et al. 1988). Die gesamte AS-

Zusammensetzung von Tau verleiht ihm einen hydrophilen Charakter. Aufgrund seiner hohen 

Löslichkeit weist es eine "nativ ungefaltete" Struktur auf (Mukrasch et al. 2009; Schweers et 

al. 1994). Isoformen von Tau mit zusätzlichen MT-Bindungswiederholungen (MTBR) haben 

eine höhere Affinität für MT als die Isoformen mit einer geringeren Anzahl an Wiederholungen 

(Goedert und Jakes 1990). 
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Abbildung 2: Tau-Protein-Isoformen im menschlichen Gehirn. Sechs Tau-Isoformen sind im menschlichen 

Gehirn durch unterschiedliche Kombinationen des Spleißens der Exons 2, 3 und/oder 10 vorhanden. Die Anteile 

der N-terminalen Projektionsdomäne, N1 und N2 (orange), werden von Exon 2 bzw. 3 produziert. Exon 10 kodiert 

den zweiten Abschnitt der MT-bindenden Repeat-Domäne, R2 (rot). Je nach Vorhandensein der R2-Domäne 

werden Tau-Proteine entweder zu 3R- oder 4R-Tau. TauRD ist eine verkürzte Form des Volllänge-Tau-Proteins, die 

nur die 4 MT bindenden Wiederholungen (R1, R2, R3, R4) enthält. Bei der Pro-Mutante RDȹK280 fehlt die AS 

Lysin (K) an der Position 280. Bei K19 handelt es sich um eine weitere verkürzte Form des Volllänge-Tau-Proteins, 

welche nur die 3 MT bindenden Wiederholungen (R1, R3, R4) enthält (Goedert et al. 2012).  

Die Volllänge Tau (TauFL)-Isoformen können anhand verschiedener Parameter unterschieden 

werden: Je nach Vorhandensein und der Anzahl der 29 AS in der Nähe des N-Terminus 

werden die Isoformen, die 0, 1 oder 2 Inserts enthalten, als 0N-, 1N- bzw. 2N-Formen 

bezeichnet. Abhängig vom Vorhandensein und der Anzahl des MTB-Motivs, das als "Repeat" 

bezeichnet wird und von den Exons 9, 10, 11 und 12 kodiert wird, werden die Tau-Proteine in 

3R- oder 4R-Isoformen unterteilt (Abbildung 2). Getrennt durch eine weniger konservierte 13 

bis 14-AS-Interrepeat-Sequenz stellt jedes der MTB-Wiederholungen eine hoch konservierte 

18-AS-Sequenz dar, die in der Carboxy-terminalen Hälfte des Proteins lokalisiert sind. Die vier-

Repeat-(4R)-Isoformen beinhalten Exon 10, wobei der Ausschluss von Exon 10 während der 

mRNA-Prozessierung zu drei-Repeat-(3R)-Tau-Isoformen führt. Als Folge dieser 

unterschiedlichen Expression wird angenommen, dass jede dieser TauFL-Isoformen 

wahrscheinlich spezifische physiologische Funktionen hat, die mit dem Vorhandensein oder 

Fehlen dieser Domänen zusammenhängen. TauFL-Isoformen, die entweder drei (3R) oder vier 

(4R) MT-bindende Wiederholungen enthalten, sind im gesunden Gehirn etwa gleich stark 

vertreten, d. h. sie stehen in einem 1:1-Verhältnis (Goedert et al. 1989; Kosik et al. 1989). Die 

auftretende Aggregation der 4R- oder 3R-Isoform bei verschiedenen altersbedingten 
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Tauopathien deutet darauf hin, dass ein verändertes Verhältnis zwischen 4R- und 3R-TauFL-

Isoformen für die Tau-bedingte Neurodegeneration entscheidend sein könnte (Chen et al. 

2010). Es wird vermutet, dass das 3R/4R-TauFL-Ungleichgewicht ein begünstigender Faktor 

für die verschiedenen molekularen Mechanismen zur Auslösung der Tau-Pathologie ist 

(Barron et al. 2020; Espíndola et al. 2018). Abhängig vom Vorhandensein spezifischer TauFL-

Isoformen in den pathogenen Aggregaten können Tauopathien daher in drei verschiedene 

Gruppen eingeteilt werden (Dickson et al. 2011): 4R-Tauopathien (bei PSP und CBD), 3R-

Tauopathien (bei FTD und FTDP-17) und 3R + 4R-Tauopathien (bei AD). 

1.3.2.2 Tau Assemblierung 

Pathologisch sind Tauopathien durch die abnormale Hyperphosphorylierung von Tau und die 

anschließende Aggregation zu überwiegend unlöslichen toxischen Spezies von PHFs und 

NFTs gekennzeichnet, die das Merkmal der Hirnläsion bei diesen Erkrankungen darstellen. In 

Anbetracht seiner essentiellen Aufgaben für die grundlegenden neuronalen Aktivitäten, hat 

eine Tau-Dysfunktion oder die Entwicklung einer toxischen Funktion aufgrund von Mutationen 

und/oder bestimmten posttranslationalen Modifikationen einen fatalen Einfluss auf die 

neuronalen Funktionen. Die physiologischen Funktionen von Tau werden durch eine Vielzahl 

von posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierung, Glykierung und Acetylierung 

reguliert. Insbesondere die Hyperphosphorylierung von Tau wird mit seiner Ablösung von den 

Mikrotubuli und der pathologischen Tau-Aggregation in Verbindung gebracht 

(zusammengefasst von Morris et al. 2011). Verglichen mit Aɓ ist für Tau eine direkte 

Korrelation zwischen der Menge an Tau-Fibrillen und dem Ausmaß des kognitiven Verfalls 

bekannt (Serrano-Pozo et al. 2011). 

In vitro-Studien haben ergeben, dass die Tau-Assemblierung einem Nukleationsmechanismus 

folgt (Congdon et al. 2008; Friedhoff et al. 1998; von Bergen et al. 2000; Xu et al. 2010). Die 

Tau-Aggregation könnte in vivo demselben Mechanismus folgen, da in Studien gezeigt werden 

konnte, dass vorgeformte PHFs die Tau-Aggregation in kultivierten Zellen und in vivo auslösen 

können (Clavaguera et al. 2009; Peeraer et al. 2015). Die Tau-Aggregation kann durch 

Cofaktoren wie Polyanionen beschleunigt werden, die die abstoßenden positiven Ladungen 

von Tau ausgleichen. In vitro kann dies mit Glykosaminoglykanen (z.B. Heparin), 

Nukleinsäuren oder Arachidonsäure erreicht werden (Goedert et al. 1996; Kampers et al. 

1996; Wille et al. 1992).  

Die Amyloid-Hypothese besagt, dass beim Fortschreiten der Alzheimer-Pathologie zuerst Aɓ-

Plaques auftreten, die zu Tau-Hyperphosphorylierung, Filament-Bildung und weiter zur 

Neurodegeneration führen (zusammengefasst von Selkoe und Hardy 2016). Die 

Zusammenhªnge und das Interaktionsverhªltnis von Aɓ und Tau sind jedoch immer noch nicht 
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ausreichend geklärt. Jüngste Daten deuten darauf hin, dass die Tau-Pathologie nicht einfach 

ein Folgeprozess der Aɓ-Aggregation ist (Pourhamzeh et al. 2021). Bildgebende Studien mit 

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zeigen, dass die Amyloid-Akkumulation den 

Beginn der Tau-Akkumulation vorhersagen kann. Die Tau-Akkumulation steht jedoch im engen 

Zusammenhang mit dem Beginn der kognitiven Beeinträchtigung, sodass die Symptome 

unmittelbar mit dem Auftreten der Tau-Pathologie auftreten (Hanseeuw et al. 2019; Johnson 

et al. 2016). 

Die Assemblierung des Volllänge-Tau-Proteins zu Filamenten und fibrillären Bündeln beruht 

auf einigen seiner Wiederholungssequenzen (Wegmann et al. 2013; Wischik et al. 1988). Tau-

Filamente bilden eine ɓ-Faltblatt Struktur, wie sie charakteristisch für amyloide Fibrillen ist 

(Berriman et al. 2003). Jüngste Kryoelektronenmikroskopie (Kryo-EM)-Studien haben gezeigt, 

dass Tau-Fibrillen, die aus AD-Gehirnen gewonnen wurden, einen Kern haben, der aus den 

Wiederholungseinheiten R3 und R4 besteht (Falcon et al. 2018; Fitzpatrick et al. 2017; Shi et 

al. 2021).  

Da es sich bei Tau um ein Phosphoprotein handelt, reguliert der Grad der Phosphorylierung 

die Interaktionsfähigkeit von Tau mit Tubulin und in der Folge die axonale Stabilität und 

Zellmorphologie (Biernat et al. 1993). Die Phosphorylierung, insbesondere der Repeat-

Domäne, verringert tendenziell die Affinität von Tau für die MT (Biernat et al. 1993; Bramblett 

et al. 1993). Im Krankheitsfall verursacht die Hyperphosphorylierung die Tau-Dissoziation von 

den MT, was wiederum die Menge an ungebundenem Tau erhöht. Dieses ungebundene Tau 

akkumuliert im Zytoplasma und weist eine stärkere Tendenz zur Bildung von filamentösen 

Ansammlungen innerhalb neuraler Zellkörper auf (Cripps et al. 2006).  

In der Vergangenheit hat sich die Forschung hauptsächlich auf die Veränderungen durch 

große unlösliche Tau-Aggregate bzw. NFTs konzentriert. Nach aktuellem Kenntnisstand 

scheinen diese unlöslichen Filamente und Fibrillen nicht die toxischste Spezies bei 

neurologischen Erkrankungen zu sein (Cowan und Mudher 2013). Tau-Oligomere und Proto-

Fibrillen, bestehend aus zwei oder mehr Tau-Molekülen in einer multimeren Struktur, gelten 

aufgrund neuster in vitro (Lasagna-Reeves et al. 2012b) und in vivo (Lasagna-Reeves et al. 

2011) Forschungserkenntnisse als die potentiell toxischere Form von Tau bei Tauopathien 

(Cowan et al. 2012; Lasagna-Reeves et al. 2012a). Nun, wo die intermediären Spezies und 

ihre Toxizität identifiziert wurden, liefern sie weitere vielversprechende Perspektiven in der 

Therapieentwicklung. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Schlüsselereignisse der Tau-Pathologie. Die Rolle der Tau-

Hyperphosphorylierung bei der Bildung von PHFs und NFTs, die in der Folge zu Neurodegeneration führen 

(modifiziert nach Sarkar 2018).  

1.3.2.3 Die Rolle der Tau-Hexapeptidsequenzen PHF6 und PHF6* 

Durch experimentelle Aggregationsstudien und Computersimulationen wurden zwei 

Sequenzen innerhalb der MTBR als wesentliche Antreiber der Tau-Aggregation identifiziert, 

PHF6 (306VQIVYK311) und PHF6* (275VQIINK280) (Li und Lee 2006; Luo et al. 2014). In vitro-

Studien haben gezeigt, dass kurze Tau-Fragmente, die PHF6 oder PHF6* enthalten, fibrilläre 

Aggregate bilden können (von Bergen et al. 2001). 

PHF6 befindet sich am Beginn der Wiederholungssequenz R3 und ist in allen Tau-Isoformen 

vorhanden. Im Gegensatz dazu befindet sich PHF6* am Anfang der zweiten 

Wiederholungssequenz R2 und ist nur in Tau-Isoformen mit vier Wiederholungen (4R) 

vorhanden (Abbildung 2), da es durch alternatives Spleißen von Exon-10-Sequenzen reguliert 
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wird. In vitro besitzt PHF6 eine starke Tendenz zur Selbstaggregation, auch ohne das 

Vorhandensein polyanionischer Kofaktoren wie Heparin (Goux et al. 2004). Durch in silico 

Untersuchungen des PHF6-Fragments wurde eine Zipper-ähnliche Anordnung der AS-Reste 

festgestellt (Li et al. 2008). PHF6* ist der Ort der ȹK280-Mutation, bei der es durch eine 

Deletion der AS Lysin an Position 280 zu einer schweren Form der erblichen 

Neurodegeneration kommt. Die ausgeprägte Tendenz von PHF6 und PHF6* zur Bildung von 

ɓ-Faltblattstrukturen wird durch die örtliche Häufung starker ɓ-Faltblatt-induzierender 

Aminosäurenreste wie Valin (V), Isoleucin (I), Tyrosin (Y) und Glutamin (Q) erklärt (von Bergen 

et al. 2001).  

1.3.2.4 Genetik des MAPT-Gens 

Mutationen in MAPT sind für etwa 5 % der Fälle von FTD verantwortlich (Hutton et al. 1998; 

Poorkaj et al. 1998; Spillantini et al. 1998). Diese treten meist in den Exons 9 bis 12 (kodieren 

R1 - R4) und den Exon 10 flankierenden Introns auf. Zusätzlich können sie unterteilt werden 

in solche, die sich primär auf der Proteinebene auswirken und solche, die das alternative 

Spleißen der Tau prä-mRNA beeinflussen. Mutationen, die das mRNA-Spleißen von Tau 

beeinflussen, können das Verhältnis der Tau-Isoformen verändern und zu einer potentiellen 

Dysregulation der MT-Dynamik sowie zu einer Isoform-spezifischen Anhäufung von löslichem, 

frei beweglichem Tau führen. Mutationen, die speziell in der Repeat-Domäne auftreten, 

können die Proteinsequenz verändern und so die Aggregation von Tau zu Filamenten fördern, 

was wiederum zu einer Destabilisierung der MT führen kann (Hasegawa et al. 1998). Dies ist 

besonders bei Mutationen ausgeprªgt, die die ɓ-Faltblattneigung in den Regionen der 

Hexapeptid-Motive verstärken. Beispiele dafür sind die Mutationsformen TauFLȹK und TauFL-

P301L (Bergen et al. 2001).  

Die Mutationsformen TauFLȹK und TauFL-P301L entstehen beide auf Exon 10, beeinflussen 

mehrere alternative RNA-Spleiß-Regulierungselemente und führen zu einer verminderten 

Affinität für die Mikrotubuli und zu einer erhöhten Tendenz der Tau-Aggregation (Barghorn et 

al. 2000; D'Souza et al. 1999; Goedert et al. 1999; Hong et al. 1998; von Bergen et al. 2001).  

Die PSP-assoziierte Mutation A152T auf Exon 7 ist weit entfernt von der Repeat-Domäne 

lokalisiert, verringert aber dennoch die Bindung von Tau an die MT und fördert daher den MT-

Zusammenbau weniger effizient (Coppola et al. 2012; Kara et al. 2012; Silva et al. 2016).  

Obwohl alle sechs Tau-Isoformen gepaarte helikale Filamente bilden, wurden bis heute keine 

bekannten Mutationen in MAPT identifiziert, die zu AD führen. Tau mit einer A152T-

Substitution wurde lediglich als Risikofaktor für AD aber auch für andere Demenzformen (PSP, 

CBD) identifiziert (Coppola et al. 2012; Kara et al. 2012; Kovacs et al. 2011).  
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1.3.2.5 Ausbreitung der Tau-Pathologie 

Die pathologische Tau-Aggregation, die sich nachteilig auf die neuronale Funktion auswirkt, 

breitet sich in einem stereotypen Muster von Hirnareal zu Hirnareal aus, welches in engem 

Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung korreliert (Braak und Braak 1991). Bei der 

AD wird die Tau-Pathologie häufig nach dem ĂBraak-Stufenschemañ eingeteilt. Die Tau-

Pathologie wird zuerst im entorhinalen Kortex (Braak-Stadien I und II) beobachtet, breitet sich 

dann auf den Hippocampus (Stadien III und IV) und später auf den gesamten Kortex (Stadien 

V und VI) aus (Braak und Braak 1991).  

Extrazelluläre pathologische Tau-Spezies wie Oligomere oder Protofibrillen können die 

Pathologie zwischen Zellen in einer Prionen-ähnlichen Weise verbreiten. Das beschriebene 

Prionen-Modell spielt eine Schlüsselrolle für extrazelluläre Proteinaggregate bei der 

Ausbreitung und Fortschreiten der Krankheit (Guo und Lee 2011). Die Verbreitung der 

pathologischen Tau-Spezies in verschiedenen Hirnregionen wird als Spreading bezeichnet. 

Der Begriff Seeding beschreibt das Phänomen einiger Tau-Spezies, die Fibrillisation weiterer 

Tau-Moleküle zu induzieren, was eine weitere Ausbreitung der Tau-Pathologie zur Folge hat.  

Die Verbreitung der Tau-Spezies zwischen Neuronen konnte in in vivo-Studien bestätigt 

werden. Die Untersuchungen ergaben, dass eine Inokulation von synthetischen Tau-Fibrillen 

oder Tau-Aggregaten, die aus Gehirnen von Patienten mit AD oder anderen Tauopathien oder 

aus Tau-transgenen Mäusen isoliert wurden, zu einer zeitabhängigen Ausbreitung der Tau-

Pathologie von der Inokulationsstelle auf synaptisch verbundene Hirnregionen in Tau-

transgenen Mäusen und sogar in Wildtyp-Mäusen führte (Clavaguera et al. 2009). Die 

stufenartige Verbreitung der Tau-Pathologie wurde jüngst durch neueste Bildgebungsstudien 

bestätigt (Pascoal et al. 2021).  

Es sind verschiedene Mechanismen der Verbreitung von Tau-Aggregaten beschrieben. Die 

Aufnahme von Tau-Spezies ist abhängig von Heparansulfat-Proteoglykanen an der 

Zelloberfläche und kann durch Makropinozytose erfolgen (Holmes et al. 2013). Das 

Ausschleusen der Tau-Spezies geschieht über derzeit noch ungeklärte Mechanismen. 

Intrazelluläres Tau könnte durch Nanoröhren, sogenannte Ătunneling nanotubesñ, zwischen 

den Zellen übertragen werden (Abounit et al. 2016). Des Weiteren ist eine Verbreitung durch 

Exosom-abhängige Mechanismen in Mikrogliazellen bekannt (Asai et al. 2015).  

Die Toxizität dieser frühen pathologischen Tau-Spezies steht in engem Zusammenhang mit 

dem Oligomerisierungsprozess, der die Aggregation unterstützt und Arten produziert, die in 

der Lage sind, als "Nukleus" zu fungieren und die Ausbreitung zu initiieren (Cowan und Mudher 

2013). In der Vergangenheit hat sich die Forschung hauptsächlich auf die Läsionen der NFTs 

konzentriert; jetzt, da diese intermediären Spezies und ihre Toxizität identifiziert wurden, 



Einleitung und Hintergrund 

12 

scheinen sie vielversprechende Aussichten als therapeutische Ziele zu bieten (Rakez et al. 

2015).  

1.4 Diagnose der AD 

Gegenwärtig stützt sich die Diagnose der AD ausschließlich auf klinische und 

neuropsychologische Tests. Eine zweifelsfreie Diagnose der AD ist bis heute erst nach einer 

histopathologischen Untersuchung des Gehirns von Patienten post mortem möglich. Weiterhin 

ist die Differenzierung der AD von anderen neurodegenerativen Demenzformen, einschließlich 

einer milden kognitiven Störung (MCI), FTDP-17, Lewy-Körperchen-Demenz und Creutzfeldt-

Jakob-Krankheit entscheidend. In den letzten Jahrzehnten wurde im Bereich der Diagnostik 

viel Forschung betrieben, so werden heute unter anderem Magnetresonanztomographie 

(MRT) und PET als bildgebende Verfahren eingesetzt. Mittels MRT kann der mit AD 

einhergehende Verlust der Gehirnmasse aufgezeigt werden. Da dieser Verlust erst in einem 

späten Stadium der AD auftritt, ist diese Methode für eine frühzeitige Diagnosestellung nicht 

geeignet, da die pathologischen Veränderungen im Gehirn schon ein Jahrzehnt oder länger 

vor dem Auftreten der Symptome beginnen können (Barthélemy et al. 2020; Braak et al. 2011; 

Villemagne et al. 2013). Um frühe krankheitsbedingte zelluläre Veränderungen feststellen zu 

können, werden in der Diagnostik vermehrt PET eingesetzt (Johnson et al. 2012). Mit 18F-

Florbetapir, 18F-Florbetaben und 18F-Flutemetamol verfügt die Diagnostik aktuell über einige 

PET-Tracer, welche auf die Aɓ-Pathologie abzielen und für den klinischen Einsatz geeignet 

sind (Kolanko et al. 2020). Die Entwicklung von PET-Tau wird intensiv vorangetrieben. Es 

wurden bereits mehrere Tau-Tracer entwickelt und in PET-Studien am Menschen getestet. 

Beispiele dafür sind [18F]FDDNP (Shoghi-Jadid et al. 2002) und [18F]-T807 (Chien et al. 2013). 

Die Messung von Biomarkern in der Zerebrospinalflüssigkeit (CSF) in der klinischen Routine 

zur Unterstützung der Diagnose von AD ist weit verbreitet (Jack et al. 2010). Dafür werden die 

Konzentrationen von Aɓ42-Peptid (und das Aɓ42/Aɓ40 Verhältnis), die Tau-Gesamtmenge (t-

Tau) und Phosphoryliertes-Tau (p-Tau) als spezifische Biomarker für AD verwendet, da sie 

direkt mit den pathologischen Prozesse der AD korrelieren (Biagioni und Galvin 2011). Die 

Kombination aus einem niedrigem Aɓ42 und einem hohem Tau-Wert steht mit einer hohen 

Wahrscheinlichkeit mit den pathologischen Merkmalen der AD in Verbindung (Tapiola et al. 

2009). Folglich kann der Einsatz von Biomarkern in der klinischen Routine als Unterstützung 

einer Diagnose dienen, nicht aber zu einer sicheren Diagnose der AD angewandt werden.  
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1.5 Aktuell verfügbare Therapiemöglichkeiten der AD 

Die bislang zugelassenen Therapiemöglichkeiten der AD sind zurzeit auf die symptomatische 

Behandlung der Demenzerscheinungen beschränkt. Es handelt sich dabei ausschließlich um 

palliative Therapiemöglichkeiten, wodurch der Krankheitsfortschritt im besten Fall 

verlangsamt, jedoch nicht gänzlich aufgehalten werden kann. Je nach Schwere der 

Erkrankung kommen unterschiedliche Wirkstoffklassen zum Einsatz.  

Die symptomatischen Behandlungsansätze zielen darauf ab, das 

Neurotransmittergleichgewicht aufrechtzuerhalten. Bei AD-Patienten ist, durch den 

fortschreitenden Verlust funktionsfähiger Nervenzellen, die Konzentration des 

Neurotransmitters Acetylcholin verringert. Die Behandlung mit Acetylcholinesterase-

Inhibitoren wie Donezepil (Rogers et al. 1998; Shah und Royston 1997), Galantamin (Wilcock 

et al. 2000) und Rivastigmin (Rösler et al. 1999) wird bei Patienten mit milder bis moderater 

AD angewendet. Die Gabe des Antidementivums wirkt den kognitiven Defiziten über eine 

Verringerung des Abbaus von Acetylcholin entgegen. Dadurch können die kognitiven 

Einschränkungen für eine kurze Zeit verbessert und die geistige Leistungsfähigkeit gesteigert 

werden. Patienten mit moderater bis schwerer AD werden in der Regel mit N-Methyl-D-

Aspartat (NMDA)-Rezeptor-Antagonisten (Memantin) behandelt. Mit der Verabreichung von 

Memantin wird ein übermäßiger Einstrom des exzitatorischem Neurotransmitters Glutamat in 

die Neuronen verhindert. Die Neurotoxizität wird somit verringert und es kommt zu einer 

kurzzeitigen Verzögerung der AD-Symptomatik (Reisberg et al. 2003; Wenk et al. 1995). Für 

Patienten mit einer schweren AD ist auch eine Kombinationstherapie mit Acetylcholinesterase-

Inhibitoren und NMDA-Rezeptor Antagonisten möglich (Howard et al. 2012). Darüber hinaus 

gibt es bereits Forschungsansätze, die beide Wirkmechanismen in einem Wirkstoff vereinen 

(Kaniakova et al. 2019). Zusätzlich werden die psychischen Beschwerden oft noch mit einer 

Kombinationstherapie aus Antidepressiva und Antikonvulsiva behandelt (Ballard et al. 2011).  

1.5.1 Übersicht aktueller Therapieansätze in der Forschung 

Auf der Suche nach neuen Wirkstoffen zur symptomatischen und kurativen Behandlung der 

AD wurden in den letzten Jahren zahlreiche Substanzen bzw. Therapieansätze verfolgt und in 

klinischen Studien getestet. Einige dieser Wirkstoffkandidaten erreichten dabei die klinische 

Phase-III, jedoch schieden die meisten bisher wegen nicht nachweisbarer oder mangelnder 

Wirksamkeit oder unerwünschter Nebenwirkungen in AD-Patienten aus. Um das Fortschreiten 

der AD aufzuhalten, wird nach Therapeutika gesucht, die in die pathogenen Schritte eingreifen, 

welche für die klassischen Symptome verantwortlich sind. Andere mögliche Ansätze werden 

durch neuroprotektive, entzündungshemmende, wachstumsfaktorfördernde, 
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stoffwechselwirksame Wirkstoffe und Stammzelltherapien verfolgt. Derzeit befinden sich 29 

Wirkstoffkandidaten in klinischen Prüfungen der Phase III, wovon es sich bei 17 von ihnen um 

krankheitsveränderte Wirkstoffe handelt (Cummings et al. 2020).  

1.5.2 Aɓ-Peptid-basierte Behandlungsstrategien 

Eine mögliche Aɓ-basierte Behandlungsstrategie ist die Aɓ-Eliminierung durch aktive 

Immunisierung mittels CAD106 oder ABvac40 (Farlow et al. 2015) und passive Immunisierung 

durch Crenezumab und Solanezumab (Fuller et al. 2015). Ein weiterer Ansatz ist die Reduktion 

der Aɓ-Produktion durch ɓ- und ɔ-Sekretase-Inhibitoren (Eketjäll et al. 2016; Geschwindner et 

al. 2007; Mandal et al. 2016). Der aktuell vielversprechendste Ansatz beruht auf dem humanen 

monoklonalen Antikörper (Aducanumab), der sowohl mit unlöslichen Aɓ-Fibrillen als auch mit 

löslichen Aɓ-Oligomeren interagiert. Dieser zeigte in einer einzelnen Studie eine Reduktion 

der Aɓ-Plaques und eine deutliche Verlangsamung des Fortschreitens kognitiver 

Beeinträchtigungen (Sevigny et al. 2016). Die Wirkung bleibt jedoch umstritten und muss in 

weiteren Studien bewiesen werden. Dennoch erhielt der Wirkstoff von Biogen im Juni 2021 die 

US-Zulassung durch die Food and Drug Administration (FDA) und ist seitdem unter dem 

Namen Aduhelm verfügbar. Die Zulassung wurde jedoch an die Auflage geknüpft, die 

Wirksamkeit des Medikaments in einer weiteren klinischen Studie unter Beweis zu stellen, da 

die Ergebnisse der vorangegangenen Studien widersprüchlich waren. In den durchgeführten 

klinischen Studien konnte die Reduzierung der Aɓ-Plaques lediglich bei der höchsten 

verabreichten Dosis (10 mg/kg) gezeigt werden. Eine Verbesserung der kognitiven 

Fähigkeiten der Patienten konnte allerdings nicht beobachtet werden (Mullard 2021). Bei 35 % 

der Probanden kam es durch die Behandlung mit Aduhelm zu Hirnschwellungen, die 

unerkannt zu Hirnblutungen führen können (Knopman et al. 2021). Daher lehnte die 

Europäische Arzneimittel-Agentur (EMA) aufgrund von nicht nachgewiesener Wirksamkeit und 

möglichen schwerwiegenden Nebenwirkungen den Antrag auf Zulassung ab. Aduhelm kann 

AD weder heilen noch den Krankheitsverlauf stoppen. Allenfalls eine leichte Verzögerung der 

kognitiven Einschränkungen scheint möglich.  

1.5.3 Tau-basierte Behandlungsstrategien 

Die Therapieforschung fokussierte sich in den letzten Jahren überwiegend auf Aɓ-basierte 

Behandlungsmöglichkeiten, jedoch blieb der gewünschte Durchbruch bisher aus. Trotz der 

Hypothese, dass die Anhäufung von Aɓ die Hauptursache für AD ist, haben Studien gezeigt, 

dass die pathologischen Veränderungen von Tau enger mit kognitiven Veränderungen und 

dem Fortschreiten der Krankheit korrelieren (Bejanin et al. 2017), wodurch die Tau-

Pathophysiologie immer mehr in den Vordergrund der AD-Therapie rückte.  
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Im Folgenden werden die aktuell in klinischen Studien befindlichen Wirkstoffe zur Bekämpfung 

der Tau-Pathologie bei AD zusammengefasst (Tabelle 1).  

Tabelle 1: Übersicht einer Auswahl der verschiedenen Tau-Protein-basierten Wirkstoffe in klinischen 

Studien.(Cummings et al. 2020) 

Wirkstoff Wirkmechanismus Therapieansatz 
Klinische 

Studie 

TRx0237 (LMTX) Aggregations-Inhibitor 
Reduktion neuronaler 

Schäden 
Phase 3 

ABBV-8E12 Monoklonaler Antikörper (mAk) 
Tau-Eliminierung, 

Inhibition Spreading 
Phase 2 

BIIB092 mAk 
Tau-Eliminierung, 

Inhibition Spreading 
Phase 2 

IONIS MAPTRx 

(BIIB080) 

Antisense-Oligonukleotid, 

MAPT-RNA-Inhibitor 
Reduktion Tau-Produktion Phase 2 

LY3303560 

(Zagotenemab) 
mAk 

Tau-Eliminierung, 

Inhibition Spreading 
Phase 2 

Nicotinamide 
Histon-Deacetylase (HDAC)-

Inhibitor; MT-Protein-Modulator 

Reduktion MT-

Depolymerisation und 

Phosphorylierung 

Phase 2 

Semorinemab 

(RO7105705) 
mAk 

Eliminierung von 

extrazellulärem Tau 
Phase 2 

anle138b Aggregations-Inhibitor Inhibition Aggregation Phase 1 

BIIB076 mAk 
Tau-Eliminierung, Inhibition 

Spreading 
Phase 1 

Lu AF87908 mAk Tau-Eliminierung Phase 1 

TPI-287 
Bindung an Tubulin,  

MT-Stabilisierung 
Reduktion zellulärer Schäden Phase 1 

PNT001 mAk 

Inhibition Aggregation, 

Stabilisierung des axonalen 

Transports 

Phase 1 

 

Zusätzlich zu den in klinischen Phasen getesteten Wirkstoffen befinden sich aktuell noch viele 

weitere potentielle Tau-Therapeutika in der präklinischen Forschung (zusammengefasst von 

Wang et al. 2021). Die Tau-basierten Therapien gliedern sich in folgende Ansätze: 1. MT-

Stabilisierung, 2. Regulierung der Tau-Phosphorylierung, 3. Tau-Aggregationsinhibitoren (TAI) 

und 4. Anti-Tau-Immuntherapie.  
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Da Tau durch seine Assoziation/Dissoziation mit den MT an der Dynamik und am neuronalen 

axonalen Transport beteiligt ist, werden auch MT-stabilisierende Wirkstoffe für die Behandlung 

von Tauopathien in Betracht gezogen. Beispiele dafür sind Epothilone D (Zhang et al. 2012) 

und Dictyostatin (Makani et al. 2016). Beide reduzierten die axonale Dystrophie und erhöhten 

die axonale MT-Dichte mit einer Reduzierung der Tau-Pathologie bei PS19-Mäusen (Makani 

et al. 2016; Zhang et al. 2012). Unter den verschiedenen Kinasen, die an der Tau-

Phosphorylierung beteiligt sind, rückte die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) in den Fokus 

der Entwicklung möglicher Kinase-Inhibitoren. Der Wirkstoffkandidat Tideglusib wurde bereits 

in einer klinischen Phase-II auf Wirksamkeit, Sicherheit und Verträglichkeit bei AD-Patienten 

getestet, brachte aber laut dieser Studie keinen klinischen Nutzen (Lovestone et al. 2015). 

Allerdings haben Kinasen oder auch Protein-Phosphatasen wichtige physiologische 

Wirkungen, welche durch eine Inhibierung dieser Enzyme verloren ginge.  

Neben den genannten Tau-basierten Ansätzen wie Immuntherapie, MT-Stabilisatoren und 

Kinase-Inhibitoren sind die Tau-Aggregationsinhibitoren, wie Rhodamin-basierende Wirkstoffe 

(Bulic et al. 2007), unter ihnen die meist untersuchten Therapeutika. Seit der Entdeckung der 

Phenothiazine (Wischik et al. 1996) als Tau-Aggregationsinhibitoren wurden viele weitere 

niedermolekulare Inhibitoren, u.a. Methylenblau, entdeckt und in biologischen Modellsystemen 

charakterisiert (Congdon et al. 2012; Harrington et al. 2008; Pedersoli-Mantoani et al. 2014). 

TRx0237 (LMTX), ein Derivat von Methylenblau, gehört derzeit zu den vielversprechenden 

Tau-basierten Substanzen für die Behandlung von AD (Congdon et al. 2012; ClinicalTrails.gov 

Identifier: NCT03446001; Harrington et al. 2008; Hosokawa et al. 2012). Ein weiterer 

Wirkstoffkandidat ist der aktive Tau-Impfstoff AADvac-1, der die Phase II Studie erfolgreich 

beendet hat. Zuvor konnte in transgenen AD-Ratten eine Verbesserung des klinischen 

Phänotyps erzielt werden (Kontsekova et al. 2014; Nizynski et al. 2018; Novak et al. 2017). 

Ebenfalls von aktuellem Interesse sind Tau-Antisense-Oligonucleotide (IONIS MAPTRx), die 

auf die Tau-Expression abzielen und somit selektiv die Tau-mRNA und die Tau-Proteine 

reduzieren (DeVos et al. 2017). Der Wirkstoff Nilotinib, ein Tyrosin-Kinase-Inhibitor, der bereits 

für die Behandlung der Leukämie zugelassen ist, reduzierte in AD-Tiermodellen sowohl die 

Aɓ-Plaques als auch den phosphorylierten Tau-Anteil. In einer Phase-II-Studie konnten die 

Sicherheit, Verträglichkeit und die positiven Effekte bestätigt werden (Turner et al. 2020).  

Neben den krankheitsmodifizierenden Wirkstoffklassen gibt es auch noch zahlreiche weitere 

Therapieansätze, die nicht auf die Aɓ- oder Tau-Pathologie abzielen. Beispiele bisher an AD-

Tiermodellen getestete Wirkstoffe bzw. Therapieansätze sind: Antiepileptika (Sanchez et al. 

2012), Nahrungsergänzungsmittel (Cummings et al. 2017), Diäten (Zhang et al. 2017) und 

Fyn-Kinase-Inhibitoren (Nygaard et al. 2015).  
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1.5.1 Vorteile D-Peptid-basierter Therapeutika 

Peptid-Therapeutika finden in den letzten Jahren vermehrt Anwendung bei der Behandlung 

verschiedener Krankheiten (Danho et al. 2009). Peptide werden im Allgemeinen als kurze 

Ketten aus zwei oder mehr (< 100) AS definiert (Hayashi et al. 2012). Ein wichtiger Aspekt für 

Peptid-Therapeutika ist, dass sie sich nicht in spezifischen Organen wie der Leber oder der 

Niere ansammeln, was folglich zu einer geringeren Toxizität, weniger Nebenwirkungen und 

einer besseren Verträglichkeit führt. Darüber hinaus kommt es bei der Verabreichung von D-

Peptiden verglichen zu L-Peptiden zu einer geringen Immunantwort (Arranz-Gibert et al. 2018; 

Chalifour et al. 2003; Sadowski et al. 2004; Schumacher et al. 1996). 

Die Verwendung von D-Peptiden ist deshalb interessant, da sie weniger anfällig gegenüber 

Proteasen sind (Chalifour et al. 2003; Miller et al. 1995; Milton et al. 1992; Poduslo et al. 1999; 

Pujals et al. 2007; Schumacher et al. 1996) und eine höhere Bioverfügbarkeit in Serum 

(Sadowski et al. 2004) aufweisen, was sie für die Anwendung in vivo geeigneter macht (Pujals 

et al. 2007). D-Enantiomere bilden die exakte spiegelbildliche dreidimensionale Struktur ihrer 

L-Gegenstücke ab (Le Zhao und Lu 2014). Therapeutisch sind kleine Peptidwirkstoffe von 

Bedeutung, da Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Peptiden auch viele natürliche 

zelluläre Prozesse vermitteln. D-Peptide werden aktiv im Zusammenhang mit einer Reihe von 

Krankheiten wie HIV/AIDS (Welch et al. 2007; Welch et al. 2010) oder AD erforscht (Funke et 

al. 2012; Wiesehan et al. 2003).  

1.6 Peptid-basierte Therapieansätze für AD 

Peptide stellen eine einzigartige Klasse von pharmazeutischen Verbindungen dar, die 

molekular zwischen kleinen Molekülen und Proteinen angesiedelt sind, sich aber biochemisch 

und therapeutisch von beiden unterscheiden (Lau und Dunn 2018). Bei der Therapie mit 

Peptid-basierten Wirkstoffen konnten bereits einige Erfolge erzielt werden (Kokkoni et al. 2006; 

Taddei et al. 2010). Durch die Bildung eines Komplexes aus Protein und Peptid sind 

verschiedene Wirkmechanismen denkbar: die Stabilisierung der monomeren-physiologischen 

Proteinform, der Einsatz als Aggregations-Inhibitoren durch Bildung amorpher, nicht-toxischer 

Aggregate und die Disassemblierung von löslichen Oligomeren und Fibrillen zu 

niedermolekularen, nicht toxischen Einheiten (Ladiwala et al. 2011). Mittlerweile sind nasale, 

orale oder inhalierbare Applikationsformen beschrieben (Chalifour et al. 2003; Danho et al. 

2009; Funke et al. 2010; Milton et al. 1992; Pappenheimer et al. 1994; Pappenheimer et al. 

1997). 

In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass das Phagen-Display auch im Bereich der AD eine 

effiziente Methode zur Selektion von hochaffinen Bindepartnern darstellt. Insbesondere die 
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Selektion von Peptiden gegen das Aɓ-Peptid ist äußert erfolgreich und kann bereits einige 

Erfolge verzeichnen, sowohl im Bereich der Aggregations-Inhibitoren (Funke et al. 2010; 

Larbanoix et al. 2011; Rudolph et al. 2016; van Groen et al. 2008) als auch bei der Diagnose 

(van Groen et al. 2009; Wang et al. 2009; Wiesehan et al. 2003). Verglichen dazu sind nur 

einige wenige aus Phagen-Display-Selektionen stammende Peptide gegen das Tau-Protein 

beschrieben (Chen et al. 2019; Dammers et al. 2016; Zhang et al. 2020).  

Ein bereits gut charakterisiertes und vielversprechendes gegen Aɓ gerichtetes Peptid ist das 

Peptid D3 (AS-Sequenz: rprtrlhthrnr) (Wiesehan et al. 2003). Es besteht aus 12 nicht-

physiologischen D-AS und wurde aus einer Spiegelbild-Phagen-Display-Selektion abgeleitet. 

Durch die Chiralität von AS wird die Selektion gegen das Spiegelbild des ursprünglichen 

Zielmoleküls ermöglicht (Schumacher et al. 1996). D3 zeigte in vitro aggregationsinhibierende 

und anti-toxische Eigenschaften (Wiesehan et al. 2008). Die in vivo Effizienz konnte sowohl 

nach intrazerebraler Injektion als auch bei oraler Verabreichung in transgenen Mäusen 

bewiesen werden. Die Verabreichung von D3 reduzierte die Plaquebildung und 

inflammatorischen Reaktionen und führte zu einer signifikanten Verbesserung der kognitiven 

Fähigkeiten der Mäuse (Funke et al. 2010; van Groen et al. 2008). Weiterhin wurde gezeigt, 

dass D3 unter unphysiologisch hohen in vitro-Konzentrationen die Umwandlung von Aɓ-

Oligomeren in amorphe Aggregate bewirkt (Funke et al. 2010; van Groen et al. 2008). In der 

Zwischenzeit wurden Derivate von D3 (ANK6) beschrieben und charakterisiert (Klein et al. 

2017). Ein weiteres Optimierungsderivat RD2 erwies sich, im Vergleich zu D3, signifikant 

effizienter in der Aɓ-Oligomer-Elimination (Kutzsche et al. 2017; van Groen et al. 2017) und 

konnte erfolgreich die klinische Phase-I beenden. Pharmakokinetische Studien der D-Peptide 

in Wildtyp-Mäusen ergaben eine vielversprechende Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke 

(Schartmann et al. 2018; van Groen et al. 2017). Am Beispiel des gut charakterisierten 

Peptides D3 und dessen Varianten wird das therapeutische Potential der Peptide deutlich.  

Neben Aɓ-bezogenen Therapieansätzen sind auch weitere Peptide beschrieben, die auf die 

Tau-Pathologie abzielen. Eines der ersten Tau-assoziierten und meist charakterisierten 

Peptid-Therapeutika ist das NAP-Peptid (Davunetide, NAPVSIPQ), welches bereits 

vielversprechende Ergebnisse sowohl in vitro als auch in vivo lieferte (Bassan et al. 1999; 

Matsuoka et al. 2008; Quraishe et al. 2013; Shiryaev et al. 2009). NAP ist ein aus acht AS-

Resten bestehendes Peptid, das von dem aktivitätsabhängigen neuroprotektiven Protein 

(ADNP) abgeleitet ist. NAP wird eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben, da es die 

Akkumulation hyperphosphorylierten Taus verhindert und gleichzeitig einen Schutz gegenüber 

kognitiven Defiziten bietet (Matsuoka et al. 2008). NAP bewirkt neben der Reduktion der Tau-

Hyperphosphorylierung auch die Stabilisierung der MT. In einer Phase-II-Studie bei Patienten 

mit MCI, als Vorstufe der AD, konnte NAP (AL-108 nasale Form) als allgemein sicher und gut 

verträglich eingestuft werden und zeigte leichte Verbesserungen der Aufmerksamkeits- und 
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Gedächtnisleistung (Morimoto et al. 2013). In einer klinischen Studie, bei der die Wirkung von 

Davunetid auf PSP untersucht wurde, konnte NAP allerdings keine signifikanten 

Verbesserungen des Zustands der Betroffenen bewirken (Boxer et al. 2014).  

Die Tau-Fragmente PHF6 und PHF6* sind wichtige Antreiber der Tau-Aggregation (vgl. 

1.3.2.3). Tau-Aggregationsinhibitoren, welche an diese Regionen binden, sind daher in den 

Fokus der Forschung gerückt (Dammers et al. 2016; Malhis et al. 2021; Seidler et al. 2018; 

Sievers et al. 2011).  

Eine Möglichkeit der Suche nach möglichen Tau-Aggregationsinhibitoren ist die Generierung 

nicht natürlicher Peptidsequenzen auf Basis der AS-Struktur der Zielproteine oder Zielpeptide. 

Im Jahr 2011 generierten Sievers et al. mittels einer computergestützten Analyse das 

inhibitorische D-Peptid tlkivw, welches durch Bindung an die PHF6-Sequenz die Anlagerung 

weiterer PHF6-Konstrukte an bereits gebildete Fibrillen sterisch inhibierte und zu einer 

Verlangsamung der Aggregatbildung führte. Das Peptid erwies sich als hoch 

sequenzspezifisch, da keine Bindung an Tau-Monomer bzw. an das Aɓ-Peptid nachgewiesen 

werden konnte. In vitro Untersuchungen ergaben eine Inhibierung der Aggregation verkürzter 

Tau-Konstrukte wie K19, jedoch keine Inhibierung der Volllänge-Tau Aggregation, wobei 

weiterführende in vivo Untersuchungen nicht beschrieben wurden (Sievers et al. 2011).  

Das Ziel einer weiteren Untersuchung war die Identifikation spezifischer Inhibitoren gegen die 

PHF6* getriebene Tau-Aggregation mittels in silico Modellierung. Am erfolgreichsten erwiesen 

sich die zwei Peptidsequenzen MINK und WINK, woraus man in einem zweiten 

Optimierungsschritt das Peptid W-MINK generierte. Im Vergleich zu dem Peptid tlkivw 

inhibierte W-MINK die Aggregation des Volllänge-Tau-Proteins in vitro und das Seeding von 

Tau-Fibrillen. Weiterführende in vivo Untersuchungen von W-MINK wurden bislang nicht 

beschrieben (Seidler et al. 2018).  

Im Jahr 2016 wurden in unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe eines Spiegelbild-Phagen-Display 

12mer-D-Peptide gegen Fibrillen der PHF6-Sequenz selektioniert (Dammers et al. 2016). In 

vitro Untersuchungen der Peptide APT, KNT, TL28, TD28 und TD28rev (rev - retro-invers) 

ergaben eine aggregationshemmende Wirkung auf PHF6-, TauK19- und TauFL. Der 

Bindemechanismus der D-Peptide an die PHF6-Fibrillen schien dabei ähnlich dem des Peptids 

von Sievers et al. zu sein. Zellkulturuntersuchungen können erste Hinweise auf mögliche 

Zytotoxizitäten aufzeigen. So auch im Falle der Peptide von Dammers et al, worin einige 

Peptide eine zytotoxische Wirkung durch Penetration in den Zellkern aufwiesen (Dammers et 

al. 2016).  

Griner et al generierten über die Aɓ-Kernsegment Struktur Peptid-basierte Inhibitoren (D1, 

D1b, D1d, LC), die die Aggregation von Aɓ und die Toxizität von bereits aggregierten Spezies 
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reduzierten. Zudem wurde festgestellt, dass diese Inhibitoren die Effizienz der Aɓ-vermittelten 

Tau-Aggregation reduzierten und darüber hinaus die Aggregation und das Seeding von Tau-

Fibrillen verringerten. Die Fähigkeit dieser Inhibitoren, sowohl mit Aɓ- als auch mit Tau-Seeds 

zu interagieren, deutet darauf hin, dass diese Seeds ein strukturell ähnliches Epitop aufweisen. 

Es unterstützt die Hypothese, dass sogenanntes Cross-Seeding ein Mechanismus ist, durch 

den Amyloid mit der Tau-Aggregation verbunden ist und den kognitiven Verfall fördern könnte 

(Griner et al. 2019).  

Kürzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe mittels Spiegelbild-Phagen-Display ein weiteres D-

Peptid gegen PHF6*-Fibrillen generiert. MMD3 und seine retro inverse Form (MMD3rev) 

hemmten in vitro die Fibrillierung des PHF6*-Peptids, der Repeat-Domäne von Tau sowie von 

Volllänge-Tau. Dynamische Lichtstreuung und Rasterkraftmikroskopie-Untersuchungen 

ergaben, dass MMD3 die Bildung von ɓ-Faltblatt-reichen Tau-Fibrillen verhindert, indem es 

Tau in große amorphe Aggregate überführt. Darüber hinaus wurden durch in silico-

Modellierung molekulare Erkenntnisse über den Bindungsmodus von MMD3 an PHF6*-

Fibrillen gewonnen. Die identifizierten PHF6*-Zielpeptide wurden von neuronalen Zellen 

aufgenommen (Malhis et al. 2021).
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2 Zielsetzung 

Aktuell ist keine kausale Therapiemöglichkeit der AD verfügbar, sodass die Behandlung der 

Betroffenen nur palliativ und symptomatisch erfolgen kann. Dieser Umstand verdeutlicht die 

Dringlichkeit einer innovativen Therapiemethode für AD. Ein zukünftiger Therapieansatz sollte 

die Protein-Fehlfaltung, Protein-Aggregation und die Verbreitung der löslichen toxischen 

Einheiten berücksichtigen. Die Verwendung kleiner Tau-bindender D-Peptide scheint dabei 

ein vielversprechender Ansatz. 

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und funktionelle Charakterisierung neuartiger Tau-

Aggregationsinhibitoren in Form von D-Peptiden als potentiellen Therapieansatz für die AD. In 

der Vergangenheit beschriebene Tau-bindenden Peptide wurden auf die bekannten 

aggregationsfördernden Hexapeptide PHF6 und PHF6* entwickelt. Deswegen sollte in der hier 

beschriebenen Phagen-Display-Selektion das Wildtyp-Volllänge-Tau (TauFL) in L-

Konfiguration als Zielprotein verwendet werden, mit dem Ziel, L-Peptide zu selektieren, die ein 

frühzeitiges Eingreifen in den pathologischen Tau-Fibrillisationsprozess ermöglichen. Da diese 

selektionierten Peptide das Potential besitzen, einerseits die native Tau-Form zu stabilisieren 

und/oder andererseits die Aggregation des physiologischen Taus zu einem frühen Zeitpunkt 

verhindern zu können. Die ausgewählten selektierten L-Peptide sollten im Anschluss als D-

Peptide synthetisiert werden. Weiterhin sollten die D-Peptide in vitro weitestgehend auf ihren 

therapeutischen Nutzen untersucht werden. Im Fokus stand dabei die Überprüfung der D-

Peptide hinsichtlich ihrer Verwendung als potentielle Tau-Aggregationsinhibitoren. Hierbei 

sollte die inhibitorische Aktivität mit bereits beschriebenen Peptiden vergleichbar sein. Die 

Interaktion der D-Peptide mit TauFL und weiteren Tau-Spezies die nachweislich zur Tau-

Pathologie beitragen war von Interesse. Um ein detaillierteres Verständnis über den 

Mechanismus der Aggregationsinhibition der D-Peptide zu erhalten, sollte mittels Dynamischer 

Lichtstreuung (DLS) die Tau-Partikelgrößenverteilung untersucht werden. Da die Tau-

Pathologie nicht nur für AD beschrieben, sondern auch Hauptmerkmal anderer Tauopathien 

ist, sollte zusätzlich der Einfluss der D-Peptide auf die Aggregation von 

krankheitsverursachenden Tau-Mutationsformen (TauRDȹK, TauFLȹK, TauFL-A152T, TauFL-P301L) 

untersucht werden, da dies die Anwendungsbreite der D-Peptide auf weitere Tauopathien 

erweitern könnte.  

Um später als AD-Therapeutikum eingesetzt werden zu können, ist die Aufnahme der D-

Peptide in neuronale Zellen essentiell. Folglich sollte in Zellkulturuntersuchungen die 

Aufnahme der D-Peptide von neuronalen Zellen untersucht werden. Weiterhin sollte durch die 

Inkubation der Zellen mit den entsprechenden D-Peptiden die Toxizität herkömmlich 

gebildeten Tau-Aggregaten verhindert werden, um die Lebensfähigkeit der Zellen 
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aufrechtzuerhalten. Die ausgewählten D-Peptide, die sich in vitro als erfolgreiche Inhibitoren 

der Tau-Aggregation erweisen, sollen zukünftig in vivo auf ihr therapeutisches Potential 

untersucht werden. Die D-Peptide haben das Potential auf die intrazelluläre Tau-Aggregation 

zu wirken und parallel der extrazellulären Verbreitung der toxischen Tau-Spezies 

entgegenzuwirken, was die D-Peptide zu vielversprechenden Kandidaten für eine kurative AD-

Behandlung macht. 
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3 Material und Methoden 

Alle Chemikalien wurden, wenn im Text nicht anders erwähnt, von den Firmen Sigma-Aldrich 

(Taufkirchen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Thermo Fisher Scientific 

(Darmstadt, Deutschland) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Die 

Substanzen wurden in der höchsten verfügbaren Reinheit verwendet. Für 

molekularbiologische Methoden wurden RNase- und DNase-freie Materialien genutzt. Die 

Herstellung verwendeter Lösungen und Puffer erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit 

destilliertem Wasser als Lösungsmittel. 

Alle verwendeten Geräte, Materialien, Chemikalien, Lösungen, Puffer, Kits für die mikro- und 

molekularbiologischen Methoden sind im folgenden Abschnitt zusammengefasst.  

3.1 Geräte und Materialien 

Im nachfolgenden Abschnitt sind alle verwendeten Geräte mit der jeweiligen Software und die 

Materialien aufgeführt (Tabelle 2). 

Tabelle 2: Auflistung verwendeter Geräte. 

Bezeichnung Modell Hersteller 

CO2-Inkubator HeracellTM 150i 
Thermo Fisher Scientific 

(Darmstadt, Deutschland) 

Detektoren 

Molecular Imager® GelDocTM XR+ 

Sofware Image LabTM V 6.0.1 

Bio-Rad Laboratories 

(Feldkirchen, Deutschland) 

Image Quant LAS 4000 mini 

Sofware Image Quant LAS 4000 V 1.3 

GE Healthcare 

(Freiburg, Deutschland) 

Dynamische 

Lichtstreuung (DLS) 

Zetasizer Nano S Quarz-Batch-Küvette 

(ZEN2112) 

Software Zetasizer 7.11 

Malvern Instruments 

(Herrenberg, Deutschland) 

Inkubator MaxQ SHKE6000 Thermo Fisher Scientific 

Mikroskop 
CellVoyager 

Software CellPathfinder (R3.04.02) 

Yokogawa 

(Ratingen, Deutschland) 

Mikrotiterplattenleser 

MultiskanTM GO 

Software SkanItTM V 3.2 
Thermo Fisher Scientific 

SAFIRE 

Software Magellan V 7.2 

TECAN 

(Männedorf, Schweiz) 
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Bezeichnung Modell Hersteller 

FLUOstar OPTIMA 

Software MARS V 3.32 R4 

BMG Labtechnologie 

(Ortenberg, Deutschland) 

Mikrotiterplatten-

Waschgerät 
WellwashÊ Thermo Fisher Scientific 

Proteinkonzentrator 
Zentrifugen-Filtereinheit 

VivaSpin (10 kDa) 

Merck 

(Darmstadt, Deutschland) 

SDS-Gel Apparatur 

Mini-Protean® Tetra Handcast System Bio-Rad Laboratories 

PowerPac Universal Power Supply Bio-Rad Laboratories 

SDS-Gel Tris-Glycin Gradientengel (8 ï 16 %) Bio-Rad Laboratories 

Thermoschüttler Comfort 5355 
Eppendorf 

(Hamburg, Deutschland) 

Transfer System Trans-Blot® TurboÊ Bio-Rad Laboratories 

Western Blot PVDF-Membran 
Carl Roth 

(Karlsruhe Deutschland) 

Zentrifugen 

Heraeus Multifuge X1R Thermo Fisher Scientific 

Optima Max-130K 
Beckman Coulter 

(München, Deutschland) 

MySPIN12 Thermo Fisher Scientific 

Heraeus Biofuge pico Thermo Fisher Scientific 
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3.2 Verwendete Chemikalien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Lösungen sind im Folgenden aufgelistet 

(Tabelle 3). Wenn nicht anders angegeben, wurden die aufgeführten Chemikalien in der 

Reinheit Ăp.a.ñ (Ó 99 %) verwendet. 

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien. 

Chemikalie Hersteller 

Hexafluorisopropanol (HFIP) Carl Roth 

1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth 

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) Carl Roth 

5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-ɓ-D-galactosid (X-Gal) Carl Roth 

Aminosäuren (nicht-essentiell) 
PAA Laboratories GmbH 

(Pasching, Österreich) 

Ammoniumsulfat Carl Roth 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Carl Roth 

Bovines Serumalbumin, IgG-frei (BSA) Carl Roth 

Dimethylformamid (DMF) Carl Roth 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth 

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth 

Doxycyclin-Hydrochlorid Thermo Fisher Scientific 

Draq5 
Becton Dickinson Bioscience 

(Heidelberg, Deutschland) 

Dulbeccos Phosphatgepufferte Salzlösung 
Sigma Aldrich 

(Taufkirchen, Deutschland) 

Ethanol Carl Roth 

Ethylendiamin-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat 

(EDTA) 
Carl Roth 

Fetales Kälberserum (FBS) Sigma Aldrich 

Formaldehyd (37 %) Carl Roth 

Geneticin Thermo Fisher Scientific 

D(+)-Glucose Carl Roth 
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Chemikalie Hersteller 

Glycerin Carl Roth 

Glycin Carl Roth 

Hanksǋ Salzlºsung (HBSS) Sigma Aldrich 

Heparin Thermo Fisher Scientific 

HEPES Carl Roth 

Hygromycin B Thermo Fisher Scientific 

Isopropanol Carl Roth 

Isopropyl-ɓ-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Carl Roth 

Kaliumchlorid Carl Roth 

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth 

Kanamycinsulfat (Ó 750 I.U./mg) Carl Roth 

Lysogeny Broth (LB)-Medium Carl Roth 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Carl Roth 

Methanol (Ó 99,5 %) Carl Roth 

Milchpulver, fettarm Carl Roth 

Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Sigma Aldrich 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck 

Natriumacetat Carl Roth 

Natriumchlorid Carl Roth 

Natriumhydrogencarbonat Carl Roth 

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Carl Roth 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth 

Natronlauge 0,1 M Carl Roth 

PageRulerÊ Prestained Protein Ladder 250 kDa Thermo Fisher Scientific 

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) (100x) Thermo Fisher Scientific 

Polyethylenglykol (PEG) 6000 Carl Roth 

Poly-L-Lysin Sigma Aldrich 
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Chemikalie Hersteller 

Rotiphorese® SDS-PAGE (10x) Carl Roth 

Rotiphorese Brilliant Blau Carl Roth 

D(+)-Saccharose Carl Roth 

Salzsäure, 36 % Carl Roth 

Schwefelsäure, 95-98 % Carl Roth 

Sepharose-Q GE-Healthcare 

Sepharose-SP GE-Healthcare 

SIGMAFASTÊ Proteaseinhibitor-Tabletten Sigma Aldrich 

TAE-Puffer (50x) Carl Roth 

Tetracyclin Hydrochlorid (Ó 900 µg/ml) Carl Roth 

Thioflavin T/S Merck 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Carl Roth 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid (Tris-HCl) Carl Roth 

Tris-HCl 1,0 M (pH 6,8) Bio-Rad Laboratories 

Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) Bio-Rad Laboratories 

Triton®X 100 Sigma Aldrich 

Trypsin/EDTA, 0,5 % (10x) Thermo Fisher Scientific 

TWEEN 20 Carl Roth 

Wasserstoffperoxid Carl Roth 

ɓ-Mercaptoethanol Carl Roth 

3.3 Peptide und Peptidverbindungen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide sind im folgenden Abschnitt zusammengefasst 

(Tabelle 4) und wurden von der Firma JPT (Berlin, Deutschland) und an der Friedrich-

Alexander-Universität (FAU) Erlangen synthetisiert. Die aus der Phagen-Display Selektion 

stammende Sequenzen wurden vorerst als L-Peptide synthetisiert. Im weiteren Verlauf wurden 

die erfolgversprechendsten Peptide als D-Peptide synthetisiert. Alle Peptide wurde mit einem 

freien N-Terminus (Aminogruppe) und einer Amidgruppe am C-Terminus synthetisiert. Die 
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FAM-Markierung wurde am C-Terminus über einen zusätzlich eingefügten Lysin-Rest (K = 

Lys) gekoppelt. Die Peptide wurden mittels HPLC gereinigt. Die Lyophilisate wiesen in allen 

Fällen eine Reinheit von mindestens 95 % auf und wurden entsprechend den 

Herstellerangaben bei -20 °C gelagert. Für alle Untersuchungen wurden die Peptide in DMSO 

aufgenommen, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die Hexapeptide PHF6 und PHF6* wurden 

in HFIP gelöst.  

 

Tabelle 4: Auflistung der synthetischen Peptide. Angegeben sind die Peptidbezeichnung, AS-Sequenz (Ein-

Buchstaben-Codierung), Carboxy-terminale Konjugate, Molekulargewicht und der Hersteller. L-AS sind durch 

Großbuchstaben und D-AS durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet. 

Peptid Aminosäuresequenz Molekulargewicht [Da] Hersteller 

ISAL1 
H- SVFKLSLTDAAS- NH2 

H- SVFKLSLTDAAS- K- ( FAM)- NH2 

1238,40 

1725 
JPT 

ISAD1 
H- svfklsltdaas - NH2 

H- svfklsltdaas - k- (FAM) - NH2 

1238,40 

1725 
JPT 

ISAD1rev 
H- saadtlslkfvs - NH2 

H- saadtlslkfvs - k- (FAM) - NH2 

1238,40 

1725 
JPT 

ISAD1ld 
H- SvFkLsLtDaAs - NH2 

H- SvFkLsLtDaAs - K- (FAM) - NH2 

1238,40 

1725 
FAU 

ISAL1sam 
H- SASVTSKFDALL- NH2 

H- SASVTSKFDALL- K- (FAM) - NH2 

1238,40 

1725 
FAU 

L-ISA2 H- NHDMDLLVWWMN- NH2 1572,81 JPT 

L-ISA3 H- NWSMPGMTQGFL- NH2 1367,61 JPT 

L-ISA4 H- DFHQRDDDSQQA- NH2 1460,42 JPT 

L-ISA5 H- AMYQFSRNPHLP- NH2 1459,68 FAU 

L-ISA6 H- VSPAWDARTRSA- NH2 1315,44 FAU 

L-ISA7 H- MTPHGNSKTPSG- NH2 1212,34 FAU 

L-ISA8 H- HDWYRSPRMGLF- NH2 1563,79 FAU 

L-ISA9 H- DLSHGQDLMHHH- NH2 1425,53 JPT 
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3.4 Puffer, Medien und Kits 

Nachfolgend sind alle Puffer (Tabelle 5), Bakterienstämme und Plasmide (Tabelle 6), Medien 

(Tabelle 7) und Kits (Tabelle 8) dieser Arbeit zusammengestellt. Wenn nicht anders vermerkt, 

wurden alle Lösungen und Puffer mit Reinstwasser hergestellt.  

 

Tabelle 5: Zusammenfassung der verwendeten Puffer und Lösungen. 

Bezeichnung Zusammensetzung Anwendung 

Blockierungspuffer 
100 mM NaHCO3 

5 mg/ml BSA 

Phagen-Display 

Glycin-HCl 
200 mM Glycin 

(pH 2,2 eingestellt mit HCl) 

Immobilisierungspuffer 100 mM NaHCO3; pH 8,6 

IPTG/XGal 

5 % IPTG (w/v) 

4 % X-Gal (w/v) 

in DMF 

PEG/NaCl 
20 % Polyethylenglykol-8000 (w/v) 

2,5 M NaCl 

Tetracyclin (Tet) 
20 mg/ml in Ethanol:H2O (1:1) 

Endkonzentration: 20 µg/ml 

Tris-HCl 1 M Tris-HCl; pH 9,1 

Chromatographiepuffer 

20 mM HEPES; pH 6,8 

0,5 mM EDTA 

2 mM DTT 

Tau-Expression und 

Reinigung 

Elutionspuffer 

20 mM HEPES; pH 6,8 

0,5 mM EDTA 

2 mM DTT 

0,05 - 1 M NaCl 

Kanamycin (Kan) 
50 mg/ml 

Endkonzentration: 50 µg/ml 

Lysepuffer 

20 mM HEPES; pH 6,8 

500 mM NaCl 

1 mM EDTA 

50 mM 2-Mercaptoethanol 

2 mM Proteaseinhibitormix 
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Bezeichnung Zusammensetzung Anwendung 

Proteaseinhibitormix 

2 mM AEBSF 

0,3 µM Aprotinin 

130 µM Bestatin 

1 mM EDTA 

14 µM E-64 

1 µM Leupeptin 

Tau-Expression und 

Reinigung 

10x PBS 

1,37 M NaCl 

27 mM KCl 

100 mM Na2HPO4 

18 mM KH2PO4 

ELISA 

PBST 
1x PBS 

0,1 % (v/v) Tween-20 

10x TBS 

0,25 M Tris/HCl 

1,5 M NaCl 

0,025 M KCl 

pH 7,4 

TBST 
1x TBS 

0,1 % (v/v) Tween-20 

Immobilisierungspuffer 
100 mM NaHCO3 

pH 8,6 

Blockierungspuffer 
1x PBS 

3 % (w/v) BSA 

TMB-Substratlösung 
100 mM Natriumacetat (pH 6) 

70 µg/ml TMB- 

Stopplösung 20 % (v/v) H2SO4 

BES-Puffer 

5 g/L BES 

8 g/L NaCl 

0,12 g/L Na2HPO4 

pH 7,1 
Thioflavin-Test 

HEPES-Puffer 20 mM HEPES; pH 6,7 

Blotting-Puffer 

25 mM Tris 

192 mM Glycin; pH 8,3 

0,25 % SDS (w/v) 

20 % Methanol (w/v) Western-Blot 

Blockierungspuffer 
TBST 

5 % Milchpulver (w/v) 
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Tabelle 6: Verwendete Bakterienstämme und Plasmide.  

Bezeichnung Beschreibung Hersteller/Quelle 

E. coli BL21(DE3) Fï ompT hsdSB (rB
ï mB

ï) gal dcm (DE3) 
Novagen 

(Madison, USA) 

pET28b(+) vector Kan-Resistenz; T7 lac-Promotor; Insert: hTau40 
Novagen 

(Madison, USA) 

pET28b(+) vector Kan-Resistenz; T7 lac-Promotor; Insert: TauRDȹK 
zvg. von 

Wolfgang Hoyer 

 

Tabelle 7: Auflistung verwendeter Medien. 

Bezeichnung Zusammensetzung Anwendung 

LB-Kan-Flüssigmedium 

1 % (w/v) Trypton 

0,5 % (w/v) Hefe 

0,5 % (w/v) NaCl 

vor Gebrauch 0,05 % (v/v) Kanamycin 

Tau-Expression 

LB-Kan-Agar 

1 % (w/v) Trypton 

0,5 % (w/v) Hefe 

0,5 % (w/v) NaCl 

1,5 % (w/v) Agar 

0,05 % (v/v) Kanamycin 

LB-Tet-Flüssigmedium 

1 % (w/v) Trypton 

0,5 % (w/v) Hefe 

0,5 % (w/v) NaCl 

vor Gebrauch 0,1 % (v/v) Tetracyclin 

Phagen-Display 

LB-Tet-Agar 

1 % (w/v) Trypton 

0,5 % (w/v) Hefe 

0,5 % (w/v) NaCl 

1,5 % (w/v) Agar 

0,1 % (v/v) Tetracyclin 

LB-Tet-IPTG/X-Gal- 

Festmedium 

1 % (w/v) Trypton 

0,5 % (w/v) Hefe 

0,5 % (w/v) NaCl 

1,5 % (w/v) Agar 

0,1 % (v/v) Tetracyklin 

0,1 % (v/v) IPTG/X-Gal 

TOP-Agar 

1 % (w/v) Trypton 

0,5 % (w/v) Hefe 

0,5 % (w/v) NaCl 

0,7 % (w/v) Agarose 
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Tabelle 8: Zusammenstellung verwendeter Kits. 

Bezeichnung Komponenten Anwendung Hersteller 

Protein Assay Kit 
BSA Protein-Standards 

Test-Reagenz 

Proteinkonzentrations-

bestimmung 

Thermo Fisher 

Scientific 

Phagen-Display 

Peptid-Bibliothek  

(12-mer; ~1 x 1013 pfu/ml) 

-96 gIII sequencing primer 

E. coli-Stamm ER2738 

Phagen-Display 
New England 

Biolabs 

Plasmid Miniprep 

System 

Lysepuffer 

Neutralisationspuffer 

Endotoxin Waschpuffer 

Säulen Waschpuffer 

Elutionspuffer 

Säulen und Röhrchen 

Phagen-DNA-Extraktion 

Promega 

(Walldorf, 

Deutschland) 

Western-Blot 

Detektionsreagenz 

Lösung A: Luminol-Lösung, 

Lösung B: Peroxid-Lösung 

Substratdetektion im 

Western-Blot 
GE Healthcare 

Zellproliferationskit 

(MTT) 

MTT Farbreagenz 

Solubilisierungslösung 

Toxizitätstest in 

Zellkultur 

Roche 

(Basel, Schweiz) 

Zytotoxizität-Kit 

(LDH) 

Katalysatorlösung 

Farbstofflösung 

Toxizitätstest in 

Zellkultur 

Roche 

(Basel, Schweiz) 

DCFDA-Kit 

20 mM DCFDA 

10x Puffer 

55 mM TBHP 

Toxizitätstest in 

Zellkultur 

Abcam 

(Cambridge, UK) 

3.5 Tau-Isoformen und Antikörper 

Die verwendeten Tau-Isoformen (Tabelle 9) und Antikörper (Tabelle 10) sind im Folgenden 

aufgelistet.  

Tabelle 9: Auflistung verwendeter Tau-Isoformen. 

Bezeichnung Hersteller 

TauFL Expression und Reinigung HS Coburg 

TauRDȹK 

Expression und Reinigung am DZNE 

TauFLȹK 

TauFL-A152T 

TauFL-P301L 
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Tabelle 10: Liste der verwendeten Antikörper. 

Bezeichnung Antigen Anwendung Hersteller 

Anti-M13-HRP M13-Phagen Phagen-Display GE Healthcare  

Sheep Anti-FITC-HRP FITC ELISA 
AbD Serotec 

(Düsseldorf, Deutschland) 

Goat anti-rabbit HRP IgG Western Blot 
Agilent 

(Ratingen, Deutschland) 

K9JA Tau (243-441) Western Blot Agilent 

 

3.6 Expression und Reinigung des rekombinanten Tau-Proteins 

Das humane MAPT-Gen besteht in voller Länge aus 1323 Basenpaaren, welche für 441 AS 

kodieren (TauFL oder Tau 2N4R). Das kommerziell synthetisierte Gen wurde in einen 

pET28a(+)-Vektor kloniert. Die intrazelluläre Expression der korrespondierenden Gene wurde 

im heterologen Wirt E.coli BL21(DE3) durchgeführt. Die Expression und Reinigung aller Tau-

Isoformen (TauFL, TauRDȹK, TauFLȹK, TauFL-A152T, TauFL-P301L) erfolgte in Anlehnung an Margittai 

et al. (Margittai und Langen 2004) und Barghorn et al. (Barghorn et al. 2005). Die verwendeten 

E.coli-Stämme mit Plasmid-codierten Resistenzmarkern wurden stets unter Selektionsdruck 

durch Zugabe von 50 ɛg/ml Kanamycin kultiviert. Zur dauerhaften Lagerung der Stªmme 

wurden Übernachtkulturen (ÜK) mit 7,5 % (v/v) DMSO versetzt und bei -80 °C tiefgefroren. 

Eine Vorkultur wurde in LB-Medium mit Kanamycin angeimpft und über Nacht bei 37 °C 

bebrütet. Das LB-Medium für die Hauptkultur enthielt 50 µg/ml Kanamycin, 0,5 % Glukose und 

10 mM MgCl2. Die Hauptkultur wurde 1:50 mit der ÜK beimpft und bei 37 °C bebrütet, bis eine 

optische Dichte (OD) von OD600 Ó 0,6 erreicht war. Die Expression des rekombinanten Gens 

wurde durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die Kulturen 

wurden dann für weitere 3 Stunden inkubiert. Nach der Expression wurden die proteinhaltigen 

Zellen durch Zentrifugation für 60 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C geerntet. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in Lysepuffer (Tabelle 5) resuspendiert. Zur Zelllyse wurde die 

Zellsuspension für 20 Minuten im Wasserbad auf 80 °C erhitzt und im Anschluss für 

10 Minuten auf Eis abgekühlt. Ein im Lysepuffer enthaltener Proteaseinhibitormix (Tabelle 5) 

verhinderte dabei den vorzeitigen Proteinabbau. Schließlich wurden die Zellen über Nacht bei 

-20 °C lysiert. Der gewonnene Zellrohextrakt wurde zur Abtrennung der Zelltrümmer am 

nächsten Tag bei 5000 rpm und 4 °C für 60 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde bis zur 

weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. Um die löslichen Tau-Proteine vom Überstand zu 

trennen, wurde die Lösung schrittweise mit festem Ammoniumsulfat versetzt, bis eine 



Material und Methoden 

34 

Sättigung von etwa 50 % (w/v) erreicht war. Nach einer 2-stündigen Inkubation auf Eis wurde 

erneut für 60 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet in H2O mit 2 mM DTT resuspendiert und bei 4 °C gelagert.  

Die Proteinreinigung wurde mittels Ionenaustauschchromatographie, unter Verwendung des 

Chromatographiepuffers (Tabelle 5), durchgeführt. In der ersten Reinigung wurden 

Verunreinigungen über eine Anionenaustausch-Chromatographiesäule (Sepharose-Q; 

Tabelle 3) abgetrennt. Im zweiten Reinigungsschritt wurde das vorgereinigte Tau-Protein auf 

eine equilibrierte Säule mit Sepharose-SP (Tabelle 3) geladen. Das Säulenmaterial war 

negativ geladen, so dass ein Kationenaustausch mit dem positiv geladene Tau-Protein 

stattfand. Das gebundene Tau-Protein wurde mit einem Elutionspuffer (Tabelle 5) mit 

ansteigenden Salzgradienten (0,05 ï 1 M NaCl) von der Säule eluiert. Die einzelnen 

Elutionsfraktionen wurden gesammelt und auf ihre Reinheit mittels SDS-Gelelektrophorese 

analysiert. Die verschiedenen Elutionsfraktionen, die rekombinantes Tau-Protein enthielten, 

wurden vereint und mittels Ultrafiltration in einer Filtereinheit (max. 10 kDa) bei 5000 rpm und 

4 °C für 10 Minuten konzentriert. Das gereinigte und konzentrierte Protein-Konzentrat wurde 

mit 5 mM DTT versetzt, zu 500 µl Fraktionen aliquotiert und bei -20 °C gelagert.  

3.6.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Trennung der Proteinproben erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS in 

einem diskontinuierlichem Gelsystem (Davis 1964; Laemmli 1970). Vor der 

elektrophoretischen Trennung wurden die Proteinproben in SDS-Probenpuffer (Tabelle 5) 

aufgenommen und 10 Minuten bei 96 °C denaturiert. Die Gele setzten sich aus einem 5 %igen 

Sammelgel und einem 12 %igen Trenngel zusammen. Für die elektrophoretische Trennung 

wurde die Gelapparatur der Firma BioRad mit dem entsprechenden SDS-Laufpuffer (Tabelle 

5) verwendet. Nach etwa 45 Minuten bei 180 V wurde der Elektrophoreselauf beendet. Die 

aufgetrennten Proteine wurden mit Coomassie-Färbelösung (Tabelle 5) gefärbt und das Gel 

im Anschluss entfärbt. Die Visualisierung der Gele erfolgte mit dem Molecular Imager® Gel 

DocTM XR+. 

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Tau-Proteinkonzentrationen wurden kolorimetrisch mit dem Pierce 660 nm Protein Kit 

(Tabelle 8) bestimmt. Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurde als Referenzprotein das im 

Kit enthaltende BSA in den Konzentrationen 0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 und 2000 µg/ml 

verwendet. 
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3.7 Phagen-Display-Selektion für die Entwicklung therapeutischer Peptide  

Die Selektion neuartiger Peptide, die an rekombinantes humanes TauFL binden, wurde mittels 

einer Phagen-Display Selektionsmethode durchgeführt. Diese Selektionsmethode beruht auf 

Protein-Protein-Wechselwirkungen, die es ermöglichen passende Bindepartner des 

Zielproteins zu identifizieren (Smith 1985). Die Identifizierung neuartiger biologischer 

Substanzen mit hoher Affinität und Spezifität für das Zielmolekül erfolgt über große Peptid- 

und/oder Protein-Bibliotheken, die auf der Oberfläche filamentöser Bakteriophagen präsentiert 

werden. Der lysogene Phage M13 ist der am häufigsten verwendete Bakteriophage im 

Phagen-Display.  

Die im Folgenden beschriebenen Schritte der Phagen-Display Selektion wurden unter 

aseptischen Bedingungen durchgeführt. Alle verwendeten Medien, Puffer und Chemikalien 

wurden vorher durch Autoklavieren oder Sterilfiltration (0,2 µm) sterilisiert.  

Die Selektion erfolgte nach Anleitung des Herstellers (Phage Display Manual, New England 

Biolabs, Version 2.1) mit einigen Änderungen in vier Selektionsrunden. TauFL wurde in 

50 µg/ml Konzentration in Coatingpuffer (Tabelle 5) hergestellt und auf eine 96-well-

Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) über Nacht bei 4 °C 

immobilisiert. Am nächsten Tag wurde die Coatinglösung verworfen und jedes well vollständig 

mit Blockierungspuffer (Tabelle 5) gefüllt. Nach einstündiger Blockierung wurden die 

Vertiefungen 6-mal mit TBST (Tabelle 5) gewaschen. 100 µl einer Phagenbibliothek 

(2 x 1011 pfu/ml), die zufällige 12-mer Peptide (Tabelle 8) enthielt, wurden eine Stunde lang 

unter Schütteln inkubiert. Um ungebundene Phagen zu entfernen, wurden die Vertiefungen 

erneut 10-mal mit TBST gewaschen. Die gebundenen Phagen wurden mittels pH-

Verschiebung durch die Zugabe von 100 µl 0,2 M Glycin-HCl (pH 2,2) mit 1 mg/ml BSA eluiert. 

Die Neutralisation der eluierten Phagenlösung erfolgte mit 25 µl Tris-HCl (pH 9,1). Die 

anschließende Bestimmung des Output-Titers und Amplifikation der Phagen wurden nach 

Angaben des Herstellers durchgeführt. Ein Teil der Phagenlösung wurde hierfür entsprechend 

in 100 µl LB-Medium verdünnt und mit 100 µl einer ER2738 E. coli Kultur (OD600 > 0,6) sowie 

800 µl TOP-Agar auf einer LB-IPTG/X-Gal-Agarplatte (Tabelle 7) ausplattiert. Für die 

Bestimmung des Output-Titers wurden jeweils die Verdünnungen von 101 bis 104 ausplattiert 

und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Damit konnten einzelne Phagenplaques und darüber 

einzelne Phagenklone visualisiert werden.  

Die restlichen eluierten Phagen wurden für die Amplifikation zu einer 20 ml E.coli ER2738 

Kultur (OD600 = 0,01) zugegeben und für 4,5 Stunden bei 37 °C und 160 rpm amplifiziert. Nach 

der Inkubation wurde die Bakterienkultur zentrifugiert (20 Minuten, 5000 rpm, 4 °C). Der 

Überstand wurde mit 7 ml der PEG/NaCl-Lösung (Tabelle 5) versetzt, um die Phagen über 

Nacht bei 4 °C zu präzipitieren. Am darauffolgenden Tag wurden die präzipitierten Phagen 

vom Überstand durch Zentrifugation getrennt (60 Minuten, 5000 rpm, 4 °C). Das Phagenpellet 
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wurde in 1 ml TBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (5 Minuten, 14000 rpm, 4 °C). Der 

Überstand wurde abgenommen und erneut mit 200 µl der PEG/NaCl-Lösung versetzt. Nach 

einer einstündigen Inkubation auf Eis folgte der letzte Zentrifugationsschritt (20 Minuten, 

14000 rpm, 4 °C). Das Pellet wurde in 100 µl TBS resuspendiert. Die Input-Titer Bestimmung 

erfolgte ebenfalls nach Angaben des Herstellers analog zum Output-Titer mit den 

Verdünnungen 108 bis 1011. Die Visualisierung der Phagenklone auf LB-IPTG/X-Gal-Platten 

ermöglichte unter Berücksichtigung der Verdünnungen die Berechnung des Phagentiters nach 

jeder Selektionsrunde. In den nachfolgenden Selektionsrunden 2 bis 4 wurden wie zu Beginn 

je 2 x 1011 Phagen eingesetzt. 

3.7.1 Anreicherungs-ELISA 

Die Durchführung eines Anreicherungs-ELISA diente der Beurteilung des Selektionserfolgs 

und der Untersuchung der durchschnittlichen Bindungsstärke der gesamten 

Phagenpopulation für das Zielprotein TauFL. 

Die Präparation des Tau-Proteins erfolgte analog zu derjenigen vorangegangenen Phagen-

Display Selektion (vgl. 3.6). Parallel dazu wurden nicht-immobilisierte, lediglich mit Puffer 

beschichtete wells als Kontrolle mitgeführt, die zur Beurteilung unspezifischer Bindung der 

Phagen an die Polystyroloberfläche dienten. Nach der Immobilisierung von 50 µg/ml Tau 

wurden freie Bindungsstellen mit Blockierungspuffer geblockt. Nach Verwerfen der 

Blockierungslösung erfolgte die Zugabe der jeweiligen Phageneluate aus den verschiedenen 

Selektionsrunden, die zuvor 1:4 mit Blockierungspuffer verdünnt wurden. Die Detektion 

gebundener Phagen wurde über den HRP-gekoppelten M13 Antikörper (1:5000 in TBST) 

durchgeführt (Tabelle 9). Abschließend erfolgte die Substratzugabe von 100 µl 

Tetramethylbenzidin (TMB; Tabelle 5) pro well. Der Substratumsatz wurde bei ausreichender 

Farbentwicklung nach etwa 5 bis 10 Minuten durch die Zugabe von 20 %iger 

Schwefelsäurelösung gestoppt und die Absorption bei 450 nm mit einem 

Mikrotiterplattenreader MultiscanGO (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) 

gemessen. Alle Inkubationsschritte erfolgten für 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) unter 

leichtem Schütteln (300 rpm) mit fünffachen Waschschritten zwischen den jeweiligen 

Inkubationsschritten. Als Waschpuffer diente TBST. Aufgrund des nur wenig vorhandenen 

Material wurde der Anreicherungs-ELISA in Einzelbestimmung durchgeführt. 
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3.7.2 Einzelphagen-Amplifikation 

Die Amplifikation einzelner Phagen diente neben der Präparation der Phagen-DNA auch für 

weitere Untersuchungen zu Bindungseigenschaften der Einzelphagen. Die Durchführung der 

Amplifikation erfolgte nach Angaben des Herstellers (Phagen-Display Manual, New England 

Biolabs) mit einigen Modifikationen. Dafür wurden einzelne Phagenkolonien von den 

jeweiligen Output-Titerplatten (vgl. 3.7) der dritten und vierten Selektionsrunde in 5 ml einer E. 

coli ER2738 Kultur (OD600 Ò 0,01) angeimpft und für 4,5 Stunden bei 160 rpm und 37 °C 

amplifiziert. Nach der Amplifikation wurden 1,5 ml Bakterienkultur für die DNA-Extraktion 

(3.7.4) entnommen. Im Anschluss wurde die restliche Bakterienkultur zentrifugiert (20 Minuten, 

5000 rpm, 4 °C). Der Überstand, welcher die amplifizierten Phagen enthielt, wurde für die 

weiteren Anwendungen entsprechend aliquotiert. Je 0,5 ml wurden für die Langzeitlagerung 

bei -80 °C mit 80 % Glycerin versetzt. Weitere je 2 ml wurden für die Einzelphagen-ELISA und 

die DNA-Präparation aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.  

3.7.3 Einzelphagen-ELISA 

Der Einzelphagen-ELISA diente zur Analyse der Bindungsstärke von einzelnen Phagenklonen 

für das Zielprotein TauFL. Um einzelne TauFL-bindende Phagenklone zu untersuchen, wurden 

diese einzeln amplifiziert (3.7.2). Dafür wurden einzelne E. coli-Kulturen mit Einzelkolonien der 

Phagen von den Output-Titerplatten aus den Selektionsrunden drei und vier angeimpft. Die 

Durchführung erfolgte analog des Anreicherungs-ELISA (3.7.1), jedoch wurden statt des 

Phagenpools aus den jeweiligen Selektionsrunden die Amplifikate der Einzelphagenklone 

(3.7.2) eingesetzt.  

3.7.4 DNA-Präparation und Sequenzierung 

Für die Sequenzierung wurden Phagenklone ausgewählt, die im Einzelphagen-ELISA ein 

hohes Bindungssignal an TauFL aufwiesen. Da der Bakteriophagen M13 einen lysogenen 

Vermehrungszyklus aufweist, erfolgte die Sequenzierung der Phagen-DNA indirekt über die 

Plasmid-DNA der E.coli-Bakterien. Für die Isolation der Plasmid-DNA wurden die E.coli-

Kulturen zunächst mit den jeweiligen Einzelphagen infiziert, um die Phagen zu amplifizieren 

(vgl. 3.7.2). Vor dem Zentrifugieren der Bakterienkultur wurden 1,5 ml für die Plasmid-

Präparation entnommen. Die Extraktion der Plasmid-DNA infizierter E.coli-Bakterien wurde mit 

Hilfe des PureYieldÊ Plasmid Miniprep Systems von Promega nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Die Plasmid-DNA wurde in 30 µl Elutionspuffer aufgenommen und bis zur 

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Für die Bestimmung der Konzentration (A260) und 

Reinheit (A260/A280 und A260/A230) der einzelnen Plasmid-DNA-Extrakte wurden je 2 µl des 
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DNA-Extrakts auf eine µDrop-Platte gegeben und die entsprechenden Absorptionen in einem 

Photometer MultiscanGO (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) gemessen. Zur 

Ermittlung des Blindwertes diente der im Kit enthaltene Elutionspuffer. Für eine reine DNA-

Probe gilt: A260/A230 Ó 2,0 bzw. A260/A280 = 1,8 ï 2,0. 

Die Sequenzierung der Phagen-DNA wurde von LGC Genomics (Berlin, Deutschland) 

übernommen. Zur Sequenzierung wurde der Primer -96 gIII mit der Primersequenz 5ó-

CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3ó verwendet. F¿r das Sequenzalignment diente das 

Programm CLUSTAL Omega (Madeira et al. 2019). Die AS-Sequenzen wurden anschließend 

in 12-mer Peptidsequenzen translatiert.  

Während des Selektionsprozesses kann es zu einer Anreicherung von Phagen kommen, die 

keine spezifische Affinität für das Zielprotein zeigen, sondern eine verstärkte Bindung an die 

Polystyrol-Oberfläche der Mikrotiterplatten oder an Blockierungsreagenzien (z.B. BSA) 

aufweisen. Die so gewonnenen Peptide werden als Target-unrelated peptides (TUPs) 

bezeichnet und führen zu falsch positiven Ergebnissen. Darüber hinaus kann eine schnellere 

Vermehrungsrate einiger Phagenklone dazu führen, dass solche Klone unabhängig von ihrer 

Bindungsaffinität vermehrt amplifiziert werden. Für die Identifizierung von Target-

unspezifischen Peptidsequenzen wurde das Programm SAROTUP - ñScanner And Reporter 

Of Target-Unrelated Peptides" (Huang et al. 2010) verwendet. Die Peptidsequenzen wurden 

weiterhin auf Sequenzähnlichkeiten und -motive (MimoBLAST, MimoSearch) untersucht und 

die Hydrophobizität kalkuliert.  

3.8 Charakterisierung der Peptideigenschaften 

Im Folgenden werden alle Methoden, die der Charakterisierung der Peptideigenschaften 

dienten, näher beschrieben. Zu Beginn wurden die aus der Selektion stammenden L-Peptide 

auf ihre Fähigkeit hin untersucht, die Tau-Fibrillisation zu inhibieren (3.8.1). Für alle weiteren 

Untersuchungen wurden ausschließlich die entsprechenden D-Peptide verwendet.  

3.8.1 Untersuchung der Tau-Fibrillisation mittels Thioflavin-Test 

Die Kinetik der in vitro Tau-Aggregation wurde mit Hilfe der Fluoreszenzfarbstoffe Thioflavin-

T (ThT) bzw. dessen Derivat Thioflavin-S (ThS) untersucht. Thioflavin ist ein Benzothiazol-

Farbstoff, der an die in Tau-Fibrillen gebildeten amyloiden ɓ-Faltblattstrukturen bindet. Die 

Messung der relativen Fluoreszenzintensität ermöglicht die Quantifizierung des relativen 

Fibrillengehalts (Krebs et al. 2005; Naiki et al. 1989). Die Detektion von kleineren löslichen 

Tau-Spezies, wie Dimere oder Oligomere, ist mittels ThT-Test nicht möglich, da diese 

Aggregationsvorstufen nicht die typischen amyloide ɓ-Faltblatt Strukturen aufweisen. 
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Rekombinantes TauFL aggregiert in vitro unter physiologischen Bedingungen nicht allein 

(Friedhoff et al. 1998). Da die Heparin-induzierte Tau-Aggregation ein gutes Modell für die 

pathologische Aggregation von Tau darstellt, wurde Heparin als induzierender Kofaktor 

verwendet.  

Für die Untersuchungen der Tau-Fibrillisation unter Einfluss der Peptide wurden alle Tau-

Isoformen, ausgenommen PHF6 und PHF6*, vor Beginn der Fibrilliationsstudien mit 2 mM 

DTT versetzt und für 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Aus den lyophilisierten Peptiden 

wurden Stammlösungen in DMSO mit einer berechneten Peptidkonzentration von 5 mM 

hergestellt. Nach der Inkubation wurde TauFL in HEPES-Puffer (Tabelle 5) zu einer 

Endkonzentration von 5 µM aufgenommen und mit 1,25 µM Heparin (Tau:Heparin 4:1) und 

10 µM ThT versetzt. Für die Koinkubation wurden die jeweiligen L-Peptide in den 

Konzentration von 50 µM und 500 µM (Tau:Peptid 1:10 und 1:100) und die D-Peptide von 

1 nM bis 200 µM verwendet. Als Negativkontrolle diente 5 µM TauFL in HEPES-Puffer versetzt 

mit 10 µM ThT (ohne Heparin). Für die Peptidkontrollen wurden die Peptide in gleicher Weise 

ohne TauFL verdünnt. Die Pufferkontrolle bestand aus dem HEPES-Puffer mit dem Zusatz von 

10 µM ThT. Die Ansätze wurden zu je 50 µl in eine 96-well Ăhalf areañ-Mikrotiterplatte (Greiner 

Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) transferiert und mit einer Versiegelungsfolie 

(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) verschlossen. Die Messung der 

Fluoreszenz (Anregung: 440 nm; Emission: 490 nm) erfolgte über 24 Stunden in einem 

Messintervall von 60 Minuten bei 37 °C in einem BMG-Mikrotiterplattenlesegerät.  

Die Fibrillisation weiterer Tau-Isoformen wurde in den Laboratorien unseres 

Kooperationspartners am Deutschen Zentrum für Neurodegenerative Erkrankungen (DZNE) 

in Bonn durchgeführt, daher wurden für diese Untersuchungen ThS verwendet. 10 ɛM der 

Tau-Isofomen (TauRDæK, TauFLȹK, TauFL-A152T, TauFL-P301L) wurden in BES-Puffer (Tabelle 5) mit 

der Zugabe von 2,5 µM Heparin bei 37 °C für 24 Stunden mit und ohne D-Peptide in 

verschiedenen Konzentrationen von 1 nM bis 200 µM (100 µM entsprechen einem Tau:Peptid-

Verhältnis von 1:10) inkubiert. Zur Überwachung der Fibrillenbildung wurde eine 

Endkonzentration von 20 ɛM ThS verwendet. Die Messung erfolgte mit 40 µl Probenvolumen 

in einer 384-well-Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) in 

einem Tecan-Mikrotiterplattenlesegerät. Die relative Fluoreszenzintensität von ThS wurde 

über 24 Stunden bei 37 °C bei 440 nm (Anregung) und 521 nm (Emission) in einem 

stündlichen Messintervall detektiert.  

Die Fibrillisationsbedingungen von PHF6 und PHF6* waren identisch der TauFL-Ansätze. Die 

acetylierten Lyophilisate von PHF6 und PHF6* wurden zu einer Molarität von 2 mM in HFIP 

aufgenommen und aliquotiert. Die Hexapeptide weisen eine starke Tendenz zur 

Selbstaggregation auf, d.h. sie fibrillieren spontan bei der Inkubation bei RT, was den Einsatz 
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von Heparin erspart. Der Fibrillisationsansatz bestand aus 5 µM PHF6 bzw. PHF6* in 50 mM 

HEPES- Puffer (pH 7) mit 10 µM ThT. Als Negativkontrolle bzw. Pufferkontrolle wurde HEPES-

Puffer und 10 µM ThT verwendet. Die D-Peptide wurden in den Konzentrationen von 5 (1:1), 

25 (1:5) und 50 µM (1:10) dem Aggreagtionsansatz beigefügt. Die ThT-Fluoreszenzmessung 

(Anregung: 440 nm; Emission: 490 nm) erfolgte über 24 Stunden in einem Messintervall von 

60 Minuten bei 37 °C in einem BMG-Mikrotiterplattenlesegerät. 

Für die Auswertung der Ergebnisse wurde der Mittelwert und die Standardabweichung aus 

drei unabhängigen Bestimmung nach Subtrahieren der Negativkontrolle berechnet. 

3.8.2 Präparation von TauFL-Fibrillen 

Die im ELISA (3.8.4) benötigten Fibrillen zur Untersuchung der Bindeeigenschaften der D-

Peptide, wurden im Vorfeld präpariert. Hierfür wurde das rekombinante TauFL zu 5 µM in 

HEPES-Puffer (Tabelle 5) aufgenommen, mit 2,5 µM Heparin versetzt und für 24 Stunden bei 

37 °C inkubiert. Um die Fibrillenbildung zu überprüfen wurden nach der Inkubation 40 µL der 

Probe mit 10 µM ThT versetzt, in eine schwarze 96-well Mikrotiterplatte überführt und die ThT-

Fluoreszenz (Anregung: 440 nm; Emission: 490 nm) in einem BMG-Mikrotiterplattenlesegerät 

gemessen. Die präparierte Fibrillenansatz wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C 

gelagert. Die Präparation von TauRDȹK-Fibrillen wurde identisch zu dem TauFL-Ansatz 

durchgeführt.  

3.8.3 Präparation von PHF6 und PHF6* Fibrillen 

Die Fibrillierung wurde durch Inkubation von 5 ɛM PHF6 bzw. PHF6* in 50 mM HEPES-Puffer 

bei RT für 24 Stunden gestartet. HEPES-Puffer ohne die Zugabe von PHF6 oder PHF6* wurde 

als Negativkontrolle verwendet. Nach 24 Stunden wurde die Fibrillenbildung mittels ThT-

Fluoreszenzmessung überprüft. Dafür wurden je 40 ɛL des Fibrillenansatzes und Kontrollen 

mit 10 µM ThT versetzt und anschließend in eine schwarze 96-well Platte überführt. Die ThT-

Fluoreszenzmessung erfolgte in einem BMG-Mikrotiterplattenlesegerät. 

3.8.4 Bindungs-ELISA mit D-Peptiden 

Um eine potentielle Konformerspezifität der D-Peptide herauszufinden, wurde eine 96-well-

Mikrotiterplatte mit 5 µg/ml nicht-fibrilliertem TauFL bzw. zuvor präparierten TauFL-Fibrillen 

(3.8.2) in 0,1 M NaHCO3-Puffer (pH 8,6) beschichtet und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Da 

TauRDȹK eine verstärkte Aggregationsneigung aufweist, erfolgte die Immobilisierung von 

TauRDȹK für 1 Stunde bei RT. Nach der Tau-Immobilisierung wurde die Mikrotiterplatte für 
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1 Stunde bei RT mit BSA-haltigem Blockierungspuffer (Tabelle 5) blockiert. Während der 

Inkubationszeit wurden die FAM-markierten D-Peptide in DMSO zu einer Konzentration von 

5 mM gelöst und nachfolgend seriell zu den Endkonzentrationen zwischen 0,1 µM bis 200 µM 

in PBST verdünnt. Anschließend wurde die Blockierungslösung verworfen und 100 µl der 

verdünnten D-Peptide aufgetragen und inkubiert. Um gebundene FAM-markierte D-Peptide 

detektieren zu können, wurde ein mit Meerrettich Peroxidase (HRP)-konjugierter anti-FITC-

HRP-Antikörper 1:5000 in PBST verdünnt und 100 µl dieser Lösung in jede Vertiefung der 

Platte pipettiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Vertiefungen mit 100 µl TMB-

Substratlösung befüllt. Die Mikrotiterplatte wurde unter Lichtausschluss für etwa 10 bis 

15 Minuten inkubiert und die enzymatische Reaktion nach Erreichen der gewünschten 

Farbtiefe durch die Zugabe von 20 %iger Schwefelsäure gestoppt. Abschließend wurde die 

Absorption bei 450 nm an einem Mikrotiterplattenreader gemessen. Alle Inkubationsschritte 

erfolgten für 1 Stunde bei RT unter leichtem Schütteln (300 rpm) mit dreifachen 

Waschschritten zwischen den jeweiligen Inkubationsschritten. Als Waschpuffer diente PBST. 

Als Blindwert wurde die Absorption in den Vertiefungen herangezogen, die nicht mit TauFL oder 

TauRDȹK beschichtet worden waren.  

3.8.5 Bestimmung der Partikelgrößenverteilung mittels dynamischer Lichtstreuung 

Mit den ausgewählten D-Peptiden, bei deinen eine starke Inhibition der Fibrillisation von TauFL 

beobachtet werden konnte, wurden zusätzlich Messungen mit dynamischer Lichtstreuung 

(DLS) durchgeführt, um die Aggregatbildung, unabhängig von der Sekundärstruktur der 

Partikel, zu verfolgen. Hierfür wurden die verschiedenen Tau-Isoformen TauRDȹK, TauFLȹK, 

TauFL-A152T und TauFL-P301L identisch den Aggregationsansätzen der ThS-Untersuchungen 

(3.8.1) zu einer Konzentration von 10 µM in BES-Puffer aufgenommen und mit 2,5 ɛM Heparin 

und 20 µM ThS versetzt. Die entsprechenden D-Peptide wurden in den Konzentrationen 10 

(1:1), 50 (1:5) und 100 µM (1:10) zugegeben. Die ohne Zugabe der D-Peptide gebildeten Tau-

Fibrillen wurden als Positivkontrolle verwendet. Für die Negativkontrolle dienten lediglich die 

Tau-Isoformen in BES-Puffer mit ThS, ohne Zugabe von D-Peptiden oder Heparin. Um eine 

Selbstaggregation der Peptide auszuschließen, diente ein Ansatz aus 100 µM D-Peptiden und 

2,5 µM Heparin in BES-Puffer zusätzlich als Peptidkontrolle. Die Fibrillenbildung wurde über 

24 Stunden mittels ThS-Fluoreszenzmessung (3.8.1) überwacht. Nach der 24-stündiger 

Inkubation bei 37 °C wurde die Verteilung der Partikel in den jeweiligen Aggregationsansätzen 

mittels DLS bestimmt. Hierfür wurden 20 µl jedes Ansatzes aus den Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte in eine Quarz-Batch-Küvette überführt. Die Messung erfolgte bei 25 °C und 

einem festen Winkel von 90° in einem Zetasizer Nano S Gerät. Die Probe wurde zu Beginn 

jeder Messung für 2 Minuten bei 25 °C thermisch äquilibriert. Der Mittelwert der Intensitäten 

der einzelnen Proben wurde über drei Messungen mit jeweils 15 Durchläufen ermittelt. Die 
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Auswertung der gesammelten Daten und die Darstellung des Größenverteilungsprofils erfolgte 

mit der Zetasizer Software 7.11. 

3.8.6 Pelleting-Test und Western Blot  

Im Pelleting-Test und anschließendem Western Blot wurden die verschiedenen 

Aggregationsansätze aus den vorherigen ThS-Untersuchungen (vgl. 3.8.1) verwendet. Dafür 

wurden 70 µl jedes Aggregationsansatzes mit entsprechenden Kontrollen nach 24 Stunden in 

ein Zentrifugenröhrchen überführt und bei 61.000 rpm für 60 Minuten bei 4 °C zentrifugiert 

(Optima Max Ultrazentrifuge). Nach der Zentrifugation wurde der Überstand vom Pellet 

getrennt und das Pellet im gleichen Volumen wie der des Überstands resuspentiert. Für den 

darauffolgenden Western Blot wurden die Proben mittels semi-nativer 

Proteingelelektrophorese getrennt. Dafür wurden 24 µl Probe mit 6 µl SDS-Probenpuffer 

(Tabelle 3; 5-fach konzentriert) gemischt und für 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und auf ein 

8 - 16 %iges SDS Tris-Glycin-Gel geladen. Nach 45 Minuten bei 200 V mit 1x-Laufpuffer 

(Tabelle 5) wurde der Elektrophoreselauf beendet. Der Proteintransfer auf eine 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran erfolgte in einer Semi-Dry Blotkammer nach Angaben 

des Herstellers für 30 Minuten bei 80 mA. Nach dem Transfer wurde die Membran in 

Blockierungspuffer (Tabelle 5) blockiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran für je 

10 Minuten mit TBST wurde der primäre Tau K9JA-Antikörper (Tabelle 9, 1:5000) für 1 Stunde 

bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert, gefolgt von erneutem 3-fachen Waschen. Zur 

Detektion im Western Blot wurde der sekundäre Antikörper (Tabelle 9) in einer Verdünnung 

von 1:2000 für 1 Stunde bei RT unter Schütteln inkubiert. Als Wasch- und Inkubationspuffer 

wurde TBST eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem Chemilumineszenzsubstrat-Kit 

(Tabelle 8) nach Angaben des Herstellers. Die Substratentwicklung wurde mit Hilfe der Image 

Quant LAS 4000 min Station aufgenommen. Für die anschließende Quantifizierung der 

Intensitäten der Proteinbanden wurde ImageJ (ĂImage Processing and Analysis in Javañ) 

verwendet.  

3.8.7 Untersuchung der Eigenschaften zweier Peptidvarianten 

Zusätzlich zu der ursprünglichen Peptidsequenz ISAD1 wurden zwei Peptid-Varianten der 

Peptidsequenz näher untersucht. Eine Modifikation ISAD1ld (SvFkLsLtDaAs) entstand 

dadurch, indem das ursprüngliche D-Peptid in ein aus L- und D-AS alternierendes Peptid 

überführt wurde, mit dem Ziel, die Wichtigkeit der AS-Konfiguration innerhalb der 

Peptidsequenz zu untersuchen. Als weitere ISAD1-Peptidvariante wurde ein Ăscrambledñ L-

Peptid ISAL1sam (SASVTSKFDALL) generiert, indem die AS-Abfolge des ursprünglichen 

ISAD1-Peptids willkürlich verändert wurde. Die Variante ISAL1sam diente der Überprüfung 
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der Sequenzspezifität des ursprünglich im Phagen-Display selektierten ISAD1 Peptids. Beide 

ISAD1-Peptidvarianten wurden im ELISA hinsichtlich der Bindung an TauFL und im ThT-Test 

auf deren inhibierenden Eigenschaften untersucht. Die Durchführung erfolgte analog den 

ELISA (vgl. 3.8.4) und ThT-Untersuchungen (vgl. 3.8.1) der D-Peptide.  

3.9 Zellkulturuntersuchungen 

3.9.1 Kultivierung der N2a-TauRDȹK-Zellen 

Für die Zellkulturuntersuchungen wurde die TauRDȹK-exprimierende N2a-Zelllinie (N2a-

TauRDȹK) verwendet (Chandupatla et al. 2020; Khlistunova et al. 2006). Die Zellen wurden in 

minimal essentiellem Medium (MEM), ergänzt mit 10 % FBS, 1 % nicht-essentiellen AS und 

180 U/ml Penicillin und 45 µg/ml Streptomycin-Antibiotikum bei 37 °C mit 5 % CO2 kultiviert 

(NuncTM EasYFlaskTM 75 cm2, Thermo Fisher Scientific). Für die Kultivierung der 

induzierbaren N2a-Zellinie sind die zwei Antibiotika Geneticin (G418, 300 µg/ml) und 

Hygromycin (Hyg, 100 µg/ml) erforderlich. Die Expression von TauRDȹK wurde durch die 

Inkubation der Zellen mit 1 µg/ml Doxycyclin (Dox) induziert.  

Um eine vollständige Konfluenz zu vermeiden, wurden die N2a-TauRDȹK-Zellen alle drei bis 

vier Tage passagiert. Dazu wurde zunächst das alte Medium entfernt und die Zellen mit 1x 

PBS gewaschen. Um die adhärenten Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen zu lösen, 

wurden die Zellen mit 0,05 % Trypsin/EDTA-Lösung für ca. 3 min bei 37 °C inkubiert. Die 

enzymatische Reaktion wurde durch die Zugabe von frischen MEM gestoppt. Etwa 10 bis 15 % 

der N2a-TauRDȹK-Zellen wurden in eine neue Zellkulturflasche transferiert und bei 37 °C mit 

5 % CO2 weiter kultiviert. Für alle Untersuchungen wurden die N2a-TauRDȹK-Zellen in einer 

Konfluenz von etwa 70 bis 80 % eingesetzt.  

3.9.2 Aufnahme der D-Peptide in N2a-TauRDȹK Zellen 

Um die Penetrationsfähigkeit der Peptide gegenüber N2a-TauRDȹK-Zellen zu testen, wurden 

die Zellen kultiviert (vgl. 3.9.1) und nach Erreichen der erforderlichen Konfluenz (ca. 80 %) in 

eine 24-Multiwellplatte (clear, flat bottom, steril, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland) überführt. Die TauRDȹK-Expression wurde für diese Untersuchungen nicht 

induziert. Die D-Peptide wurden ausgehend von einer in DMSO hergestellten Stammlösung in 

einer Konzentration von 25 µM für 24 Stunden zusammen mit den N2a-TauRDȹK-Zellen bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die D-Peptide waren mit einer FAM-Markierung versehen, die 

eine Lokalisation der Peptide innerhalb der Zelle ermöglichte. Nach der Inkubation wurden die 

Zellen auf Deckgläsern mit 3,7 % Formaldehyd, 4 % Saccharose in PBS für 30 min bei 37 °C 
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fixiert und anschließend durch die Zugabe von 0,5 % TritonX-100, 5 % BSA in PBS für 6 min 

bei RT permeabilisiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die Färbung 

der Zellkerne erfolgte mit dem dsDNA-bindenden Fluoreszenz-Farbstoff Draq5 (1:3.000) für 

15 bis 30 Minuten bei RT. Nach der Färbung wurde die überschüssige Färbelösung entfernt 

und die Zellen abschließend mit einem konfokalen Mikroskop betrachtet, um die Aufnahme 

der Peptide in die Zellen zu untersuchen. 

3.10 Untersuchungen zur Zytotoxizität der D-Peptide 

Um die in dieser Arbeit entwickelten D-Peptide auf ihre zytotoxischen Eigenschaften und somit 

hinsichtlich ihres therapeutischen Potentials näher zu untersuchen, wurden umfangreiche 

Zellkulturuntersuchungen durchgeführt. Für die Toxizitätstests wurden die N2a-TauRDȹK-Zellen 

bis zu einer Konfluenz von etwa 70 bis 80 % kultiviert (vgl. 3.9). Für die verschiedenen 

Anwendungen wurden je 150 µl N2a-TauRDȹK-Zellen vor Versuchsbeginn in eine, zuvor mit 

Poly-Lysin (50 µg/ml) beschichtete, 96-well-Mikrotiterplatte überführt und für 24 Stunden bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Als Blindwert wurde eine Pufferkontrolle mitgeführt. Diese 

beinhaltete den prozentualen Anteil an DMSO mit dem die Zellen durch Zugabe der Peptide 

beaufschlagt wurden und diente der Überprüfung, inwieweit die Zugabe von DMSO allein, 

einen Einfluss auf die Zellviabilität hatte. Die detaillierte Durchführung der Untersuchungen zur 

Zytotoxizität der D-Peptide ist nachfolgend ausführlich beschrieben.  

3.10.1 Bestimmung der Zellvitalität mittels MTT-Test 

Der MTT-Test wurde zur Messung der zellulären Stoffwechselaktivität, unter Einfluss der 

Peptide, als Indikator für die Lebensfähigkeit, Proliferation und Zytotoxizität  der Zellen 

verwendet (Mosmann 1983). Dieser kolorimetrische Test basiert auf der Reduktion eines 

gelben Tetrazoliumsalzes (oder MTT) zu violetten Formazan-Kristallen durch 

stoffwechselaktive Zellen (Berridge und Tan 1993; Vistica et al. 1991). Die Durchführung 

erfolgte gemäß den Angaben des Herstellerprotokolls.  

Die vorbereiteten N2a-TauRDȹK-Zellen in einer Mikrotiterplatte (150 µl/Well) wurden am 

darauffolgenden Tag mit den D-Peptiden in den Konzentrationen von 25, 50, 100 und 250 µM 

behandelt und erneut für 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Zu den Zellen wurden 

je 100 µl der D-Peptidverdünnungen gegeben, sodass sich ein Gesamtvolumen von 200 µl 

ergab. Als Positivkontrolle diente das Detergens Triton X-100 (2 %). Nach der Koinkubation 

der Zellen mit den D-Peptiden wurden je 50 µl Medium für die zeitgleiche LDH-Messung 

(3.10.2) entnommen und in eine weitere unbeschichtete 96-well-Mikrotiterplatte überführt. Zu 

den verbleibenden 100 µl wurden je 10 µl/Vertiefung des MTT-Reagenzes hinzugefügt und die 
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Zellen erneut für weiter 4 Stunden inkubiert. Um die unlöslichen Formazankristalle aufzulösen, 

wurden 100 µl der Solubilisierungslösung in jede Vertiefung gegeben und die Platte über Nacht 

bei 37 °C und 5 % CO2 gelagert. Die Messung der Absorption des Formazanprodukts wurde 

bei 550 nm (Referenzwellenlänge 690 nm) mit einem Tecan-Mikrotiterplatten-Reader 

bestimmt. Bei der Auswertung wurden alle Messwerte um einen Blindwert korrigiert. Als 

solcher diente die Absorption der Vertiefungen, die anstatt mit D-Peptiden mit DMSO 

(Pufferkontrolle) behandelt wurden.  

3.10.2 Bestimmung der Zytotoxizität über die Laktatdehydrogenase-Aktivität  

Der kolorimetrische Test diente der Quantifizierung der Zytotoxizität und Zelllyse, basierend 

auf der Messung der Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivität, die aus dem Zytosol geschädigter 

Zellen in das Medium freigesetzt wird, wenn die Integrität der Zellmembran verloren geht 

(Decker und Lohmann-Matthes 1988).  

Für die Bestimmung der LDH-Aktivität unter Einfluss der D-Peptide wurde das Kit von Roche, 

gemäß den Herstellerangaben verwendet. Die zuvor entnommenen 50 µl Medium (3.10.1) 

wurden in eine neue unbeschichtete 96-well-Mikrotiterplatte überführt und mit 50 µl LDH-

Reagenz-Lösung versetzt. Die Platte wurde dann für 30 Minuten bei RT unter Lichtausschluss 

inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 10 µl/Vertiefung 1 M HCl gestoppt 

und die Platte für eine weitere Stunde bei 4 °C lichtgeschützt gelagert. Die Absorption des 

gebildeten Formazanprodukts wurde bei 492 nm an einem Tecan-Mikrotiterplatten-Reader 

erfasst. Bei der Auswertung wurden die Messwerte entsprechend um den Blindwert 

(Pufferkontrolle) korrigiert.  

3.10.3 Ermittlung der reaktiven Sauerstoffspezies als Indikator von oxidativem Stress 

Toxische Tau-Spezies können in Zellen die Produktion von Superoxiden und Peroxy-

Radikalen induzieren, die wiederrum zu zellulären Schäden führen. Die Messung der reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) diente der Untersuchung, ob eine Behandlung mit D-Peptiden zu 

einer Detoxifizierung der Tau-Spezies führt. Dafür wurde das DCFDA ROS-Kit von Roche 

verwendet. Über das zelldurchlässige Reagenz 2',7'-Dichlorfluoresceindiacetat (DCFDA), 

einen fluorogenen Farbstoff, werden Hydroxyl-, Peroxyl- und andere ROS-Aktivitäten 

innerhalb der Zelle nachgewiesen.  

Für die Untersuchung, ob die D-Peptide die toxischen Eigenschaften der üblichen Tau-

Aggregate verbessern können, wurde zunächst ein Aggregationsansatz vorbereitet. Die D-

Peptide wurden in DMSO zu einer Konzentration von 10 mM gelöst, mit 200 µM TauRDȹK und 

mit bzw. ohne der Zugabe von 2 mM (Tau:Peptid 1:10) ISAD1 und ISAD1rev vorbereitet. Die 
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Aggregation wurde mit 50 µM Heparin induziert und die verschiedenen Ansätze für 24 Stunden 

bei 37 °C inkubiert. Die erfolgreiche Aggregation wurde durch eine ThS-Messung verifiziert. 

Dafür wurden je 5 µM Tau jedes Ansatzes mit 20 µM ThS in einem Gesamtvolumen von 40 µl 

in eine schwarze 96-well-Mikrotiterplatte überführt und die ThS-Fluoreszenzintensität in einem 

Tecan-Mikrotiterplatten-Reader gemessen.  

Für die Untersuchung, ob die Behandlung mit D-Peptiden bei N2a-TauRDȹK Zellen zu einer 

Induktion von oxidativem Stress führt, wurde das DCFDA-Kit gemäß des Herstellerprotokolls 

angewendet. Die N2a-TauRDȹK Zellen wurden bereits am Vortag in eine 96-well-Platte 

transferiert und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 vorinkubiert. Vor Versuchsbeginn wurde 

eine 1:10-Verdünnung für die benötigte Menge an DCFDA-Reagenz in dem, im Kit 

enthaltenen, Verdünnungspuffer hergestellt. Anschließend wurde das Kulturmedium 

verworfen und die Zellen einmal mit 150 µl/Vertiefung Hanks' gepufferte Salzlösung (HBSS) 

gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit je 150 µl/Vertiefung ROS-Reagenz, das 

entspricht einer Konzentration von 20 ɛM DCFDA-Reagenz, für 30 Minuten bei 37 °C 

inkubiert. Währenddessen wurden die verschiedenen Aggregationsansätze jeweils 1:10 

(Ansatz:Medium) in HBSS verdünnt. Nach erneutem Waschen mit HBSS wurden die Zellen 

30 Minuten lang mit den vorverdünnten Aggregationsansätzen (10 ɛM Tau und 100 ɛM 

Peptid) behandelt. Die zeitliche Entwicklung der Fluoreszenzintensität wurde mit einem Tecan-

Spektrofluorometer (Anregung bei 485 nm und Emission bei 535 nm) nach 30, 60, 

120 Minuten und 24 Stunden gemessen. Bei der Auswertung wurden alle Messwerte um einen 

Blindwert korrigiert. Als solcher diente die Absorption der Vertiefungen, die anstatt mit einem 

Aggregationsansatz mit DMSO (Pufferkontrolle) inkubiert wurden.  

3.11 Statistische Auswertung der Ergebnisse 

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse und statistischen Analyse wurde das Programm 

GraphPad Prism Version 8.4.3 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) genutzt. Die 

Signifikanzunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA mit Tukey´s Post-hoc-Test 

analysiert. In allen Darstellungen wurde das Konfidenzintervall auf 95 % festgelegt. Daher 

wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen. Für die Berechnung der 

halbmaximalen effektiven Konzentration (EC50) und der halbmaximalen inhibitorischen 

Konzentration (IC50)-Werte der Peptide, wurde die im Programm hinterlegte Funktion 

verwendet.  
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4 Ergebnisse  

Die im folgenden Abschnitt dargestellten Ergebnisse dienten der weiteren Charakterisierung 

der selektionierten Peptide mit dem Ziel, ihr zukünftiges therapeutisches Potential näher zu 

untersuchen. Nach der Phagen-Display Selektion (4.1) wurden die inhibitorischen 

Eigenschaften ausgewählter L-Peptide auf die TauFL-Fibrillisation (4.2) untersucht. Die weitere 

Charakterisierung wurde mit D-Peptiden fortgesetzt. Diese wurden hinsichtlich ihrer 

Bindeeigenschaften (4.3) und Eignung als potentielle Fibrillisations-Inhibitoren (4.4) näher 

analysiert. Zusätzlich zu der Tau-Partikelgrößenverteilung (4.5) wurden weitere 

Untersuchungen zur Peptidaufnahme (4.6.1), Zytotoxizität und Detoxifizierung von Tau-

Aggregaten (4.7) in Zellkultur durchgeführt.  

4.1 Phagen-Display zur Selektion TauFL-bindender Phagen 

Zur Selektion TauFL-bindender Peptide mittels Phagen-Display wurde rekombinantes TauFL 

verwendet. Die Anreicherung TauFL-bindender Phagen über den gesamten Selektionsprozess 

wurde mit einem Anreicherungs-ELISA (4.1.1) überprüft. Nachfolgend wurden die potentiellen 

Bindungspartner aus dem angereicherten Phagenpool in Einzelphagen-ELISA (4.1.2) näher 

untersucht.  

4.1.1 Anreicherung TauFL-bindender Phagen über den Selektionsprozess  

Die Durchführung eines Anreicherungs-ELISA diente der Beurteilung der Bindungsstärke der 

selektionierten Phageneluate, bestehend aus verschiedensten Phagenklonen, über den 

gesamten Selektionsprozess. Die Bindungsstärke der Phageneluate an TauFL aus den 

Selektionsrunden eins bis vier wurde im ELISA untersucht. Wells, die nicht mit TauFL 

beschichtete wurden, dienten als Kontrolle, um eine unerwünschte Bindung der Phagen an die 

Polystyroloberfläche der Mikrotiterplatte zu bestimmen (Abbildung 4). 

Die Phagenpools aller vier Selektionsrunden wiesen eine niedrige Bindungsstärke für die 

Polystyrol-Oberfläche als zu TauFL auf. In der ersten Runde war die Bindungsstärke der 

Phagen für TauFL erwartungsgemäß gering, jedoch stieg diese ab der zweiten Selektionsrunde 

deutlich an. Für die weiteren Untersuchungen einzelner Phagenklone wurden die Eluate aus 

den Selektionsrunden drei und vier verwendet, da diese Eluate deutlich mehr potentielle TauFL-

bindende Phagen enthielten. Für die Isolierung einzelnen Phagenklone im nächsten Schritt 

wurden einzelne Phagen aus den Phagenpools separiert, um sie einzeln im Einzelphagen-

ELISA zu untersuchen.  
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Abbildung 4: Anreichung TauFL-bindender Phagen über die Selektionsrunden. Bindung der einzelnen 

Phagenpools 1 bis 4 an TauFL. Als Negativkontrolle dienten mit Coating-Puffer beschichtete Vertiefungen. Nach der 

Blockierung erfolgte die Zugabe der jeweiligen Phageneluate, die zuvor im Verhältnis 1:4 in BSA-haltigen 

Blockierungspuffer verdünnt wurden. Die Detektion der gebundenen Phagen erfolgte mittels dem HRP-gekoppelten 

Anti-M13 Antikörper (1:5000) durch Messung der Absorption bei 450 nm. Dargestellt sind die Messwerte einer 

Einzelbestimmung.  

4.1.2 Auswahl einzelner TauFL-bindender Phagenklone aus den Phageneluaten 

Der Einzelphagen-ELISA diente der Untersuchung einzelner, isolierter Phagenklone aus dem 

Phagenpool der Selektionsrunden drei und vier, um mögliche potentielle TauFL 

Bindungskandidaten für die spätere DNA-Sequenzierung zu identifizieren. Um einzelne 

Phagenklone zu untersuchen, wurden diese mit Hilfe von LB-IPTG/Xgal-Platten separiert, 

anschließend amplifiziert (3.7.2) und auf ihre Bindungsstärke gegenüber TauFL im ELISA 

überprüft. Die relative Bindungsstärke der Einzelphagen wurde, nach Abzug des 

Hintergrundsignals, durch die Negativkontrolle in Einfachbestimmung ermittelt. Von 

Phagenklonen mit einer hohen Signalstärke und somit einer mutmaßlich hohen 

Bindungsstärke für das Zielprotein, wurde im Anschluss die DNA isoliert und sequenziert.  

Zur Identifikation der von den Phagen exprimierten Peptidsequenzen, mit einer hohen 

Bindungsstärke zu TauFL, wurde die DNA der Phagenklone mit einer hohen Signalintensität im 

ELISA (Abbildung 5) isoliert und sequenziert. Die durch die DNA-Sequenzierung erhaltenen 

Nukleotidsequenzen wurden in die entsprechenden AS-Sequenzen übersetzt, um die 

Peptidsequenz des auf der Phagenoberfläche exprimierten Peptids zu bestimmen. Einige 

Sequenzierergebnisse waren nicht auswertbar, da die Sequenzdaten nicht vollständig waren 

oder die Phagen-DNA nicht das Peptid-spezifische Insert enthielt (Wildtyp-Phagen 

Kontaminanten). Mit Hilfe des Programms TUPredict wurden Sequenzen, die auf 

schnellwachsende Phagen hindeuteten, welche durch mehrere Amplifikationsschritte 
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aufgrund des schnellen Wachstums anreicherten, jedoch nicht durch die Bindung an TauFL, 

identifiziert und aussortiert (graue Balken in Abbildung 5). Weiterhin wurden unerwünschte 

Polystyrol-bindende Peptidsequenzen damit erkannt und verworfen (Tabelle 14).  
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Abbildung 5: Identifizierung einzelner TauFL-bindender Phagenklone aus den Selektionsrunden 3 und 

4.Dargestellt ist die relative Bindungsstärke an TauFL nach Abzug des Hintergrundsignals (unbeschichtete 

Vertiefungen) einer Einzelbestimmung. Die Detektion gebundener Phagen erfolgte mittels HRP-markierten M13 

Antikörper und der Absorptionsmessung bei 450 nm. Es wurden insgesamt 200 Einzelphagen untersucht, davon 

sind die Ergebnisse für 80 Einzelphagen hier exemplarisch dargestellt. Graue Balken stellen weitere Phagenklone 

ohne Sequenzdaten oder Klone mit einer Tau-unspezifischen Peptidsequenz dar. 

Aus den insgesamt 44 identifizierten Peptidsequenzen wurden neun verschiedene potentielle 

TauFL-bindende Peptidsequenzen identifiziert, von denen einige von mehreren Phagenklonen 

repräsentiert wurden (Tabelle 11). Der Sequenzvergleich mit den Datenbanken in SAROTUP 

(Huang et al. 2010) ergab für die neun ausgewählten Peptidsequenzen keinen Hinweis auf 
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bereits bekannte Sequenzähnlichkeiten oder -motive (MimoBLAST, MimoSearch) (He et al. 

2016; Huang et al. 2012).  

Tabelle 11: Übersicht der Peptidsequenzen aus der TauFL Phagen-Display Selektion. Dargestellt sind die L-

Peptidsequenzen aus der DNA-Sequenzierung, deren Häufigkeiten unter den identifizierten Sequenzen, sowie 

deren Nettoladung, Hydrophobizität und das Molekulargewicht (MG). Die Kalkulationen erfolgten unter 

Berücksichtigung der N-terminalen Amingruppe und C-terminalen Amidgruppe Gruppen der Peptidsequenzen. Den 

einzelnen Peptidsequenzen wurde eine eigene Bezeichnung zugeordnet.  

Nr. Sequenz Häufigkeit Nettoladung Hydrophobizität [%] MG [Da] Name 

1 NWSMPGMTQGFL 58/180 +1 50 1367,61 ISAL3 

2 DFHQRDDDSQQA 1/180 -2 17 1460,42 ISAL4 

3 AMYQFSRNPHLP 3/180 +2 50 1459,68 ISAL5 

4 VSPAWDARTRSA 2/180 +2 50 1315,44 ISAL6 

5 MTPHGNSKTPSG 1/180 +2 25 1212,34 ISAL7 

6 SVFKLSLTDAAS 1/180 +1 50 1237,40 ISAL1 

7 HDWYRSPRMGLF 1/180 +2 42 1563,79 ISAL8 

8 DLSHGQDLMHHH 1/180 -1 25 1425,53 ISAL9 

9 NHDMDLLVWWMN 1/180 -1 58 1572,81 ISAL2 

 

Das höchste Bindungssignal wurde überwiegend für die Peptidsequenz NWSMPGMTQGFL 

(ISA3) beobachtet, welches sich in der DNA von 58 Phagenklonen wiederfand. Für die 

Phagen-gebundene Sequenz DFHQRDDDSQQA (ISA4) wurde eine mit der ISA3 

vergleichbare Signalstärke ermittelt, allerdings wurde diese Peptidsequenz in der DNA von nur 

einem einzelnen Phagenklon gefunden. Alle weiteren Sequenzen wiesen eine schwächere 

Bindung zu TauFL auf. Die Peptidsequenz AMYQFSRNPHLP wurde in drei Phagenklonen und 

die VSPAWDARTRSA-Sequenz (ISA6) in zwei Phagenklonen gefunden. Die weiteren Peptid-

Sequenzen wie MTPHGNSKTPSG (ISA7), SVFKLSLTDAAS (ISAD1), HDWYRSPRMGLF 

(ISA8), DLSHGQDLMHHH (ISA9) und NHDMDLLVWWMN (ISA2) wurden jeweils in nur einem 

Phagenklon nachgewiesen. Einige Phagenklone (3.4, 3.14, 3.17, 4.2, 4.4, 4.5, u.a.) lieferten 

nur ein sehr schwaches Signal im ELISA, folglich keine Bindung an TauFL. Weiterhin wurden 

Peptidsequenzen von Phagenklonen wie beispielsweise 3.1, 3.12, 4.20 und 4.32 identifiziert, 

die ein hohes Signal im ELISA aufwiesen (Abbildung 5; graue Balken), allerdings ergab sich 

nach der Sequenzierung, dass es sich dabei mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um Polystyrol-

bindende Phagen und/oder schnell wachsende Wildtypphagen handelte.  
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Die meisten der identifizierten Sequenzen wiesen im Vergleich zu den Sequenzen ISA4, ISA7 

und ISA9 eine hohe Hydrophobizität von etwa 50 % auf. Eine hohe Hydrophobizität deutet 

häufig auf eine Polystyrol-bindende Sequenz hin, jedoch wurde keiner dieser Sequenzen 

mittels der Datenbanken TUPScan und TUPredict als Polystyrol-bindende Sequenz noch als 

schnellwachsender Phage (PhD7Faster) identifiziert. Die Sequenzen DFHQRDDDSQQA 

(ISAL4), DLSHGQDLMHHH und NHDMDLLVWWMN wiesen eine negative Nettoladung auf, 

für alle anderen Peptidesequenzen wurde eine positive Nettoladung von +1 oder +2 kalkuliert. 

Die Nettoladungen der beiden Sequenzen NWSMPGMTQGFL (ISA3) und SVFKLSLTDAAS 

(ISAD1) wurden mit +1 berechnet. Der Abgleich mit den verschiedenen Datenbanken von 

SAROTUP ergab für die identifizierten Peptidsequenzen (Tabelle 11) keine Ähnlichkeiten mit 

bereits bekannten Sequenzmotiven. Zur weiteren Charakterisierung wurden die ausgewählten 

Peptide anschließend als L-Enantiomere synthetisiert. 

4.2 Einfluss der L-Peptide auf die Fibrillisation von TauFL 

Für die Identifikation potentieller neuartiger TauFL-Aggregations-Inhibitoren wurden die L-

Peptide im ThT-Test auf ihr Potential untersucht, die in vitro TauFL-Fibrillisation zu inhibieren. 

Dafür wurde TauFL mit unterschiedlichen Konzentrationen der L-Peptide ISAD1, ISA2, ISA3, 

ISA4, ISA5, ISA6, ISA7, ISA8 und ISA9 für 48 Stunden koinkubiert. Die L-Peptide wurden dem 

Aggregationsansatz in einem molaren Verhältnis von 1:10 (50 µM) und 1:100 (500 µM) 

(Tau:Peptid) hinzugefügt. Heparin wurde als induzierender Kofaktor der Tau-Aggregation 

verwendet, da es ein gutes Modell für die pathologische Aggregation von Tau darstellt. Als 

Positivkontrolle wurde TauFL mit Heparin und ThT ohne Zugabe von L-Peptiden inkubiert. Die 

Inkubation von TauFL mit ThT, ohne die Zugabe von Heparin, diente als Negativkontrolle. Die 

relative Fluoreszenz der Positivkontrolle wurde nach 48 Stunden Inkubation als 100 % 

angenommen und die relative Fluoreszenz der Peptid-Proben wurden nach Abzug des Wertes 

der Negativkontrolle als prozentualer Anteil der Positivkontrolle normiert (Abbildung 6).  

Im ThT-Test wurden für die getesteten L-Peptide unterschiedliche Effizienzen in der Inhibition 

der TauFL-Fibrillisation festgestellt (Abbildung 6). Die L-Peptide ISAL1 und ISAL2 bewirkten 

eine signifikante Verringerung der TauFL-Fibrillisation, insbesondere bei 50 µM (1:10). Die 

stärkste Inhibition wurde für das Peptid ISAL1 beobachtet, welches ab einer Konzentration von 

50 µM die TauFL-Fibrillisation um 80 % reduzierte. Durch die Zugabe von 50 µM ISA2 konnte 

die TauFL-Fibrillisation um etwa 40 % gesenkt werden. Alle weiteren Peptide (ISA3 ï ISA9) 

wiesen selbst bei hohen Konzentrationen ein deutlich schwächeres Inhibierungspotential auf, 

sodass sie als potentielle Aggregations-Inhibitoren nicht weiter untersucht wurden.  
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Abbildung 6: TauFL-Fibrillenbildung nach der Inkubation mit den ausgewählten L-Peptiden. Für den 

Aggregationsansatz wurden 5 µM TauFL mit 1,25 µM Heparin und 10 µM ThT in HEPES-Puffer verdünnt. Die 

Peptide ISAL1, ISAL2, ISAL3, ISAL4, ISAL5, ISAL6, ISAL7, ISAL8 und ISAL9 wurden in den Konzentrationen von 

50 µM (1:10) und 500 µM (1:100) dem Aggregationsansatz beigefügt und für 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die 

Fluoreszenz von 5 µM TauFL nach 48 Stunden wurde als 100 % angenommen und die Werte und 

Standardabweichungen der übrigen Inkubationen sind als prozentuale Anteile dieses Maximalwerts angegeben. 

Die Daten repräsentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen in Dreifachbestimmung aus drei 

unabhängigen Ansätzen nach Abzug des Wertes der Negativkontrolle. Signifikante Unterschiede sind in Bezug auf 

die TauFL-Kontrolle (grauer Balken) dargestellt und wurden mittels einfaktorieller ANOVA ermittelt. ns: nicht 

signifikant (p > 0,05); *p Ò 0,05; **p Ò 0,01; ***p Ò 0,001. 

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuartiger D-Peptide als potentielle Aggregations-

Inhibitoren der Tau-Aggregation. Daher wurde das ausgewählte Peptid ISAL1 

(SVFKLSLTDAAS) als D-Peptid ISAD1 (svfklsltdaas) synthetisiert. Weiterhin wurde ein 

inverses Peptid von ISAD1, genannt ISAD1rev (saadtlslkfvs), hergestellt. ISAD1rev bestand 

aus den identischen AS, jedoch in umgekehrter Reihenfolge, um die Topologie der 

Seitenketten ähnlich der des L-Peptids zu erhalten. Alle weiteren Untersuchungen zur näheren 

Charakterisierung der D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev sind im Folgenden beschrieben.  

4.2.1 Einfluss von ISAL1sam und ISA1ld auf die TauFL-Fibrillisation 

Um zu prüfen, ob ISAL1 die Fibrillierung von TauFL durch sequenzspezifische Bindung hemmt, 

wurden zusätzliche ThT-Studien mit einer veränderten L-AS-Variante von ISAL1 (ISAL1sam: 

SASVTSKFDALL) durchgeführt, bei der die AS-Sequenz zufällig zusammengesetzt wurde 

(Abbildung 7). Das veränderte Kontrollpeptid hemmte die Fibrillierung von TauFL nicht. Bei der 

Inkubation von TauFL mit ISAL1sam (Abbildung 7) waren nur bei hohen Peptidkonzentrationen 

geringe Unterschiede in den koinkubierten Proben im Vergleich zu den TauFL-Fibrillen 

erkennbar. Lediglich bei der höchsten Peptid-Konzentration von 200 µM (1:40 Tau:Peptid) 

wurde die TauFL-Fibrillisation um 25 % reduziert. 
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Um den Einfluss der Seitenketten Topologie (L- bzw. D-Konformation der AS) auf die 

inhibitorischen Eigenschaften des ursprünglichen ISAL1 Peptids zu untersuchen, wurde das 

aus L- und D-AS alternierende Peptid ISA1ld generiert. Die Fibrillisationsuntersuchungen mit 

Koinkubation von TauFL und ISA1ld (Abbildung 7) lieferten ähnliche Resultate zu ISAL1sam. 

Durch die Zugabe des Peptids ISA1ld konnte keine Inhibierung der TauFL-Fibrillisation erreicht 

werden.  

Im zusätzlich durchgeführten Bindungs-ELISA wiesen beide Peptidvarianten keine 

nennenswerte Bindung an TauFL auf (Abbildung 23). In der Folge kam es vermutlich durch die 

sequenzspezifische Bindung von ISAL1 an TauFL zu der Inhibierung der TauFL-Fibrillisation. 

Eine Veränderung in der AS-Konformation der einzelnen AS hatte zusätzlich einen negativen 

Effekt auf die inhibitorischen Eigenschaften des ursprünglichen ISAL1-Peptids.  
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Abbildung 7: Inkubation mit ISAL1sam und ISA1ld hat keinen Einfluss auf die TauFL-Fibrillisation. Im 

Fibrillenansatz wurden 5 µM TauFL mit 1,25 µM Heparin und 10 µM ThT in HEPES-Puffer angesetzt. Die Peptide 

ISAL1sam und ISA1ld wurden in den Konzentrationen von 0,1 µM bis 200 µM dem Aggregationsansatz beigefügt 

und für 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die relative Fluoreszenz der Fibrillen (F) von 5 µM TauFL nach 48 Stunden 

wurde als 100 % gesetzt (grauer Balken). Die Messwerte und Standardabweichungen der übrigen Peptid-

Konzentrationen in Dreifachbestimmung aus drei unabhängigen Ansätzen sind als prozentuale Anteile dieses 

Maximalwerts angegeben. Signifikante Unterschiede sind in Bezug auf die TauFL-Fibrillen (grauer Balken) 

dargestellt und wurden mittels einfaktorieller ANOVA ermittelt. ns: nicht signifikant (p > 0,05); ***p Ò 0,001. 

4.3 Bindeeigenschaften der D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev 

Die relativen in vitro-Bindungsstärken von ISAD1 und ISAD1rev wurden mittels ELISA-

Untersuchungen ermittelt. Weiterhin dienten die ELISA-Messungen der Bestimmung einer 

potentiellen Bindestelle der D-Peptide innerhalb des Tau-Proteins.  
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Abbildung 8: Bindung von ISAD1 und ISAD1rev an TauFL und TauFL-Fibrillen. (A) Nicht-fibrilliertes TauFL und 

TauFL-Fibrillen wurden zu je 5 µg/ml immobilisiert und die FAM-markierten D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev in 

verschiedenen Konzentrationen hinzugefügt (0,1, 1,5 und 20 µM). (B) Die Bestimmung des EC50 erfolgte anhand 

der Messwerte von nicht-fibrillierten TauFL. Die Absorption bei 200 µM D-Peptid wurde als 100 % angenommen. 

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Bindung der Peptide in Form der Absorption 

bei 450 nm nach Abzug des Hintergrundsignals (wells ohne Tau) in Dreifachbestimmung von drei unabhängigen 

Experimenten.  

Hierfür wurden verschiedene Tau-Isoformen und Tau-Fragmenten wie TauFL (Abbildung 8), 

TauRDȹK (Abbildung 9) und die Tau-Hexapeptide PHF6 und PHF6* (Abbildung 10) auf einer 

Mikrotiterplatte immobilisiert und die zu untersuchenden FAM-markierten D-Peptide appliziert. 

Die Bindung der D-Peptide wurde über einen anti-FITC-Antikörper mit HRP-Markierung 

detektiert. Die Berechnung des EC50 erfolgte auf Grundlage der Daten des nicht-fibrillierten 

TauFL. Weiterhin wurden die Bindungseigenschaften zwischen TauFL und TauRDȹK verglichen. 

Anhand der Absorptionen wurde eine Interaktion von TauFL und den D-Peptiden ISAD1 und 

ISAD1rev (Abbildung 8A) beobachtet. Mit steigenden Peptidkonzentrationen war ein 
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Signalanstieg und somit eine Zunahme der Bindungsstärke erkennbar (Abbildung 8B). Es 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Bindung der Peptide an nicht-

fibrilliertes TauFL und TauFL -Fibrillen (Abbildung 8A). Eine ersichtliche Bindung der D-Peptide 

an ein bestimmes TauFL-Konformer war damit nachweislich nicht gegeben. Die Bestimmung 

des EC50 ergab vergleichbare Werte für beide Peptide: ISAD1 2,2 µM und ISAD1rev 2,7 µM 

(Abbildung 8B). Der halbmaximale Bindungseffekt der Peptide ist somit bei einer 

Konzentration zwischen 2 bis 3 µM erreicht. Ab einer Peptid-Konzentration von etwa 100 µM 

war kein Anstieg in der Signalintensität zu beobachten.  

Zum weiteren Eingrenzen einer Bindungstelle von ISAD1 und ISAD1rev wurde zuerst die 

verkürzte Tau-Form TauRDȹK eingesetzt. Die relative Bindungstärke von ISAD1 und ISAD1rev 

an TauRDȹK (Abbildung 9) war vergleichbar mit den Ergebnissen der TauFL-ELISA 

Untersuchungen. Die D-Peptide wiesen auch hier ein konzentrationsabhängiges 

Bindungsverhalten auf, wobei ein stärkerer Signalanstieg erkennbar war (Abbildung 9A). Auch 

im Falle von TauRDȹK konnte kein Unterschied in der Bindungsstärke zu verschiedenen Tau-

Konformeren festgestellt werden. Die Dosis-Wirkungs-Kurve (Abbildung 9B) zeigte jedoch 

einen vergleichsweise flacheren Kurvenverlauf, was in Folge zu höheren EC50-Werten der 

Peptide führte (ISAD1: 5,5 µM; ISAD1rev: 6,5 µM). Auch hier waren keine Unterschiede 

zwischen ISAD1 und ISAD1rev erkennbar. Die bevorzugte Bindung der D-Peptide an nicht-

fibrilliertes TauRDȹK war auch für diese Tau-Isoform nicht eindeutig nachweisbar. 
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Abbildung 9: Bindung von ISAD1 und ISAD1rev an TauRDȹK. (A) Verschiedene Konzentrationen der FAM-

markierten D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev (0,1, 1, 5 und 20 µM) wurden zu immobilisiertem nicht-fibrilliertem 

TauRDȹK und TauRDȹK-Fibrillen (5 µg/mL) hinzugefügt. (B) Für die Bestimmung des EC50 wurde nicht-fibrilliertes-

TauRDȹK verwendet und mit verschiedenen Konzentrationen der FAM-markierten Peptide (0,1 µM bis 200 µM) 

inkubiert. Die Bindung der Peptide wurde über einen HRP-markierten Anti-FITC-Antikörper (1:5000) detektiert. Die 

ermittelte Absorption bei 200 µM Peptid wurde als 100 % angenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 

Standardabweichung der relativen Bindung der D-Peptide in Dreifachbestimmung drei unabhängiger Ansätze in 

Form der Absorption bei 450 nm nach Abzug des Hintergrundsignals (wells ohne Tau).  

Um die potentielle Bindestelle der D-Peptide innerhalb der Tau-Sequenz noch näher 

eingrenzen zu können wurden ELISA-Untersuchungen mit den Hexapeptid-Sequenzen PHF6 

und PHF6* durchgeführt (Abbildung 10).  
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Abbildung 10: Bindung von ISAD1 an Hexapeptidsequenz PHF6. PHF6 (A) bzw. PHF6* (B) wurden zu je 20 

µg/ml immobilisiert und die FAM-markierten D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev wurden in verschiedenen 

Konzentrationen hinzugefügt (0,1 bis 200 µM). Die Bindung der Peptide wurde über einen HRP-markierten Anti-

FITC-Antikörper (1:5000) detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Bindung 

der Peptide in Form der Absorption bei 450 nm aus drei unabhängigen Dreifachbestimmungen nach Abzug des 

Hintergrundsignals (wells ohne PHF6 bzw. PHF6*). 

Die Ergebnisse des Bindungs-ELISA zeigten eine hohe Bindungsstärke von ISAD1 zu PHF6, 

jedoch nicht zu PHF6*. Für das Peptid ISAD1rev konnte eine vergleichsweise schwächere 

Bindung an PHF6 und keine Bindung an PHF6* festgestellt werden. Diese Ergebnisse waren 

indikativ für die Annahme, dass es sich bei PHF6 um eine mögliche Bindestelle von ISAD1 

handeln könnte.  
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4.4 ISAD1 und ISAD1rev als potentielle Aggregations-Inhibitoren 

Im Folgenden sind die Untersuchungen der D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev hinsichtlich ihres 

inhibitorischen Potentials auf die Tau-Fibrillisation beschrieben. Neben der TauFL-Fibrillisation 

(Abbildung 11) wurden zusätzlich die inhibitorischen Eigenschaften der D-Peptide bei weiteren 

krankheitsrelevanten Tau-Isoformen TauRDȹK (Abbildung 12), TauFLȹK, TauFL-A152T und TauFL-

P301L (Abbildung 13) untersucht, sowie der beiden Hexapeptid-Sequenzen PHF6 und PHF6* 

(Abbildung 14) da diese Sequenzen als wesentliche Antreiber der Tau-Aggregation bekannt 

sind.  

4.4.1 Inhibition der Tau-Fibrillisation durch ISAD1 und ISAD1rev 

Die TauFL, PHF6 und PHF6*-Fibrillisation wurden mittels ThT-Test untersucht. Da die 

Experimente der weiteren Tau-Mutationsformen TauRDȹK, TauFLȹK, TauFL-A152T und TauFL-P301L 

bei unserem Kooperationspartner am DZNE in Bonn durchgeführt wurden, wurde dafür das 

Derivat ThS verwendet. Die jeweiligen Tau-Isoformen wurden mit 0,001 bis 200 µM (1:40 

Tau:Peptid) der D-Peptide ISAd1 und ISAD1rev für 48 Stunden bis zum Erreichen der 

Plateauphase koinkubiert. Die Fibrillisation von TauFL, TauRDȹK, TauFLȹK, TauFL-A152T und TauFL-

P301L wurde mittels Heparin induziert. Für die Aggregation von PHF6 und PHF6* wurde kein 

Heparin benötigt, da diese Tau-Peptide unter den beschriebenen Versuchsbedingungen (vgl. 

3.8.1) spontan fibrillieren. Die ThT- bzw. ThS-Fluoreszenz der Tau-Fibrillen, ohne Zugabe von 

Peptid, wurde als 100 % angenommen. Die übrigen Fluoreszenzwerte der Peptid-Proben 

wurden als prozentualer Anteil nach Abzug der Negativkontrolle (Tau ohne Heparin) von dieser 

ermittelt.  

Bei der Inkubation von 5 µM TauFL mit 0,1 µM und 1 µM ISAD1rev (5:1 Tau:Peptid) wurde kein 

signifikanter Unterschied in der ThT-Fluoreszenzintensität zur Positivkontrolle (TauFL-Fibrillen, 

grauer Balken) festgestellt (Abbildung 11A). Die Erhöhung der Peptid-Konzentration führte 

jedoch zu einer deutlichen Verringerung der Fluoreszenzintensität und folglich des relativen 

Fibrillengehalts. Die Zugabe von 10 µM ISAD1 (1:2 Tau:Peptid) bewirkte eine Reduktion des 

relativen Fibrillenanteils um 80 %. Bei Konzentrationen von 100 µM (1:20 Tau:Peptid) und 

200 µM (1:40 Tau:Peptid) ISAD1 wurde die TauFL-Fibrillisation vollständig inhibiert. Für das 

Peptid ISAD1rev (Abbildung 11B) wurden schwächere aggregationsinhibierende 

Eigenschaften festgestellt. Eine Reduktion der TauFL-Aggregation um 80 % wurde bei 50 µM 

(1:10 Tau:Peptid) ISAD1rev beobachtet. Die Koinkubation mit 100 bzw. 200 µM ISAD1rev 

inhibierten die TauFL-Aggregation vollständig.  
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Abbildung 11: Inhibierung der TauFL-Fibrillenbildung durch ISAD1 und ISAD1rev. Der Fibrillenansatz bestand 

aus 5 µM TauFL, 1,25 µM Heparin und 10 µM ThT in HEPES-Puffer. (A) Die Peptide ISAD1 und ISAD1rev wurden 

in den Konzentrationen von 0,1 µM bis 200 µM dem Aggregationsansatz beigefügt und für 48 Stunden bei 37 °C 

inkubiert. Die Fluoreszenz der Positivkontrolle (TauFL + Heparin, ohne D-Peptide) nach 48 Stunden wurde als 

100 % gesetzt und die Werte und Standardabweichungen der übrigen Inkubationen sind als prozentuale Anteile 

dieses Maximalwerts angegeben. Signifikante Unterschiede sind in Bezug auf die TauFL-Fibrillen (grauer Balken) 

dargestellt und wurden mittels einfaktorieller ANOVA ermittelt. ns: nicht signifikant (p > 0,05); ***p Ò 0,001. (B) 

Bestimmung des IC50 der Peptide ISAD1 und ISAD1rev anhand der Dosis-Wirkungskurven. Die Daten 

repräsentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen Dreifachbestimmungen.  

Die jeweiligen Peptidkontrollen, bestehend aus den D-Peptiden ISAD1 bzw. ISAD1rev, 

Heparin und ThT bzw. ThS, zeigten in keiner der durchgeführten Untersuchungen der 

Fibrillisationskinetik Tendenzen zur Selbstaggregation. 
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Abbildung 12: ISAD1 und ISAD1rev inhibieren TauRDȹK-Fibrillisation. 10 µM TauRDȹK mit 2,5 µM Heparin und 

20 µM ThS wurden in BES-Puffer verdünnt. (A) Der Aggregationsanatz wurde mit und ohne Zugabe von 

0,1 ï 200 µM ISAD1 bzw. ISAD1rev für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Fluoreszenz von 10 µM TauRDȹK nach 

24 Stunden wurde als 100 % gesetzt und die prozentualen Anteile der Messwerte berechnet. Signifikante 

Unterschiede sind in Bezug auf die TauRDȹK-Kontrolle (grauer Balken) dargestellt und wurden mittels einfaktorieller 

ANOVA ermittelt. ns: nicht signifikant (p > 0,05); **p Ò 0,01; ***p Ò 0,001 (B) Dosis-Wirkungskurven der Peptide 

ISAD1 und ISAD1rev mit Bestimmung des IC50. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte und 

Standardabweichungen aus drei unabhängigen Dreifachbestimmungen. 

Der Einfluss der Peptide ISAD1 und ISAD1rev auf die TauRDȹK-Aggregation (Abbildung 12) war 

vergleichbar mit dem von TauFL (Abbildung 11). Nach der Zugabe von 10 µM ISAD1 wurde die 

TauRDȹK-Aggregation vollständig inhibiert (Abbildung 12). Die Inkubation mit 10 µM ISAD1rev 

bewirkte hingegen nur eine etwa 20 %ige Inhibierung der Aggregation. Der Effekt der Peptide 

ISAD1 und ISAD1rev auf die Fibrillisation der beiden Tau-Isoformen TauFL und TauRDȹK war 

vergleichbar.  
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Als Maß für die Wirkungsstärke wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50-Wert) von 

beiden Peptiden ermittelt. Die Dosis-Wirkungskurven wurden für die Peptide ISAD1 und 

ISAD1rev für TauFL und TauRDȹK kalkuliert. Für ISAD1 ergab die Berechnung einen identischen 

IC50-Wert von 2,91 µM sowohl für TauFL als auch für TauRDȹK. Ein IC50 von 20,95 µM wurde für 

ISAD1rev für die TauFL-Aggregation und 17,80 µM bei der Inhibition der TauRDȹK-Aggregation 

errechnet. 

Die Tau-Pathologie ist nicht nur ein Hauptmerkmal der AD sondern auch charakteristisch für 

andere Tauopathien. Um den Einfluss der D-Peptide auf die Fibrillisation bei anderen Tau-

assoziierten Krankheitsformen zu untersuchen, wurden weitere krankheitsrelevante Volllänge 

Tau-Mutationsformen getestet (Abbildung 13).  

Beide Peptide ISAD1 und ISAD1rev wiesen einen inhibitorischen Effekt auf die Aggregation 

verschiedener Tau-Mutationsformen auf. Durch die Zugabe von ISAD1rev wurde die 

Aggregation der Tau-Mutationsformen nur mäßig inhibiert. Der stärkste inhibitorische Effekt 

war durch ISAD1 bei der Mutationsform TauFL-A152T (Abbildung 13B) erkennbar, wo bereits ab 

einer Konzentration von 10 µM (1:1 Tau:Peptid) die Fibrillisation um 80 % reduziert wurde. 

Auch für die Isoform TauFL-P301L wurde durch die Zugabe von 10 µM ISAD1 eine Reduktion der 

Tau-Fibrillen um 50 % (Abbildung 13C) erreicht. In höheren Konzentrationen von 50 µM (1:5 

Tau:Peptid) und 100 µM (1:10 Tau:Peptid) inhibierte ISAD1 die Aggregation der 

verschiedenen Tau-Isoformen nahezu vollständig. Verglichen mit ISAD1 konnte durch die 

Inkubation von 10 µM ISAD1rev lediglich für die Isoform Tau FL-A152T eine 

Aggregationsinhibition um 20 % festgestellt werden. Erst ab einer Konzentration von 100 µM 

ISAD1rev wurde die Fibrillisation nahezu vollständig inhibiert, jedoch galt dies nur für TauFL-

A152T (Abbildung 13B) und TauFL-P301L (Abbildung 13C). Die Ergebnisse verdeutlichen, die 

inhibitorische Wirkung der D-Peptide bei weiteren krankheitsrelevanten Tau-Isoformen.  
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Abbildung 13: Inhibierung der Fibrillisation von Tau-Mutationsformen durch ISAD1 und ISAD1rev. Je 10 µM 

TauFLȹK (A), TauFL-A152T (B) oder TauFL-P301L (C) wurden mit 2,5 µM Heparin und 20 µM ThS in BES-Puffer verdünnt. 

Die D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev wurden in den Konzentrationen 10 (1:1), 50 (1:5) und 100 µM (1:10) zu dem 

Aggregationsansatz hinzugefügt und für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Fluoreszenz der jeweiligen Tau-

Fibrillen (grauer Balken) wurde als 100 % gesetzt die übrigen Messwerte wurden anhand der Tau-Fibrillen 

kalkuliert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 

Dreifachbestimmungen. Signifikante Unterschiede sind in Bezug auf die jeweilige Tau-Kontrolle (grauer Balken) 

dargestellt und wurden mittels einfaktorieller ANOVA (Tukey post-hoc Test) ermittelt. *p Ò 0,05; ***p Ò 0,001. 
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Die Hexapeptid-Sequenzen PHF6 und PHF6* innerhalb des TauFL sind als wesentliche 

Antreiber der Tau-Fibrillisation bekannt, weshalb zusätzlich der Effekt der D-Peptide auf die 

PHF6- und PHF6*-Fibrillisation untersucht wurde (Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Inhibition der PHF6-Fibrillisation durch ISAD1. 5 µM PHF6 (A) bzw. PHF6* (B) wurden mit 

10 µM ThT in HEPES-Puffer fibrilliert. Die D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev wurden in den Konzentrationen von 

5 µM (1:1) bis 50 µM (1:10) dem Aggregationsansatz beigefügt und für 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die 

Fluoreszenz von PHF6 bzw. PHF6* nach 48 Stunden wurde als 100 % gesetzt und die Werte und 

Standardabweichungen der übrigen Inkubationen sind als prozentuale Anteile dieses Maximalwerts angegeben. 

Die Daten repräsentieren die Mittelwerte aus drei unabhängigen Dreifachbestimmungen. Signifikante Unterschiede 

sind in Bezug auf die jeweilige Fibrillen-Kontrolle (grauer Balken) dargestellt und wurden mittels einfaktorieller 

ANOVA ermittelt. ns: nicht signifikant (p > 0,05); ***p Ò 0,001 

In den ThT-Untersuchungen zur Fibrillisation der Hexapeptide PHF6 und PHF6* stellte sich 

das Peptid ISAD1 gegenüber ISAD1rev als potentiell stärkerer Inhibitor heraus, da durch die 

Zugabe geringer Konzentrationen eine vollständige Inhibierung der Fibrillisation von PHF6 

erreicht werden konnte. Bereits bei 25 µM ISAD1 (1:5 Tau:Peptid) war eine vollständige 
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Inhibierung der PHF6-Fibrillisation zu beobachten, wohingegen durch 25 µM ISAD1rev keine 

Reduzierung der Aggregation erfolgte. Durch die Zugabe von ISAD1 konnte die PHF6*-

Aggregation reduziert, jedoch nicht inhibiert werden (Abbildung 14B). Die Verwendung von 

ISAD1rev hatte keinen Einfluss auf die PHF6*-Aggregation.  

Für die D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev wurden verschiedene inhibitorische Eigenschaften bei 

unterschiedlichen Tau-Formen ermittelt (Tabelle 12). Dieser Vergleich verdeutlicht die 

unterschiedliche Wirkung der D-Peptide auf die Inhibition der Fibrillisation der getesteten Tau-

Isoformen.  

Tabelle 12: Prozentuale Inhibition verschiedener Tau-Isoformen durch die Peptide ISAD1 und ISAD1rev. Die 

Berechnung der prozentualen Werte erfolgte auf Grundlage der ThT- bzw. ThS-Messwerte bei einem molaren Tau-

Peptid-Verhältnis von 1:10. 

Tau-Isoform Inhibition der Tau-Fibrillisation [%] 

 ISAD1 ISAD1rev 

TauFL 100 100 

TauRDȹK 100 100 

TauFLȹK 86,5 43,7 

TauFL-A152T 92,7 87,2 

TauFL-P301L 93,1 84,2 

PHF6 98,4 75,0 

PHF6* 67,2 5,4 

 

4.5 Größenverteilung von Taupartikeln nach der Inkubation mit D-Peptiden 

Die DLS-Untersuchungen dienten der Beobachtung der Aggregatbildung von Taupartikeln 

nach der Inkubation mit den D-Peptide ISAD1 und ISAD1rev. Die vorangegangenen ThT-

Untersuchungen dienten dem Nachweis von ThT-positiven ɓ-Faltblatt-reichen Tau-Fibrillen, 

welche charakteristisch für amyloide Fibrillen sind. Die DLS bietet einen entscheidenden 

Vorteil, da mittels DLS die verschiedensten Tau-Speziesgrößen unabhängig detektiert werden 

können. Dies reicht von Monomeren über Oligomere bis hin zu Fibrillen und hochmolekularen 

Aggregaten. Im ThT-Test werden aufgrund der spezifischen Sekundärstruktur nur die Amyloid-

typischen ɓ-Faltblattstrukturen detektiert, wohingegen die Messung per DLS größenabhängig, 

jedoch strukturunabhängig ist. Da es sich bei typischen Tau-Aggregaten bzw. -Fibrillen 
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mutmaßlich nicht um kugelförmige Partikel handelt, ist die Größenangabe in nm lediglich als 

eine Annäherung an deren tatsächliche Größe und Struktur zu betrachten. 

Neben dem Effekt von ISAD1 und ISAD1rev auf die TauRDȹK-Partikelgrößenverteilung 

(Abbildung 15 und Abbildung 16) wurden zusätzlich die Tau-Mutationsformen TauFLȹK 

(Abbildung 24), TauFL-A152T (Abbildung 25) und TauFL-P301L (Abbildung 26) untersucht. Die 

Ergebnisse der Tau-Größenverteilung mit und ohne Inkubation der D-Peptide ISAD1 und 

ISAD1rev bei verschiedenen krankheitsrelevanten Tau-Mutationsformen befinden sich im 

Anhang (Abbildung 24, Abbildung 25, Abbildung 26). Auf der Grundlage der zuvor erhaltenen 

vergleichbaren Ergebnisse von TauFL und TauRDȹK im ELISA und den ThT- bzw. ThS-

Untersuchungen wurde auf die DLS-Messungen mit TauFL verzichtet.  

4.5.1 ISAD1 und ISAD1rev induzieren die Bildung hochmolekularer Tau-Peptid-

Aggregate 

Als Positivkontrolle (grüne Linie) wurde in den DLS-Messungen TauRDȹK und Heparin 

zusammen in BES-Puffer inkubiert. TauRDȹK ohne die Zugabe von Heparin wurde als 

Negativkontrolle eingesetzt. Zur weiteren Kontrolle wurden die beiden D-Peptide zusammen 

mit Heparin (ohne Tau) inkubiert und anschließend gemessen. Die Messungen ergaben, dass 

bei der Inkubation der D-Peptide allein, ohne Tau, bei keiner Konzentration hochmolekulare 

Aggregate detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Der errechnete Messfehler lag bei 

allen Messungen unter 10 %. 

Nach der Inkubation mit den D-Peptiden ISAD1 und ISAD1rev war eine Änderung der 

Partikelgrößenverteilung von TauRDȹK zu beobachten (Abbildung 15A und Abbildung 16A). Die 

Zugabe von 10 µM TauRDȹK mit 10 µM ISAD1 (1:1 Tau:Peptid) hatte keinen Einfluss auf die 

Größenverteilung der Taupartikel (orangefarbene Linie). Nach der Inkubation von 10 µM 

ISAD1 bzw. ISAD1rev glichen die gebildeten Partikel der Größe herkömmlicher TauRDȹK-

Fibrillen (~30-90 nm). Die Zugabe von 50 µM (1:5 Tau:Peptid) oder 100 µM ISAD1 (1:10 

Tau:Peptid) führte jedoch zu einer deutlichen Veränderung der Partikelgröße (Abbildung 15A). 

Ab einer Konzentration von 50 µM ISAD1 wurden stark vergrößerte Partikel (~2000-6000 nm) 

detektiert. Die Inkubation mit ISAD1rev (Abbildung 16A) resultierte in einer ähnlichen 

Größenverteilung mit dem einen Unterschied, dass die Inkubation mit niedrigeren 

Konzentrationen (10 und 50 µM) von ISAD1rev zu Partikelgrößen führten, die vergleichbar mit 

Heparin-induzierten TauRDȹK-Fibrillen waren. Dies wurde sowohl in den DLS (Abbildung 16A) 

als auch in den Western Blot Ergebnissen (Abbildung 16B,C) sichtbar.  



Ergebnisse 

66 

0 50 100 150

0

5

10

15

20

25

2000 4000 6000

Größe [nm]

V
o

lu
m

e
n

 [
%

]

Monomere

Fibrillen

ISAD1 10 µM

ISAD1 100 µM

ISAD1 50 µM

A

TauRDȹK

B C

 

Abbildung 15: Bildung hochmolekularer TauRDȹK-Aggregate nach der Inkubation mit ISAD1. Für die 

Messungen wurden 10 µM TauRDȹK zusammen mit 10 (1:1), 50 (1:5) und 100 µM (1:10) ISAD1 in BES-Puffer für 

24 Stunden inkubiert. (A) Dargestellt ist die prozentuale Verteilung in Bezug auf die Partikelgröße. Die Daten 

repräsentieren den Mittelwert der Intensitäten der einzelnen Proben über drei Messungen bei RT. (B) Die Proben 

wurden zentrifugiert (61.000 rpm) und der Überstand (Ü) wurde vom Pellet (P) getrennt und auf SDS-Gelen (8-

16 %) aufgetragen. Die Detektion der Tau-Aggregate erfolgte durch den Antikörper K9JA. (C) Für die 

Quantifizierung des Western Blots wurde ImageJ verwendet. Die Intensität der Proteinmenge im Überstand und 

Pellet der TauRDȹK-Aggregate (Heparin-induziert) wurde als 100 % festgelegt. Die Daten repräsentieren den 

Mittelwert und Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Doppelbestimmungen.  

  
























































































































































