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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung und APP

Vor Uber hundert Jahren untersuchte Alois Alzheimer das Verhalten von Auguste D.,
einer geistig erkrankten Frau, die bereits im Alter von 40 Jahren kognitive Defizite
entwickelte. Post mortem konnte er an seiner Patientin unter Verwendung der
Silbermethode nach Bielschowsky nachweisen, dass neurofibrillare Tangles und
amyloide Plagues mit Demenz assoziiert werden kénnen (Alzheimer et al. 1995). Die
Alzheimer-Erkrankung ist heute eine der bekanntesten neurodegenerativen Erkrankungen
weltweit. Die Inzidenzrate der neuen Félle, die sich bei betroffenen Personen uber einen
bestimmten Zeitraum entwickeln, steigt von etwa 1 % jahrlich bei Personen im Alter von
65 bis 70 Jahren auf etwa 6 % bis 8 % flr Personen tber 85 Jahre an (Chandra et al.
2001). Es konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in Raten oder
Risikofaktoren der Alzheimer-Erkrankung festgestellt werden. Das kumulative Risiko fir
65-jahrige Frauen, eine Alzheimer-Erkrankung im Alter von 95 Jahren zu entwickeln,
betrug 0,22 im Vergleich zu 0,09 fir Manner. Das kumulative Risiko fur die Entwicklung
im Alter von 95 Jahren war bei Mé&nnern und Frauen ahnlich (Andersen et al. 1999). Die
Erkrankungsdauer kann stark variieren und zwei bis 20 Jahre betragen. Zwei Populations-
Studien zeigten, dass die mediane Uberlebenszeit fir Patienten bei drei bis vier Jahren
liegt (Helmer 2001). Diese Zahlen unterstreichen, wie bedeutsam eine vertiefende

Erforschung dieser neurodegenerativen Erkrankung ist.

Man unterscheidet eine friih und eine spéat auftretende Form der Erkrankung, die sich
epidemiologisch und é&tiologisch unterscheiden. Die frihe Form ist seltener und hdufig
autosomal-dominant vererbt (Mayeux 2003). Es wurden Gendefekte und genetische
Risikovarianten in verschiedenen Genen, unter anderem dem Amyloidvorlauferprotein
(APP) auf Chromosom 21, dem Presenilin 1 (PS1) auf Chromosom 14 und dem Presenilin
2 (PS2) auf Chromosom 1, gefunden. Eine dominante Form der Alzheimer-Erkrankung
beginnt hier schon in der dritten Lebensdekade. Haufigste Ursache sind die PS1-
Mutationen (Rogaeva et al. 2001). Im Gegensatz dazu steht die altersbedingte Alzheimer-
Erkrankung, die sich typischerweise erst nach dem sechsten Lebensjahrzehnt
manifestiert. Sie macht tber 95 % aller Falle aus und hat eine komplexe Atiologie
(Mayeux 2003), die im folgenden Abschnitt erlautert werden soll.
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Die klassische Triade der Alzheimerpathologie besteht aus Amyloid-Plaques, die aus -
Amyloid-Peptiden bestehen, neurofibrillaren Tangles (NFTSs) mit hyperphosphoryliertem
Tau und weitverbreitetem neuronalen Verlust im Kortex und im Hippocampus (Golde
2003).

Im 20. Jahrhundert wurde die neurodegenerative Erkrankung intensiv erforscht. Zu den
ersten und wichtigsten Entdeckungen gehérte 1984 das B-Amyloid-Peptid, das als das
Kernpeptid von Amyloid-Plaques erkannt wurde (Glenner und Wong 1984). 3-Amyloid
ist ein physiologisch normales Produkt, das nicht nur im Gehirn von Alzheimer Patienten-
entsteht (Haass 2004). Im normalen Stoffwechsel werden diese Peptide kontinuierlich
erzeugt, es kommt hier aber nicht zu einer Plaque-Bildung (Masters et al. 1985). In vitro
ist B-Amyloid bei hoheren Konzentrationen &uferst unléslich und neigt zur
Aggregatbildung (Lomakin et al. 1995). Es bilden sich die sogenannten senilen Plaques.
Ihr Entstehungsprozess ist irreversibel und aus untersuchten Gewebeproben erkrankter
Patienten geht deutlich hervor, dass eine Vielzahl der senilen Plagues in ihren Gehirnen
vorhanden ist (Gordon 1981).

Das B-Amyloid-Peptid entsteht durch die enzymatische Spaltung von APP durch die -
und y-Sekretase. Die so entstandenen Bruchstiicke sind die Hauptbestandteile der Plaque-
Ablagerungen in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten (Matsui et al. 2007). APP wurde
drei Jahre spéter als das B-Amyloid-Peptid von Goldgaber et al. beschrieben (Goldgaber
et al. 1987). Er konnte dieses Protein nachweisen und zeigen, dass es mit 695
Aminoséuren codiert ist und seine Lokalisation auf dem Chromosom 21 hat. APP ist ein
integrales Typ-I-Membranprotein mit einer extrazellularen N-terminalen Ektodomane,
einer Transmembranregion und einer kurzen C-terminalen zytosolischen Doméne
(AICD: APP-intrazellulare Doméne). APP ist Mitglied einer Proteinfamilie, die auch
einige APP-&hnliche Proteine umfasst. Hierzu zdhlen APLP1 und APLP2, die eine hohe
Sequenzédhnlichkeit mit APP aufweisen (Eggert et al. 2004). APLP2 und APP zeigen
weitgehend Uberlappende Expressionsmuster und werden ubiquitér, aber vermehrt im
Gehirn exprimiert (Lorent et al. 1995). Nach seiner Synthese im ER wird APP Uber den
sekretorischen Weg durch den Golgi-Apparat zur Plasmamembran transportiert.
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Waéhrend seines Durchgangs durch diese Kompartimente unterliegt APP mehreren
posttranslationalen Modifikationen, wie N- und O-Glykosylierung, Phosphorylierung
und Tyrosinsulfatierung. In weniger als 10 % der Zelltypen wird APP an der
Zelloberflache im stationdaren Zustand detektiert. Der Hauptpool von APP befindet sich
in den Golgi-Regionen. In neuronalen Zellen konnte APP zusétzlich in Axonen und
Synapsen nachgewiesen werden. Die zelluldre Lokalisierung von APP ist ein wichtiger
Faktor flr die Zuganglichkeit von APP als Substrat fur die Sekretasen (Icking et al. 2007)
(Zheng et al. 1998).

Die physiologische Funktion von APP riickte in den letzten Jahren immer mehr in den
Fokus der Forschung, und es gibt einige Vorschlage, welche Funktionen APP, zusatzlich
zu der Entstehung des B-Amyloid-Peptids, noch haben koénnte. Dazu zéhlt die Theorie,
dass APP und sein Produkt sAPPo in Zusammenhang mit dem Uberleben von neuronalen
Strukturen stehen (Mattson et al. 1993). Zudem wurde vorgeschlagen, dass APP als
Zelladhdsionsmolekiil und/oder Substratadh&sionsmolekil wirkt, da es an extrazellulare
Matrixkomponenten wie Heparin und Kollagen Typ | bindet (Multhaup 1994). Auch die
Féahigkeit von APP, die Transkriptionsaktivierung zu fordern, kénnte einen Hinweis
darauf geben, dass es einen regulierenden Einfluss auf die Genexpression nehmen kann
(Mdller et al. 2008).

Der Zusammenhang zwischen der Alzheimer-Erkrankung und APP bzw. dem -
Amyloid-Peptid wurde schon in den Anféangen der Alzheimer-Forschung festgestellt. Die
proteolytische Prozessierung erfolgt durch zwei alternative Wege: den amyloidogenen
und den nicht-amyloidogenen Weg, die in verschiedenen subzellularen Kompartimenten
lokalisiert sind und unterschiedliche biologische Effekte vermitteln. Bei dem
amyloidogenen Weg wird APP durch die B-Sekretase, auch BACE-1 (B-site of APP
cleaving enzyme) genannt, gespalten. Dies geschieht in seiner extrazellularen Doméne,
wodurch zwei Fragmente entstehen: das SAPPR (ein N-terminales Fragment) und CT99
oder CT89 (Chang und Suh 2010). Das CT99-Fragment wird anschlieBend in der
Membran weiter aufgespalten. Eine weitere Verarbeitung des resultierenden
carboxyterminalen Fragments durch die y-Sekretase fiihrt zur Freisetzung des fB-
Amyloid-Peptids und AICDs (Kimberly et al. 2001).
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Da die y-Sekretase-Spaltstelle leicht variieren kann, entstehen zwei unterschiedlich lange
Produkte mit unterschiedlichen Eigenschaften, die als Ap40 und AB42 bezeichnet werden
(Haass et al. 1992). Ca. 90 % des erzeugten Peptids haben die AB40-Form, wéhrend bei
familidrer Alzheimer-Erkrankung vermehrt Ap42 entsteht. Dies ist insofern ein Problem,

als Ap42 verstarkt aggregiert und somit krankheitsrelevanter ist (Borchelt et al. 1996).

Im Falle des nicht-amyloidogenen Weges wird die Spaltung des APPs durch die o-
Sekretase durchgefiihrt (Seals und Courtneidge 2003). Da diese innerhalb der Ap-
Doméne auftritt, schlieBt sie die Bildung von toxischen B-Amyloid-Peptiden aus.
Stattdessen erzeugt es ein losliches extrazellulares Fragment, das als sAPPa benannt wird,
und das CT83 (ein C-terminales Fragment von APP). Das CT83 legt seinen Weg durch
die Zelle zurtick. Von der Plasmamembran bis hin zum endoplasmatischen Retikulum
und Golgi-Komplex. Das CT83-Fragment wird durch die y-Sekretase in das nicht
toxische p3-Fragment und die kurze C-terminale zytosolische Doméne gespalten (Suh
und Checler 2002).

nicht amyloidogener Weg ~ amyloidogener Weg
sAPPu SAPPR AB40 AB42

nicht toxisches
p3-Peptid I
- ...

y-Sekretase -Sekretase
= N

AICD AICD CT83 APP CT99 AICD AICD

Aggregation
Bildung amyloider
Plaque

Abbildung 1: Schematische Darstellung Amyloid-Precursor-Protein(APP)-Prozessierung

In der Abbildung sind die zwei alternativen Spaltungswege von APP im Zytoplasma und im Extrazellularraum zu sehen.
Dargestellt ist die Bildung von toxischen Ap42-Fragmenten (rechts) mit Angriffspunkten fiir die 8- und y-Sekretase sowie
die Bildung des loslichen extrazelluldren Fragment sAPPa, das durch die a-Sekretase erzeugt wird (links). Gleichzeitig
sind die Nebenprodukte wie SAPPR oder auch AICD in ihrem Entstehungsprozess dargestellt.
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Die Vorgange der amyloidogenen proteolytischen Prozessierung lassen vermuten, dass
die Plaque-GroRe konstant wachst, was aber durch experimentelle Daten widerlegt
werden konnte. Stattdessen scheinen GroRe und relative B-Amyloid-Belastung
(Gesamtprozentsatz) Uber einen langeren Zeitraum der Krankheit konstant zu bleiben
(Arriagada et al. 1992).

Die vermehrte Bildung von AB42 bei erkrankten Patienten und dessen Eigenschaft der
Aggregation fuhren letztendlich zur Plague-Bildung. Diese amyloidogenen Peptide
kdnnen entzundliche und neurotoxische Reaktionen im Gehirn hervorrufen, von denen
angenommen wird, dass sie auch zu den klinischen Manifestationen von Alzheimer
fihren (Kao et al. 2004). Der Aufbau eines Plaques ist recht komplex. Senile Plaques
bestehen aus einem porésen Kern mit Poren, einer charakteristischen Gréf3e und einem
diffusen Ring, dessen Dichte langsam vom Schwerpunkt des senilen Plaques abféllt. Cruz
et al. schlugen daraufhin ein Modell vor, in dem die Bildung dieser porosen Objekte,
deren GroRenverteilung, Anzahl und B-Amyloid-Belastung relativ konstant bleiben.
Seiner Theorie nach ist dies durch ein dynamisches Gleichgewicht in der Aggregation

und der Disaggregation moglich (Cruz et al. 1997).

Zu den extrazelluldaren Veranderungen bei der Erkrankung treten auch intrazellulére
pathogene  Veranderungen  auf. Diese  umfassen  Ablagerungen  von
hyperphosphoryliertem t-Protein, einem Mikrotubuli-Protein, in Form von
neurofibrillaren Tangles. Uber ihre sich wiederholenden Abschnitte werden t-Proteine in
filamentdren Strukturen miteinander verknilpft. Eine abnorme Hyperphosphorylierung
der gepaarten helikalen Tau-Filamente (PHF) fuhrt zu einem nicht mehr funktionellen
Protein. Auch der Verlust von Neuronen und Synapsen konnte nachgewiesen werden
(Dickson 2001). Wie die B-Amyloid-Belastung die Neurodegeneration induziert, ist
unklar. In Studien mit kultivierten Zellen konnten Calciumhom@ostase und oxidative
Schadigungen gezeigt werden, die letztendlich zu Defekten in der Zellmembran fuhren.
Ob B-Amyloid-induzierte Verletzungen in der Zellmembran mit der nachfolgenden
Akkumulation von phosphoryliertem t-Protein zusammenhdangen, konnte bis jetzt nicht
geklart werden. Es gibt jedoch zusétzliche Beweise, dass die Ansammlung von t-

Ablagerungen in Neuronen selbst neurotoxisch ist (Sisodia und St George-Hyslop 2002).


https://de.wikipedia.org/wiki/Mikrofilamente
https://de.wikipedia.org/wiki/Phosphorylierung
https://de.wikipedia.org/wiki/Helix
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Klinisch konnten weitere Studien zeigen, dass Beeintrdchtigungen in zwei kognitiven
Doménen die kognitiven Anomalien charakterisieren, die im fruhen Stadium der
Alzheimer-Erkrankung beschreibend sind. Diese kognitiven Doménen beziehen sich auf
Gedachtnis- und Fihrungskompetenzfahigkeit. Dies zeigt sich insbesondere bei
Speicher-Test-Ergebnissen, die den Unterschied zwischen dem sofortigen und dem
verzogerten Abruf und den Aufgaben widerspiegeln und folglich eine Beurteilung der
kognitiven Flexibilitat ermdglichen. Die Untersuchungen der Hippocampusbildung des
parahippocampalen Gyrus, des amygdalo-hippocampalen Komplexes und des
temporalen Horns der lateralen Ventrikel zeigen signifikante Unterschiede zwischen
schwach beeintrachtigten Alzheimer-Patienten und einer Kontrollgruppe ber ein breites
Spektrum von Studien mit einer Vielzahl von Techniken (Albert 1996).
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1.2 p-Sekretase/BACE 1

Zur Jahrtausendwende ver6ffentlichten verschiedene Forschungsgruppen Ergebnisse
iber die molekulare Klonierung von B-Sekretase und benannten sie als BACEL (Vassar
1999), B-Sekretase (Sinha et al. 1999), Asp2 (Verpoorten et al. 2006) oder Memapsin 2
(Lin et al. 2000). BACE1 wird in allen Geweben exprimiert mit dem hdochsten
Expressionsniveau im Gehirn. Es zéhlt zu den intrazellularen Typ-I-Transmembran-
Proteinen (Fukumoto 2002). Es kann von frihen Endosomen oder auch von Recycling-
Endosomen aufgenommen und modifiziert werden (Vassar 1999). Da BACEL1 das erste
katalytisch aktive Enzym der B-Amyloid-erzeugenden Kaskade darstellt, kann diese
Verarbeitung von APP als der Geschwindigkeitsbegrenzungsschritt betrachtet werden
(Hardy und Higgins 1992). Seine Reifung erhoht die katalytische Aktivitat des Enzyms
um mindestens das Zweifache Uber die des unreifen BACEL. Dariiber hinaus erhoht ein
niedriger pH-Wert die Aktivitat (Vassar et al. 2009). Die Reifung von BACE1 beginnt
innerhalb des Lumens des ER, wo eine Glykosylierung an vier Asn-Resten stattfindet
(Haniu et al. 2000). AnschlieRend wird es einer transienten Acetylierung an sieben Arg-
Resten unterzogen (Costantini et al. 2007). Eine weitere Zugabe von komplexen
Kohlenhydraten und die Entfernung der BACE1-Prodoméne durch Furin-Konvertasen
erfolgen im Golgi-Kompartiment (Bennett et al. 2000). Die Wichtigkeit von BACEL bei
der Erzeugung von B-Amyloid wurde durch den Versuch an homozygot deletierten
BACE1-Mé&usen gezeigt. An ihnen konnte keine B-Amyloid-Bildung nachgewiesen
werden (Roberds 2001).
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Méause, denen BACELl fehlt, sind gesund, fruchtbar und erscheinen in der
makroskopischen Anatomie, Gewebehistologie, Hamatologie und klinischen Chemie
normal. Diese Ergebnisse liefern eine Validierung von BACEL als hauptsachlicher -
Sekretase in vivo und legen nahe, dass die therapeutische Hemmung von BACEL1 fr die
Behandlung der Alzheimer-Erkrankung einen durchaus wichtigen Ansatz liefern kénnte
(Luo et al. 2001). Neuere Studien konnten ebenso aufzeigen, dass das Niveau von
BACEL1-Protein und seine Aktivitdt im Alzheimer-Hirn etwa zweifach erhéht sind
(Fukumoto 2002) im Vergleich zu nicht erkrankten Probanden. Dies deutet auf die
Moglichkeit hin, dass die BACEL-Expression entweder zunimmt oder gar die
Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung initiieren oder beschleunigen kann (Vassar et al.
2009). Nach der Entdeckung von BACE1l wurde kurze Zeit spater ein Homolog
identifiziert und BACE2 genannt. BACE1 und BACE2 é&hneln sich in 64 % ihrer
Aminoséuresequenz. BACE2 wird jedoch in einem niedrigeren Niveau in Neuronen

exprimiert und auch die Spaltungsaktivitat von APP ist geringer (Vassar et al. 2009).
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1.3 Flotilline

Im Gegensatz zu S&ugetieren regenerieren sich die Nervengang-Axone von Fischen,
wenn der Sehnerv durchtrennt wird. Hier konnten die Proteine Reggie-1 und Reggie-2
identifiziert werden, die in den retinalen Ganglienzellen und Netzhautaxonen dieser sich
regenerierenden Neuronen hochreguliert wurden. Der Name Reggie leitete sich von dem
Wort Regeneration ab (Schulte et al. 1997). Bickel et al. entdeckten dieses Phanomen
zeitgleich und verdffentlichten es 1997. Um zu betonen, dass diese Proteine eine neu
erkannte Genfamilie darstellten, schlugen sie vor, Reggie kinftig in Flotillin
umzubenennen (Bickel et al. 1997). Fur Reggie-2 wurde spéter der heute offizielle Name
Flotillin-1 festgelegt und Reggie-1 in Flotillin-2 umbenannt. Die neue Namensgebung
soll auf die Fahigkeit der Proteine hinweisen, in bestimmten Dichtegradienten zu

schwimmen (Bickel et al. 1997).

Die evolutionadre Bedeutung zeigt sich bei den Flotillinen in der guten Konservierung.
Zusétzlich ist eine hohe Similaritat zwischen einigen Spezies nachgewiesen worden.
Flotilline enthalten am N-Terminus eine weitgehend uncharakterisierte Doméne, die als
Prohibitin-Homologie(PHB)-Domaéne oder SPFH-Doméne
(Stomatin/Prohibitin/Flotillin/HfIK/C-Domane) bezeichnet wird. Diese Doméne ist
evolutionédr konserviert und wird von mehreren eukaryotischen und prokaryotischen
Membranproteinen wie Stomatin, Podocin und Prohibitin geteilt. Sie haben vielfaltige
Funktionen (Morrow et al. 2002), die bis heute noch nicht vollstdndig bekannt sind

(Neumann-Giesen et al. 2004).

Beide C- und N-Termini stehen dem Zytosol gegeniiber. Die Verankerung in der
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran erfolgt durch Acylierung. Flotillin-2 wird an
Gly2 myristyliert und hauptséchlich an Cys4 palmityliert und zu einem geringen Grad an
Cys19 und Cys20. Flotillin-1 fehlt eine Myristylierungsstelle, es wird aber an Cys34 und
auch an Cys5 und Cys17 palmityliert.
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Da Flotillin-1 unter bestimmten Umstanden in den Kern translozieren kann, sind Flotillin-
Mikrodoméanen nicht nur stabile Geriste, sondern auch dynamische Einheiten mit
eigenen regulatorischen Funktionen (Langhorst et al. 2005). Solis et al. haben 2007
veroffentlicht, dass Tetramere die hauptoligomere Form von Flotillin in N2a-Zellen sind.
Die endgiltige GroRe der Flotillin-Strukturen bleibt unklar, obwohl aus den
immunelektronischen Daten von Solis et al. hervorgeht, dass die Flotillin-Mikrodoménen
etwa 0,05 bis 0,1 um groB sein sollen. Sie vermuten, dass mehrere hundert Flotillin-

Proteine dazu beitragen, multimere Cluster zu bilden (Solis et al. 2007).

190 - 363
r 1
134 151 211 427
NH, COOH
SPFH/PHB-Domiéne [ ]
= A AKX AA A = =
193 - 366
r =

NH. 7 47 213 428 COOH
SPFH/PHB-Doméne [ ]
A AA FAY AKX

.hydrophobe Region f Myristat A Tyrosin mit Funktion

DSPFH/PHB-Doméne § Paimitat A\ Tyrosin " Flotilin-Domane
AEAE-Wiederholungen

Abbildung 2: Doménenstruktur von Flotillinen, modifiziert nach Kiihne et al. 2015

In der Abbildung ist eine schematische Darstellung der Flotilline gezeigt, in der die
posttranslationalen Lipidmodifikationen zu sehen sind. Diese Modifikation ist eine wichtige
Voraussetzung fur die Membranlokalisation. Flotilline gehdren zu der SPFH-Protein-Superfamilie.
Sie enthalten eine C-Terminal lokalisierte Flotillin-Domane, die aus kurzen Alanin (A)- und Glutamat
(E)-Sequenzmotiven besteht. Es sind Unterschiede zwischen den Flotillinen zu erkennen. Flotillin-1
ist palmityliert an der Aminosdure Cystein 34, wohingegen Flotillin-2 an Glycin 2 myristyliert und
an Cystein 4, 19 und 20 palmityliert ist.
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Flotilline scheinen voneinander abhangig zu sein (Amaddii et al. 2012). Beweise fir die
Wechselwirkung zwischen Flotillin-1 und Flotillin-2 wurden durch Solis et al. 2007 in
siRNA-Studien erbracht: Die Deletion von Flotillin-2 fiihrt zu einem gleichzeitigen
Verlust von Flotillin-1-Proteinen. Umgekehrt tritt dieses Phanomen nicht so stark auf, ist

aber auch vorhanden (Solis et al. 2007).

Flotillin-1 und Flotillin-2 weisen eine ubiquitdre Gewebsverteilung auf (\Volonte et al.
1999). Ihre Expression ist besonders hoch in Zellen, denen Caveolin fehlt, z. B. Neuronen
(Lang et al. 1998). Die Endozytose von Flotillin-2 verlauft unabhéngig von Clathrin und
benotigt kein Caveolin oder Dynamin-2 (Neumann-Giesen et al. 2007). Zusatzlich zu
ihrer bevorzugten Lokalisierung an der Plasmamembran konnten Flotilline an
verschiedenen vesikuldaren Oberflachen innerhalb der Zelle nachgewiesen werden
(Langhorst et al. 2005). Flotillin-1 und Flotillin-2 sind beide konstitutiv mit Sphingolipid-
und Cholesterol-angereicherten Membran-Mikrodoménen assoziiert, die als Membrane
Rafts bekannt sind (Bickel et al. 1997). Gerade Flotillin-1 wird oft als ein Markerprotein
fir Membrane Rafts verwendet (Kurrle et al. 2012). Man nimmt an, dass Flotilline in
einer Reihe von zelluldren Kontexten funktionieren, einschlieflich Signalgebung,
Endozytose und Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett. Es konnte gezeigt werden, dass
Flotillin-1 fur die axonale Regeneration von retinalen Ganglienzellen notwendig ist
(Munderloh et al. 2009) und fur die Differenzierung und das Wachsen von
Hippocampusneuronen, wahrend es zusatzlich die Bildung von glutamatergen Synapsen
im Hippocampus fordert (Swanwick et al. 2010). Hier sollte aber von einer
Verallgemeinerung der Erkenntnisse abgesehen werden, da die Regenerationsfahigkeit

des Sehnervs bei Menschen nicht gegeben ist.

Flotillin-1 wurde zudem als evolutiondr konserviertes, Gedachtnis-assoziiertes Protein
identifiziert, das an Lern- und Gedé&chtnisprozessen beteiligt ist (Monje et al. 2013). Frih
wurde Uber die funktionelle Beteiligung von Flotillin an der Zelladh&sion diskutiert
(Schulte et al. 1997). Eine tatsachliche Beteiligung von Flotillinen bei der Etablierung
und Aufrechterhaltung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasionsstrukturen konnte in
einigen Studien aufgezeigt werden. Einblicke in eine funktionelle Assoziation von
Flotillinen mit Adh&renz-Verbindungen (Zell-Zell-Kontakttyp) wurden in einer Studie
von Bodrikov et al. 2011 gezeigt.
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Hier lieR sich erkennen, dass ein vortiibergehender Knockdown von Flotillin-2 in priméren
hippocampalen Neuronen das Wachstum und die Differenzierung von Axonen stort
(Bodrikov et al. 2011). Die Vermutung, dass Flotilline fir die endosomale Sortierung und
das Recycling von spezifischen Frachtmolekilen wichtig sind, zeigte sich im Laufe der
Flotillin-Forschung auf. Auch eine Rolle bei der Endozytose von APP konnte in diesem
Zusammenhang dargestellt werden, deren amyloidogene Verarbeitung die Endozytose
erfordert (Schneider et al. 2008). Flotilline sind wichtig fir die endosomale Sortierung
und das Recycling von spezifischen Frachtmolekilen. Somit ist der Endozytoseweg von
den Flotillinen abhéngig, aber eine direkte Beteiligung konnte nicht nachgewiesen
werden (Meister und Tikkanen 2014).

Eine weitere Funktion der Flotilline ist die Beteiligung an der EGFR/MAP-Kinase-
Signalgebung. Hier kann der Knockdown von Flotillin-1 zur Beeintrachtigung der EGFR-
Phosphorylierung sowie der MAPK-Signalgebung fiihren (Amaddii et al. 2012).
Funktionelle Rollen von Flotillin-Proteinen in den Insulin- und NGF-Signalkaskaden
wurden seit Anfang 2000 diskutiert. Wesentliche metabolische Prozesse wie Glukose-
und Lipidumsatz werden durch Insulin kontrolliert. Die Insulinbindung an die
extrazellularen Untereinheiten der Insulinrezeptor-Tyrosinkinase induziert eine
Konformationsédnderung und flihrt zur Autophosphorylierung mehrerer Tyrosinreste im
zytoplasmatischen Teil des Insulinrezeptors. Es konnte gezeigt werden, dass Flotillin-1
bei der Insulin-Stimulation einen ternaren Komplex mit c-Cbl-assoziiertem Protein
(CAP) und der E3-Ubiquitin-Protein-Ligase Cbl bildet. Dies erwies sich als wichtig fiir
die Assoziation von Membran Rafts, die Signalweiterleitung des CAP-Cbl-Komplexes

und die eigentliche Glukoseaufnahme (Baumann et al. 2000).

Obwohl sie im gesamten evolutiondren Spektrum nahezu ubiquitdr vorkommen und
anscheinend in allen S&ugetiergeweben exprimiert werden, sind die verschiedenen
Untersuchungen noch nicht vollstdndig erschopft und es gibt noch einige molekulare
Details, die erforscht werden missen, um die verschiedenen Rollen der Flotilline zu

verstehen.
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1.4 Flotillin und neurodegenerative Erkrankungen

Die Auswirkungen von Flotillin auf neurodegenerative Erkrankungen wurden im
Zusammenhang mit einer der bekanntesten Erkrankungen in diesem Bereich untersucht:
der Alzheimer-Erkrankung. Es zeigten sich aber auch in an anderen Erkrankungen
Uberschneidungen, die im folgenden Abschnitt erlautert werden sollen.

2003 konnte gezeigt werden, dass Flotillin-1 sich in Zellkdrpern von Neuronen
ansammelt. Dieses geschieht vor allem in denen, die neurofibrillare Tangles enthalten
(Girardot et al. 2003). Durch ihre erhohte Expression im neuronalen Gewebe gelten
Flotilline  hier als  klassische = Membran-Raft-Marker,  typischerweise in
Pyramidenneuronen und Astrozyten (Kurrle et al. 2012). Eine besonders hohe Flotillin-
1-Expression zeigt sich bei weiter fortschreitender Alzheimer-Erkrankung. Dies fanden
Kokubo et al. in parallel laufenden Studien mit Alzheimer-Patienten, Patienten mit
Down-Syndrom und nichtdementen Probanden heraus. Diese Erkenntnis unterstitzt die
Theorie, dass zwischen der Alzheimer-Erkrankung und Flotillin ein Zusammenhang
besteht. 2008 wurde durch Zellkulturversuche von Schneider et al. gezeigt, dass Flotilline
bei der Endozytose von APP eine wichtige Rolle einnehmen (Schneider et al. 2008). Erste
Beobachtungen, die Flotilline mit APP verknupften, umfassen die Flotillin-1-Farbung
von B-Amyloid-Ablagerungen in Gehirnschnitten von Patienten mit der Alzheimer-
Krankheit. Es wurde festgestellt, dass eine Uberproduktion des p-Amyloid-Peptids zur
Akkumulation in Flotillin-1-positiven Endosomen fiihrte (Rajendran et al. 2007). In
vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die intrazellulare Doméane von
APP mit Flotillin-1 wechselwirkt (Chen et al. 2006). Schneider et al. konnten auf diese
Erkenntnisse aufbauen und verodffentlichen, dass ein Knockdown von Flotillin-2 die
Endozytose von APP sowohl in Neuroblastomzellen als auch in Primérkulturen von
Hippocampusneuronen beeintrachtigt und auch die Produktion des B-Amyloid-Peptids
beeinflusst (Schneider et al. 2008). Die genaue funktionelle Bedeutung
des Zusammenspieles von APP und Flotillin ist bis heute nicht vollstandig geklart. Eine
Theorie konnte sein, dass Flotilline als Geristproteine fungieren, um eine Plattform fur
das Clustering von APP und die daraus resultierende Endozytose zu bilden (Schneider et
al. 2008). Nachgewiesen ist, dass Flotillin-1 direkt an das Dileucin-Motiv im
zytoplasmatischen Schwanz von BACEL bindet, wéhrend die Flotillin-2-Bindung

hauptsachlich durch eine Wechselwirkung mit Flotillin-1 vermittelt wird.
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Ein Knockdown der Flotilline fiihrt zu einer veranderten subzelluldaren Lokalisierung von
BACEL1l in Endosomen und zur Stabilisierung des BACEZ1-Proteins. Auch die
amyloidogene Verarbeitung des Alzheimer-Amyloid-Vorlauferproteins ist erhoht. Somit
zeigt die Studie von John et al. zum ersten Mal, dass Flotilline an der endosomalen
Sortierung von BACEL beteiligt sind. Da die endosomale Lokalisation von BACEL seine
Funktion als B-Sekretase beeinflusst, indem es die amyloidogene Prozessierung des
Amyloid-Vorlauferproteins erhoht, konnten Flotilline eine neue Rolle bei der Alzheimer-
Krankheit spielen (John et al. 2014).

Weitere untersuchte Erkrankungen sind zum einen die Encephalomyelitis und die
multiple Sklerose. Die experimentelle autoimmune Encephalomyelitis ist das kinstlich
erzeugte Modell einer Autoimmunkrankheit. Hier kommt es zur Entziindung und
manchmal auch Demyelinisierung des zentralen Nervensystems, wie es zum Beispiel bei
der multiplen Sklerose der Fall ist. Es findet hauptsachlich bei Nagetieren Anwendung.
Es konnte eine erhohte Konzentration der Membran-Raft-assoziierten Proteine wie
Caveolin im Ruckenmark wéhrend des frilhen Stadiums der experimentellen
autoimmunen Encephalomyelitis nachgewiesen werden (Shin et al. 2005). Flotillin-1
zeigte wéhrend des  Spitzenstadiums der experimentellen  autoimmunen
Encephalomyelitis ahnliche Werte wie Caveolin. Die immunhistochemische Analyse
zeigte eine verstarkte Expression von Flotillin-1 in der dorsalen Hornschicht und in
einigen Flotillin-1-positiven Makrophagen und Astrozyten. Diese Ergebnisse kdnnen auf
eine wichtige Funktion der Flotilline in Immun- und Nervenzellen im zentralen

Nervensystem hinweisen (Kim et al. 2006).

Flotillin-1-Farbung in Rattenhirnschnitten zeigte eine deutliche Markierung im
Zytoplasma von Katecholamin-freisetzenden Zellen und eine hochregulierte
Genexpression von Flotillin-1 in der Substantia nigra des Parkinson-Gehirns (Jacobowitz
und Kallarakal 2004). Das Parkinson-Syndrom ist eine chronische neurologische
Erkrankung, die durch degenerative Veranderungen im extrapyramidalmotorischen
System ausgelost wird. Hier sind besonders die Basalganglien betroffen. Hier kommt es
zu einem progredienten Untergang von melaninhaltigen Neuronen in der Substantia
nigra, die den Neurotransmitter Dopamin synthetisieren und auf die cholinergen Neurone

des Striatums hemmend einwirken.
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Die Folge ist vor allem eine Storung in der Motorik des Patienten, daneben kdnnen aber
auch psychische, sensorische und vegetative Funktionen betroffen sein.



Einleitung

1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Flotilline wurden in verschiedenen Studien mit Proteinaggregat-induzierten
neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer, in Verbindung gebracht. Die genauen

Zusammenhange sind bis heute nicht geklért.

Der Hauptteil dieser Arbeit soll zeigen, ob es in B-Amyloid-Ablagerungen klar
erkennbare Unterschiede zwischen Flotillin-2-deletierten und Wildtyp- bzw.
heterozygoten Mé&usen gibt. Hierfur wurde ein Mausmodell mit APP-transgenen Tieren
verwendet. Mit Hilfe der Ergebnisse sollen mdgliche Wechselwirkungen von Flotillin-2

auf die Alzheimer-Erkrankung dargestellt werden.

Weiterhin soll die Wechselwirkung von fehlendem Flotillin-2 zu Flotillin-1 im Gehirn
dargestellt werden. Es soll die Frage beantwortet werden, welchen Einfluss die Deletion

von Flotillin-2 auf die Expression von Flotillin-1 hat.

Da die proteolytische Verarbeitung von APP nach Stand der heutigen Untersuchungen
als ein wichtiger Grund fiir die Alzheimer-Erkrankung gesehen wird, soll in dieser Arbeit
zusatzlich der Zusammenhang zwischen APP und Flotillin-2 genauer betrachtet werden.

Es wird die Mortalitat der untersuchten Méause analysiert und ausgewertet.



2. Material

2.1 Materialien und Gerite

Material

In dieser Arbeit verwendete Materialien und Gerate mit dazugehérigen Herstellern sind

in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Materialien und Gerate mit dem jeweiligen Hersteller und dessen

Niederlassung.

Bezeichnung

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Kammer

Neolab, Heidelberg (DE)

CryoPure Rohrchen

Sarstedt, Nimbrecht (DE)

Durchlichtmikroskop

Carl Zeiss, Gottingen (DE)

Entwickler Maschine (Curix 60)

AGFA, Disseldorf (DE)

Photo Entwickler

Calbe-Chemie, Stadtfeld (DE)

Filter-Papier Whatman, Dassel (DE)
FlieRpapier

Fluoreszenz-Mikroskop- LSM T-PMT | Carl Zeiss, Gottingen (DE)
710

Frischhaltefolie

Papstar, Kall (DE)

Feinhaar Pinsel

Faber Castel, Stein (DE)

Photo Fixierer

Calbe-Chemie Unimatic-F

Glas-Pasteurpipetten (230 mm)

VWR International, Darmstadt (DE

Glaskolben

Schott, Mainz (DE)

Giel’formchen Metall fur

Paraffinblocke

aus

Leica Bio Systems (DE)

Heizblock

Laborgerdte Miinchen, Miinchen (DE)

Kugelmiihle MM200

Retsch (DE)

Mikrotiterplatte (96 Well)

Greiner Bio-One (DE)

Neutralharz

Sigma-Aldrich (DE)

Nitrocellulose- Membran

Whatman, Dassel (DE)

Obijekttréger

Roth, Karlsruhe (DE)

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Brampton
(Kanada)

Parafin GieRstation

Pipettierhilfe accu jet®

Brand, Wertheim (DE)

Pipetten (2, 5, 10, 20, 100, 200, 1000 p,
5, 10 ml)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf (DE)

Polystyrolkivetten

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht (DE)

Rontgenfilm

FUJIFILM, Diisseldorf (DE)

Rontgenkassette

Amersham Biosciences (UK)

Schlittenmikrotom

Schittler (KS-15)

Edmund Buhler GmbH, Hechingen (DE)

SDS-PAGE Kammer

Amersham Bioscience, Freiburg (DE)

SDS-Gel-GieRkammer

Amersham Bioscience, Freiburg (DE)

Spannungsquelle (Elektrophoresis power
supply, EPS 301)

Amersham Bioscience, Freiburg (DE)
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Spektralphotometer (BioPhotometer plus)

Eppendorf, Wesseling- Berzdorf (DE)

Sterilbank (Herasafe KS)

Thermo Scientific, St.Leon-Rot (DE)

Tecan infinite M 200

Tecan, Crailsheim (DE)

Thermocycler (T-Personal Combi)

Biometra (DE)

Vortex Bio Vortex V1

PEQLAB, Erlangen (DE)

Waage Toledo PB602- S

Mettler-Toledo GmbH, GieRen (DE)

Warmeplatte

Warmeschrank

Hereus (DE)

Western- Blotsystem Criterion Blotter

Bio Lab Laboratories GmbH, Miinchen
(DE)

Zentrifuge, Heraeus Biofuge pico

Thermo Scientific, St. Leon-Rot (DE)

Zentrifuge, Micro 22 R

Hettich, Kirchlengern (DE)

Zentrifuge, Universal 32 R

Hettich, Kirchlengern (DE)

Zentrifugenréhrchen (15, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(DE)
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2.2 Chemikalien und Puffer

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien, Puffer und Ldsungen sind mit deren
Herstellern und den dazugehérigen Niederlassungen bzw. deren Zusammensetzung in

den Tabellen 2 und 3 aufgelistet.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Lésungen mit dem jeweiligen Hersteller und dessen
Niederlassung

Bezeichnung Hersteller

Acrylamid Roth, Karlsruhe (DE)

Agarosegel 1,5%ig Roth, Karlsruhe (DE)
Ammoniumpersulfat (APS) Applichem, Darmstadt (DE)
Ammoniumsulfat Roth, Karlsruhe (DE)
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe (DE)

Bradford Reagenz BioRad, Minchen (DE)
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe (DE)

BSA (Bovine Serum Albumine) PAA, Colbe (DE)

Cumarsdure Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
ECL-Ldsung eigene Herstellung

Essigsdure Roth, Karlsruhe (DE)

Ethanol Roth, Karlsruhe (DE)
Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt (DE)
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
DNA-GroRenmarker eigene Herstellung
DNA-Ladepuffer Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt (DE)
flussigem Stickstoff LindeAG, Pullach (DE)

Glycin AppliChem, Darmstadt (DE)
H20,,10% AppliChem, Darmstadt (DE)
Isofluran Baxter (DE)

Isopropanol Roth, Karlsruhe (DE)

Kongorot Roth, Karlsruhe (DE)
Lithiumcarbonat Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Luminol AppliChem, Darmstadt (DE)
Magnesiumchlorid AppliChem, Darmstadt (DE)
Methanol Roth, Karlsruhe (DE)
Milchpulver Roth, Karlsruhe (DE)
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe (DE)
Natriumlaurylsulfat Roth, Karlsruhe (DE)

NP-40 Fluka Analytics, Miinchen (DE)
Paraffin Roth, Karlsruhe (DE)

PFA-PBS Roth, Karlsruhe (DE)

Ponceau S Roth, Karlsruhe (DE)
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Proteinase K Roth, Karlsruhe (DE)
Proteinmarker BioRad, Miinchen (DE)
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Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe (DE)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Roth, Karlsruhe (DE)

Triton X-100

PharmaciaBiotech (DE)

Tween

Roth, Karlsruhe (DE)

Xylol

Roth, Karlsruhe (DE)

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung

Blockierungspuffer

TBST (Tris buffered saline & Tween 20)
5% Milchpulver

Blottingpuffer (1 x)

192 mM Glycin
25 mM Tris-Basis
10 % Methanol

ECL-Losung

1M Tris-HCL
250 mM Luminol in DMSO
90 mM Cumarsaure

Lammli-Gelelektrophorese-Laufpuffer

192 mM Glycin
25 mM Tris-Basis
0,1 % Natriumlaurylsulfat (SDS)

Lysepuffer Schwanzbiopsie

Schwanz-Verdau (10 x) Puffer
Proteinase K

(Stammldsung 20 mg/ml)
-Mercaptoethanol

SDS Polyacrylamidgel

3 M Tris pH 8,8

3 M Tris pH 6,8

20 % Natriumlaurylsulfat (SDS)
Acrylamid
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Ammoniumpersulfat

Ponceau-Férbeldsung

1 % Ponceau S
5 % Essigsdure

Stlrmer-Lysat-Puffer

50 mM TrispH 7,4
150 mM NacCl

2 mMEDTA
1% NP-40

Schwanz-Verdau (10 x) Puffer

670 mM Tris, pH 8,8

166 mM Ammoniumsulfat
65 mM Magnesiumchlorid
0,5 Triton X-100

TBST (Tris buffered saline + Tween 20)

10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
150 mM Natriumchlorid
0,05 % Tween




Material

2.3 Antikorper

In den Tabellen 4 und 5 sind die in der Arbeit fiir den Western Blot eingesetzten Primar-

und Sekundarantikorper aufgefuhrt.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Primarantikdrper, der jeweiligen Verdinnungen und eingesetzten
Volumina sowie deren Hersteller

Bezeichnung Wirt Verdlnnung | Hersteller

*WB
APP Kaninchen 1:1000 eigene Herstellung
BACE-1 Maus 1:5000 Geschenk von Bart De Strooper
GAPDH Maus 1:10000 Abcam, Tel Aviv (ISR)
FLOT 1 Kaninchen 1:1000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
FLOT 2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Cambridge (UK)

*WB=Western Blot

Tabelle 5: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Sekundérantikorper, der jeweiligen Verdinnungen und
der Hersteller

Bezeichnung Wirt Verdlnnung Hersteller
*WB
Anti-Maus HRP | Ziege 1:5000 Dako Denmark A/S, Glostrup
(DNK)
Anti-Kaninchen | Ziege 1:5000 Dako Denmark A/S, Glostrup
HRP (DNK)

*WB=Western Blot

2.4 Primer

Die eingesetzten Primer und ihre Sequenzen sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Primer und ihrer Sequenzen

Primer Sequenz

Bct fwd und rev Bct-fwd: 5°-ttcagatttctgageccttccctgagtag-3- FLOT 2
Bct-rev: 5’agctataaggcttcctacgetaccgtec-3¢

Flp fwd und rev Flp-fwd: 5°-tgcggcctctacagttgggtaacc-3¢ WT
Flp-rev: 5°-catgcaacagggtccttggtge-3°

APP fwd und rev APP-fwd: 5°-ggtgagtttgtaagtgatgcc-3° APP
APP-rev: 5‘-tcttcttcttccacctcage-3¢
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3. Methoden

3.1 Studiendesign

Es handelt sich in dieser Arbeit um eine verblindete Studie. Wahrend der Auswertung
waren Geschlecht, Alter und Genotyp der Maé&use nicht bekannt, sodass eine
Beeinflussung der auswertenden Person verhindert wurde. Es wurde eine Parallelisierung

durchgefuhrt, um die Reprasentativitat und Vergleichbarkeit zu erhéhen.

3.2 Kollektiv

Der Tierversuch lief unter dem Aktenzeichen V54-19c¢c 20/15(1) GI 20/2 Nr. 100/2011
des Regierungsprasidiums GieRen. Die zur Zuchtung verwendete Flotillin-2-Knockout-

Mauslinie (B6:129-Flot2"™) wurde mit einer kommerziell erhéaltlichen APP-

Uberexprimierenden Mauslinie, die ab einem Alter von acht bis zehn Monaten typische
Symptome der Alzheimer-Erkrankung aufweist, verpaart, um eine neue transgene
Flotillin-2-Mauslinie zu erhalten, die APP (Uberexprimiert. Es wurde die Mauslinie
B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2J (kurz: J20) verwendet. Die Mause produzieren
eine groflere Menge des humanen APP, das in drei Aminosauren eine Mutation (K670N,
M671L, V717F) aufweist. Diese sogenannten ,schwedischen‘ und ,Indiana‘-Mutationen
treten haufig bei Patienten mit familiarer Alzheimer-Erkrankung auf und begiinstigen die
Entstehung des B-Amyloid-Peptids aus APP. Die Mauslinie J20 wurde im Jahr 2000 von
L. Mucke generiert (Mucke et al. 2000). J20-Méuse sind fertil und eignen sich zur
Verpaarung mit anderen Mauslinien. Die geziichtete Linie, die in dieser Arbeit verwendet
wurde, wird als B6;129-Tg(PDGFB-APPSwiInd) Flot2™ bezeichnet. Die gezlichteten

Tiere zeigten keinen auffalligen Phéanotyp.
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Das zu untersuchende Kollektiv bestand aus 52 Mausen, wovon zwei Mause aufgrund
eines unbestimmten Genotyps aus der Studie genommen werden mussten. Zehn Tiere
wurden als Kontrollgruppe ohne APP verwendet, um die APP-Expression der anderen
Exemplare nachweisen zu kénnen. Hierbei handelte es sich zu 50 % um weibliche und zu
50 % um ménnliche Tiere. Die endglltig auszuwertende Gruppe bestand aus zwolf
méannlichen und zehn weiblichen Wildtyp- bzw. heterozygoten M&usen sowie zehn
mannlichen und acht weiblichen Flotillin-2-Knockout-Mausen. Ihr Durchschnittsalter lag
bei 53,8 Wochen.

3.3 Préparation der Objekte

Fur die Préparation der GroR3hirnhalften der Mdause wurden sie einer Totung durch
zervikale Dislokation unter Isoflurannarkose unterzogen. Die Tétung der Tiere wurde
gemal dem Tierschutzgesetz von einer Person mit entsprechender aktueller Sachkunde
durchgefiihrt. Nach der Totung konnte der Kopf abgetrennt werden. Zur besseren
Fixation des Schédels wurde eine Pinzette in die Augenhdhlen eingefihrt, anschlieRend
konnten die Ohren abgetrennt und die dufRere Haut mit dem Skalpell von der Subkutis
abgelost werden. Um die Schéadeldecke entfernen zu kdnnen, wurde ein waagerechter
Schnitt vom occipitalen Schéadelanteil bis hin zum Kiefergelenk gesetzt und die
Schédeldecke nach anterior abgeklappt. Klein- und GroRhirn wurden zwischen Pons und
Medulla oblongata vom Hirnstamm getrennt sowie der Nervus opticus geldst.
Anschliefend wurde das Hirn aus dem Schédel entnommen. Prazise Schnitte zwischen
GroB- und Kleinhirn trennten diese voneinander. Eine GroRhirnhélfte wurde durch
Schockgefrierung mittels fllissigen Stickstoffs konserviert und die zweite in Formalin

fixiert.
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3.4 Bearbeitung der Hirnpraparate

3.4.1 Paraffineinbettung

Um die GroRhirne zu fixieren und somit die Lebensvorgénge von Zellen und Geweben
durch Denaturierung der Proteine zu stoppen, wurden sie ber Nacht in PFA-PBS
eingelegt. Durch dieses Eiweil3fallungsmittel werden postmortale Strukturveranderungen
verhindert. Zur weiteren Bearbeitung der Gewebe wurden sie am né&chsten Tag gewéssert,
um das Paraformaldehyd herauszuwaschen. AnschlieRend wurden die Gewebe in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, die mit 100%igem Alkohol endete, in dem die
Préaparate Uber Nacht verblieben. Dieses Verfahren ist notwendig, da Paraffin nicht
wasserloslich ist. Am dritten Tag der Bearbeitung wurde der Alkohol durch Xylol, das
als Intermedium dient, verdrangt, indem die Gehirne jeweils zweimal flr eine Stunde
eingelegt wurden. Anschlieend wurde das Xylol durch 60 °C warmes Paraffin ersetzt
und Ober Nacht bei 60° im Brutschrank gelagert. Danach wurde an einer Paraffin-
Giel3station das Gewebe in Mettallférmchen in Paraffinblocke gegossen. Zum Erstarren
wurden die Blocke auf einer Kihlplatte gelagert und nach vollstandiger Aushértung aus

den entsprechenden Formen geldst.

3.4.2 Schneiden der Gewebe

Zum Schneiden der Blocke wurde in der vorliegenden Arbeit ein Schlittenmikrotom
verwendet. Das Messer wurde beidseitig im Mikrotom befestigt und senkrecht zur
Schnittrichtung ausgerichtet. Anschliefend wurde der Paraffinblock in das Mikrotom
eingebracht und zur Schnittebene des Messers ausgerichtet. Um die Schnittstarke zu
bestimmen und den Winkel richtig einzustellen, wurden entsprechende Justierhilfen an
der Apparatur verwendet. Der optimale Winkel musste jeweils empirisch ermittelt
werden. Die Schnittdicke der Praparate betragt 10 um, wobei jeder dritte Schnitt auf einen
Objekttréager aufgetragen wurde. Drei Schnitte wurden jeweils auf einen der Objekttrager
gesetzt. Mithilfe eines feinhaarigen Pinsels wurden die Schnitte auf die Objekttrager
aufgezogen und entfalteten sich im Anschluss auf der Warmeplatte. Uberschiissiges
Wasser wurde mit Hilfe eines Fliel3papieres abgesaugt. Zur endgultigen Trocknung

wurden die Objekttrager Uber Nacht in einem Wéarmeschrank bei 37 °C gelagert.


https://de.wikipedia.org/wiki/Denaturierung_%28Biochemie%29
https://de.wikipedia.org/wiki/Protein
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3.4.3 Kongorot-Farbung nach Bennhold

In der Pathologie wird Kongorot verwendet, um B-Amyloid-Ablagerungen darzustellen.
Vor der Farbung mussten die Schnitte entparaffiniert und rehydriert werden.
Anschlielend wurden die Préparate fir 30 Minuten in die filtrierte 1%ige
Kongorotldsung und danach fur 15 Sekunden in Lithiumcarbonatlésung eingetaucht. Zur
schnellen Differenzierung wurde 80%iges Ethanol verwendet, bis sich die
Kongorotlésung in Schlieren vom Objekttrager 16ste. Dieser VVorgang dauert nur einige
Sekunden und kann durch Abspulen mit Leitungswasser unterbrochen werden. Zeigte
sich das gewtinschte Farbergebnis, konnte mit einer 15-mindtigen Spilung in
Leitungswasser  fortgefahren werden. Andernfalls mussten die vorherigen
Verarbeitungsschritte wiederholt werden. Um eine Gegenfarbung der Zellkerne
durchzufihren, wurden die Objekttréger fir drei Minuten in eine Hadmalaunlésung nach
Mayer gegeben und anschlieRend mit destilliertem Wasser abgespiilt. Zum Blauen wurde
Leitungswasser verwendet. AnschlieRend wurden die Praparate wieder entwassert. Vor
dem Einschluss wurde Xylol als Zwischenmedium verwendet und die Préparate wurden

mit Hilfe von Neutralharz und eines Deckglases konserviert.

3.4.4 Aufnahmetechniken

Zur kontrollierbaren und nachvollziehbaren Bearbeitung der Préparate wurden
Aufnahmen der Gewebe erstellt. Da eine zusammenhangende Aufnahme eines gesamten
Préparates technisch nicht mdglich war, wurden Einzelaufnahmen angefertigt, die
anschlieBend mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop zusammengefigt

wurden.
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Fur die Aufnahmen wurde ein fur die Durchlichtmikroskopie zugelassenes Zeiss-
Mikroskop verwendet. Die Aufnahmen wurden mit der Software AxioVision
durchgefuhrt. Um ausreichende Sicht zu erhalten, musste vor Beginn der Aufnahmen das
Mikroskop gekoéhlert werden, sodass ein Ausgleich des individuellen Augenfehlers
erreicht werden konnte. AnschlieBend wurde der Kondensor justiert und das
entsprechende Objektiv ausgewahlt. In der vorliegenden Arbeit wurde die flinffache
VergroRerung zur Erstellung der auszuwertenden Schnitte gewdéhlt. Um optimale
Aufnahmen zu erzielen, wurde die maximale Helligkeit von 3200 K gewdhlt. Eine
Auswahl zwischen unterschiedlichen Filtern ermdglichte die Anpassung der Helligkeit
an die jeweilige Intensitat der Farbung. Um die Aufnahmen zu optimieren, musste unter
Berlcksichtigung der Lichtstarke die Belichtungszeit angepasst und ein Weilabgleich
durchgefuhrt werden. Nach erfolgter Aufnahme wurden sie in entsprechenden Ordnern

als Tagged Image File Format (TIFF-Datei) hinterlegt und im Anschluss ausgewertet.

3.4.5 Auszahlung der Schnitte

Zur Auswertung wurden entsprechende Schnitte der aufgetragenen Praparate ausgewahit.
Um eine Mehrfachauswertung der amyloiden Plaque-Ablagerungen zu vermeiden, wurde
jeweils der erste Schnitt auf einem Objekttrager gewahlt. Konnte dieser nicht
ordnungsgemal’ gewertet werde, wurde auf einen anderen Schnitt ausgewichen. Es wurde
entsprechend darauf geachtet, dass die Auswahl der Schnitte gleichmaRig erfolgte, um
eine Ergebnisverfalschung zu vermeiden. Es entstanden pro Schnittpréparat ca. 35-45
Aufnahmen, die mit Hilfe von Adobe Photoshop per Hand zusammengefuigt wurden. Die
Auswertung wurde mit dem Programm AxioVision und einem digitalen Messwerkzeug
durchgefuhrt. Dies ermdglichte es, die Umrisse eines B-Amyloid-Plaques zu umfahren
und gleichzeitig die Flache der einzelnen Messwerte zu errechnen. Die so erhaltenen
Werte konnten in einer Exceltabelle fir die jeweils ausgewertete Maus festgehalten

werden.
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3.5 Genotypisierung der Mause

3.5.1 PCR - Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR wurde zur Genotypisierung der Méuse durchgefiihrt. Hierfiir wurde das One-
Tag-DNA-Polymerase-System (NEB) nach dem Protokoll des Herstellers unter
Verwendung der in Tabelle 6 aufgefuhrten Primer verwendet.

3.5.1.1 Lyse der Schwanzbiopsien

Zur Lyse der Schwanzbiopsien wurde ein Proteinase-K-haltiger Lysepuffer jeweils frisch
angesetzt und zu jeder Probe 250 ul hinzugegeben. Siehe hierzu Tabelle 3. Die Biopsien
wurden in einem Heizblock drei Stunden lang bei einer Temperatur von 50 °C
kontinuierlich bewegt, um einen Verdau der Schwanzspitzen zu erreichen. Anschliel}end
wurde die Proteinase K durch Hitze inaktiviert. Die Lysate wurden hierfir bei 95 °C zehn

Minuten lang erhitzt und anschlieBend wieder kurz abzentrifugiert.

3.5.1.2 Standard-PCR mit Tag-Polymerase

Mit dem hergestellten Lysat konnte anschliefend der Ansatz fiir die PCR hergestellt
werden, wie in Tabelle 7 angegeben. Mit dem fertigen Ansatz wurde im Thermocycler
weiter verfahren. Um eine Denaturierung der DNA-Stréange zu erreichen, wurde sie auf
94 °C erhitzt. Nachdem die DNA in Einzelstrdéngen vorlag, konnte die
Primerhybridisierung bei 60 °C stattfinden. Wéhrend der Elongation synthetisiert die
DNA-Polymerase vom Primer aus in 5'-3'-Richtung den komplementéren Strang. Dieser
Zyklus wurde 40 Mal wiederholt. Genaue Zeit- und Temperaturangaben sind Tabelle 8

ZU entnehmen.



Methoden

Tabelle 7: One-Tag-Polymerase (NEB)

Lysat 2 ul
dNTP 200 pM 0,5l
Primer forward 25 pM 0,5 ul
Primer reverse 25 uM 0,5 ul
5X One Tag Standard Sul

Reaction buffer
One Taq DNA-Polymerase | 0,125 pl
dd H20 16,375 pl

Tabelle 8: Zeit- und Temperaturangabe fur die Standard-PCR mit Tag-Polymerarse

Zeit Temperatur
4 min 94 °C
40 sec 94 °C
30 sec 60 °C 40 Zyklen
1 min 72 °C
10 min 72 °C
4°C

3.5.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde in einem 1,5%igen Agarosegel durchgefihrt. Nach Zugabe
von 4 pl DNA-Ladepuffer (6 x) zur PCR-Probe konnte die Auftrennung bei 120 Volt
durch Elektrophorese erfolgen. Ethidiumbromid wurde hier zur Visualisierung
verwendet. Einzelne Ethidiumbromid-Molekile lagern sich zwischen die Basen der
DNA. Bei Anregung mit ultraviolettem Licht kommt es zu einer Fluoreszenzreaktion des
Ethidiumbromids, wodurch die Stellen im Agarosegel, an denen sich Nukleinsduren
befinden, hell aufleuchten. Durch einen GréRenmarker konnten die GroRen der Banden

bestimmt werden.

3.5.2 Western Blot

Mittels Western Blot wurde ein spezifischer Proteinnachweis mit Hilfe von Antikorpern
durchgefihrt. Diese Methodik wurde zum einen verwendet, um die Mduse nochmals zu
genotypisieren, zum anderen, um eine semiquantitative Analyse von APP und Flotillin-1

zwischen Wildtyp- bzw. heterozygoten Mé&usen und Knockout-Mé&usen durchzufuhren.



Methoden

3.5.2.1 Zellaufschluss

Die fur den Western Blot bendtigten Proben wurden aus den in 3.4 genannten
Maushirnhalften gewonnen, die nach der Praparation in fliissigem Stickstoff tiefgefroren
wurden und zur Langzeitaufbewahrung bei -80 °C gelagert wurden. Um das Gewebe zu
homogenisieren, wurde es zundchst unter standiger Stickstoffkiihlung gemdrsert und
anschlieBend 20 mg in ein Eppendorf-Reaktionsgefal mit 250 pl Stlrmer-Lyse-Puffer
und 2,5 pl Protease-Inhibitor eingewogen. AnschlieRend wurde in einem mechanischen
Verfahren der Zellaufschluss mit einer Kugelmuhle der Firma Retsch durchgefiihrt.
Hierfur wurden die Proben fiir zwei Minuten bei 25 Schlégen pro Sekunde bearbeitet.
AnschlieBend wurden die Kugeln mit Hilfe eines Magneten entfernt und die Proben 15
Minuten bei 4 °C in einer Zentrifuge der Firma Hettich bei 18000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. Das klare Zelllysat wurde in ein neues Eppendorf-GefaR tberfihrt.

3.5.2.2 Bradford-Test

Um Proteinmengen in den Lysaten zu bestimmen, wurde der Bradford-Test angewendet.
Hierbei handelt es sich um eine photometrische Methode, bei der der
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 zu den Lysaten gegeben wird
und sich eine saure LoOsung bildet. Der Farbstoff wird in seiner unprotonierten,
anionischen Form stabilisiert und erscheint blau. Das freie Farbreagenz kann
photometrisch  gemessen werden und ist durch die unterschiedlichen
Absorptionseigenschaften ein MalR flr die Proteinkonzentration der Losung. Es wurde
eine Eichkurve mit BSA als Standard erstellt. Die Lysate wurden in diesem Fall 1:100
mit destilliertem Wasser verdunnt. Gemessen wurden Triplikate. Es wurden jeweils 10 pl
verdinntes Lysat sowie 200 pl Bradfordreagenz in eine 96-Well Mikrotiterplatte
pipettiert und tiber das Tecan-Plattenphotometer ausgewertet. Mit den erhaltenen Werten
konnte ein Pipettierschema errechnet werden, das die Proben in ihrer
Proteinkonzentration angleicht. Hierfur wurden die Proben mit der entsprechenden
Menge H20 verdinnt, anschliefend wurden 4 x Ladepuffer und DTT hinzugefigt und
die Proben bei 95 °C fiur fiinf Minuten gekocht. Hierdurch wurde erreicht, dass die

Proteine denaturiert vorlagen und gleichmaRig negativ geladen waren.
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3.5.2.3 SDS PAGE

Das Proteingemisch musste vor dem eigentlichen Western Blot mittels einer
Gelelektrophorese-Technik in einer Tragermatrix entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt
werden. Hierzu wurde ein Polyacrylamid-Gel angefertigt, das aus einem Sammelgel und
einem Trenngel bestand. Die genauen Zusammensetzungen sind den Tabellen 9 und 10
zu entnehmen. Nach dem Mischen des Trenngels und der Zugabe von APS sowie der
Beimischung von Polymerisierungskatalysator TEMED musste es schnellstmdglich in
die vorher bereitgelegte GieRvorrichtung eingebracht werden. Hierbei wurde besonders
darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen im Gel bildeten, die Glasplatten fettfrei

gereinigt waren und die Platzhalter die einzelnen Glasplatten voneinander trennten.

Tabelle 9: 10%iges Trenngel zur Gelelektrophorese

dd-H20 21 ml
3M Tris pH 8,8 5mi
SDS 20 % 200 pl
AA 13,4 ml
TEMED 64 pl
APS 400 pl

Tabelle 10: 4%iges Sammelgel zur Gelelektrophorese

dd-H20 11,7 mi
3M Tris pH 6,8 624 pl
SDS 20 % 75l
AA 2,55 ml
TEMED 22,5l
APS 754l
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Um eine strungsfreie Polymerisation des Gels unter Luftabschluss zu erhalten und eine
glatte Geloberflache zu ermdglichen, wurde eine dinne Schicht Isopropanol auf das
Trenngel aufgetragen. Nach einer Auspolymerisationszeit von 20 Minuten konnte der
Alkohol abgegossen und das Sammelgel auf das Trenngel aufgebracht werden. Der
Kamm fur die speziellen Einfulltaschen wurde zur Abdichtung in die Vorrichtung
eingebracht. Das fertige Polyacrylamidgel wurde zum Auftrennen der Proteine in die
Elektrophorese-Apparatur eingespannt. Die Apparatur wurde mit Laemmli-Puffer beftillt.
Die wie in 3.5.2.2 verarbeiteten Proben wurden aufgetaut und die Geltaschen konnten, je
nach GroRe, mit 15 pl bei kleinen Taschen und mit 30 pl bei groRen Taschen beftllt
werden. Zusatzlich zu den Proben wurde 2 pl des Proteinmarkers Bio-Rad Precision Plus
Protein Dual Color Standard auf das Gel geladen, um mit seinen bekannten
Markerproteinen die GroRe der Proteine der parallel auf dem Gel gelaufenen Proben
bestimmen zu kénnen. Die Elektrophorese wurde bei 15 mA pro Gel und 220 V gestartet.
Nach Erreichen des Trenngels konnte die Stromstéarke auf 20 mA pro Gel erhéht werden.

Die Elektrophorese wurde 1 cm vor Ende das Gels beendet.
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3.5.2.4 Transfer

Beim Ubertragen der Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran, dem
eigentlichen Western Blot, wurde ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes
elektrisches Feld angelegt, wodurch die negativ geladenen Proteine in Richtung der
Anode wanderten. Das Gel wurde aus der Elektrophorese-Vorrichtung entnommen, die
Glasplatten entfernt und das Sammelgel abgetrennt. Es wurde darauf geachtet, keine
Risse im Gel zu erzeugen, um einen optimalen Transfer zu ermdglichen. Das Gel wurde
von der Trégerplatte geldst und in Blotsalz gelegt. Hierflr wurde eine ausreichend grole
Wanne mit Blotsalz gefullt und die Halterung fur den Transfer vorbereitet. Die Halterung
wurde mit der schwarzen Seite nach unten in die Wanne gelegt, anschlieRend wurden ein
mit Blotsalz angefeuchteter Schwamm und ein Filterpapier darauf positioniert. Ohne
Lufteinschluss wurde das Gel mit der entsprechenden Nitrozellulosemembran aufgelegt
und mit einem weiteren Filterpapier und einem Schwamm abgedeckt. Nachdem die
Vorrichtung verschlossen war, konnte sie in die Blotkammer eingehangt werden. Diese
wurde im Anschluss bis zur Markierung mit Blotsalz aufgeftillt, verschlossen und an den
Stromkreis mit 220 V und 400 mA flr eine Stunde angeschlossen. Aufgrund ihrer
hydrophoben Wechselwirkungen blieben die Proteine an der Membranoberflache haften
und waren nun fur weitere Methoden zugénglich. Zur Kontrolle, ob der Transfer auf die
Membran gelungen ist, wurden die membrangebundenen Proteine tber den Farbstoff
Ponceau S detektiert. Der Blot wurde ein bis zwei Minuten bei Raumtemperatur in
Ponceaurot inkubiert und anschlielend wurde in destilliertem Wasser die tberschissige
Farbe entfernt. Auf diese Weise konnten alle Proteine unspezifisch markiert werden. Die

Farbung ist reversibel und durch eine einmalige Waschung in 1 x TBST entfernbar.
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3.5.2.5 Immundetektion

Um eine unerwinschte Anheftung von Antikérpern an der Membran zu verhindern und
eine storungsfreie Immundetektion zu ermdglichen, mussten die freien Bindungsstellen
der Proteine blockiert werden. In dieser Arbeit wurde hierfir eine 5%ige Losung von
Milchpulver in 1 x TBST fur 30 Minuten verwendet. Da unterschiedliche Antikdrper fiir
die Immundetektion verwendet werden mussten, wurde die Blotmembran vor weiteren
Arbeitsschritten nach ProteingroRen unterteilt und auseinandergeschnitten. So konnte in
getrennten Gefalen mit den einzelnen Membranabschnitten weitergearbeitet werden.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation des primaren Antikorpers tiber Nacht bei 4 °C, um
die Bindung an die einzelnen Epitope im gesuchten Protein zu ermdglichen. Am néchsten
Tag folgten drei Waschschritte von je zehn Minuten mit 1x TBST, um die
uberschiissigen Antikorper wieder zu entfernen. Um die Detektion durchzufiihren, wurde
ein Immunkonjugat, bestehend aus sekunddrem Antikorper und Meerrettichperoxidase,
verwendet, wobei der Sekundarantikdper an die Fc-Region des priméren Antikorpers
bindet. Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schwenktisch. Anschlielend wurden die Blots gewaschen und trocken getupft und auf
Adhasionsfolie gelegt. Die Detektion erfolgte mit einem ECL-Substrat. Das Reagenz
wurde mit Hilfe einer Pipette aufgetragen und mit der Pipettenspitze gleichméRig verteilt.
Nach einer Einwirkzeit von zwei Minuten wurde die Membran erneut trocken getupft,
faltenfrei in die Adhé&sionsfolie eingeschlagen und in die Rontgenkassette eingeklebt. In
der Dunkelkammer wurde der erste Film fiir funf Sekunden aufgelegt und danach in die
Entwicklermaschine gegeben. Dieser Vorgang wurde mit steigender Auflagezeit von
zehn Sekunden, 30 Sekunden, 180 Sekunden, zehn Minuten und 30 Minuten wiederholt.

Die einzelnen Filme wurden beschriftet und ausgewertet.

3.6 Statistik

Zur statistischen Datenanalyse wurde die GraphPad Prism Software (Version 5,
GraphPad, Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. Mittels T-Test (zweiseitig,

ungepaart) konnten keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden.



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Plaque-Bildung in Abhangigkeit von Flotillin-Expression

Die Funktionen von Flotillin im menschlichen Organismus nach der Entdeckung Mitte
der 90er-Jahre konnten bis heute nicht vollstandig geklart werden. Da Flotilline mit
Proteinaggregat-induzierten neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer in
anderen Studien in Verbindung gebracht werden konnten, soll die vorliegende Arbeit
klaren, ob sich durch eine Deletion von Flotillin-2 eine B-Amyloid-Ablagerung im Gehirn
von  Flotillin-2-Knockout-Mé&usen, den so genannten BG6;129-Tg(PDGFB-
APPSwInd)Flot2'™, verhindern oder vermindern lasst. Wie in Abschnitt 3.2 bereits
erlautert, produzieren die fur die Untersuchung verwendeten Mause eine groRere Menge
des humanen APPs. Sie entstanden aus einer speziellen Ziichtung der transgene Mauslinie
B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2] und B6;129-Flot2'™. Fir die durchgefiihrten
Versuche mussten APP-uberexprimierende Tiere verwendet werden, da nur diese die
typischen Symptome der Alzheimer-Erkrankung entwickelten. Die Linie B6.Cg-
Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2) wurde gewahlt, da es sich um ein weltweit
anerkanntes Alzheimer-Tiermodell handelt. Die Funktionen von Flotillinen im lebenden
Organismus lassen sich am besten mit Hilfe von Knockout-Mdusen untersuchen. Die
Flotillin-2-Knockout-Mause exprimieren von Geburt an keinerlei Flotillin-2 und nur
kleine Mengen Flotillin-1. So konnten mdglichst gute Bedingungen fir die gewiinschten

Untersuchungen erzeugt werden.
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4.1.1 Analyse der g-Amyloid-Ablagerungen

Um eine vergleichbare Auswertung zu erzielen, wurden zwei Mausgruppen als
Beobachtungsobjekt ~ herangezogen. Zum  einen die  B6;129-Tg(PDGFB-
APPSwInd)Flot2™ und als Gegeniiberstellung heterozygote Mause und Wildtyp-Mause.
Sie wurden in dieser Studie gleichgesetzt, da diese sich hinsichtlich ihrer Flotillin-2-
Expression kaum unterscheiden. Insgesamt wurden 40 Mause untersucht, deren
Durchschnittsalter bei 53,8 Wochen lag. Als Merkmal wurden die p-Amyloid-
Ablagerungen gewéhlt und quantitativ erhoben. Die Merkmalsauspragung wurde diskret
durch eine Auszahlung und stetig in Form von einer Messung gewonnen. Somit lassen
sich Rickschlusse tiber Menge und die betroffene durchschnittliche Plaque-Flache in den
untersuchten GrofRhirnen ziehen. Auch qualitative Beobachtungen konnten dokumentiert
werden. Da die Untersuchungen in der zweidimensionalen Ebene durchgefiihrt wurden,
musste eine Auswahl der erstellten Schnitte getroffen werden. So wurde eine mehrfache
Auswertung der einzelnen Plaque-Ablagerungen vermieden. Jeder 18. Schnitt wurde
ausgewertet und einzelne Aufnahmen an einem Durchlichtmikroskop aufgenommen. Je
nach GroRe des vorliegenden Praparats entstanden so ca. 40 Aufnahmen pro Schnitt, die
mit Hilfe des Photoshop-Programms manuell zusammengesetzt wurden. Die so
rekonstruierten Bilder der einzelnen Schnitte konnten durch das Programm

AxioVision LE ausgewertet werden.
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7~ N

40 Méause

—/ ~

315 Schnitt pro Maus (jeder dritte Hirnschnitt wurde auf
Objekttrager aufgetragen = 105 Hirnschnitte pro Maus)

S0 7

/J\ Auswertung jedes dritten Hirnschnittes: /-I\

Zeit fur das Zusammensetzen der mit durschnittliche Bildanzahl pro Hirnschnitt = 29
AxioVision erstellten Bilder mit Hilfe von durchschnittliche Bildanzahl pro Maus = 493 Zeit fur die Auswertung mit AxioVision:
Photoshop: ca. 20-30 Minuten pro ca. 20 Minuten pro Hirnschnitt

Hirnschnitt \_/

Abbildung 3: Mauseauswertung — Ubersicht

In der Abbildung ist eine Ubersicht der Auswertung gegeben. Bedacht wurden hier der zeitliche Aufwand und die
Anzahl der gefertigten Préparate.
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Durch die Kongorotfarbung hoben sich die vorhandenen Plaques in einer rosafarbenen
Umgebung (gesundes Cerebrum) durch einen intensiven Rotton ab, siehe Abbildung 3.
Die Begrenzung der Plaques war zumeist scharf, sodass sie mit einem individuellen
Messtool des verwendeten Programmes ausgewertet werden konnten.

Abbildung 4: Ausschnitt Mausgehirn mit Flotillin-2-Deletion

Ausschnitt eines Paraffinschnittes mit Kongorotfarbung einer méannlichen Flotillin-2-Knockout-Maus im Alter von 70
Wochen in funffacher Vergréerung. Ein Teil des Hippocampus ist zu sehen, in dem die B-Amyloid-Ablagerungen
(rot) deutlich abzugrenzen sind. Einige sind durch Pfeile gekennzeichnet.

(Maus Z250, Objekttrager Nr. 6)
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Abbildung 5: Abbildung 4 in 20facher Vergréflerung

Ausschnitt einer ménnliche Maus mit Flotillin-2-Deletion im Alter von 70 Wochen in 20facher Vergréerung im
Hippocampus mit rot hervorstechenden p-Amyloid-Plague-Ablagerungen durch Kongorotfarbung.
(Maus Z250, Objekttrager Nr. 6)
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4.1.2 Auswertung der untersuchten Gruppen

Nach Auswertung der 40 Mause konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Mausen mit und ohne Flotillin-2-Expression festgestellt werden. Zur Auswertung wurden
zusétzlich zu den quantitativ diskreten Merkmalen (Plaqueanzahl) auch die quantitativ
stetigen Merkmale (Plaquegrof3e) betrachtet.

Die Gesamtplaqueanzahl der mannlichen und weiblichen Mause in Abbildung 5A zeigt
keinen Unterschied in der Menge der gezahlten Plaques zwischen den Knockout-Tieren
und den Wildtyp- bzw. heterozygoten Mé&usen. Die durchschnittliche Plagueanzahl liegt
bei ca. 100 Plaques pro Hirnhélfte pro ausgewertetem Tier. Die Abweichung vom
Durchschnitt betragt maximal 50 Plaques, wobei sich kein signifikanter Unterschied in
den einzelnen Versuchsgruppen zeigte. In Abbildung 5B ist die Grof3e der Plaques in pm?
aller untersuchten Méause (mannlich und weiblich) dargestellt. Hierflir wurde zur besseren
Ubersicht der Mittelwert der ermittelten PlaquegroRe pro Maus gebildet. Auch hier kann
keine Abweichung bestimmt werden. Sie weisen eine durchschnittliche Grof3e von ca.
100 um? auf. Zusammenfassend stellt Abbildung C die Gesamtplaqueflache in pum?2 der
mannlichen und weiblichen M&use dar, die sich auch aus Abbildung A und B ergeben. In
der zweidimensionalen Auswertung ergibt dies eine Flache von 10000 um? pro Maus.
Auch hier ist die Spannweite grol3 und liegt bei Gber 10000 um?2 pro Maus, wobei die
Abweichung vom Durchschnitt sich hier von unter 5000 pum? bis 17000 pum?2 bewegt.
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Abbildung 6: Auswertung der mannlichen sowie weiblichen Mauspréparate im Alter von
50 Wochen +/- 6 Wochen

Die Darstellung erfolgte je nach ausgewertetem Parameter individuell sowie die Visualisierung der Mittelwerte durch
jeweils horizontale Linien.

A: Die Gesamt-Plagqueanzahl der mannlichen und weiblichen Mause wird in Abbildung A auf der y-Achse aufgefiihrt.
Durch die x-Achse markierte Genotypen kénnen unterschieden werden. Hier sind die untersuchten Gruppen der
Knockout(KO)-Tiere oder der Wildtyp- bzw. der heterozygoten Mause (WT) abzulesen.

B: Die GrofRe der Plaques in pm? aller untersuchten Mduse (ménnlich und weiblich) wird auf der y-Achse dargestelit.
Die Genotypen werden durch die x-Achse aufgeteilt.

C: Zusammenfassend stellt Abbildung C die Gesamt-Plaque-Fl&che in um? der ménnlichen und weiblichen Mduse dar,
die sich auch aus Abbildung A und B ergibt.
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Da sich im Vergleich der Mausgruppen insgesamt kein Unterschied in der Gesamt-
Plaqueanzahl ergeben hat, sollten im Folgenden die geschlechterspezifischen
Unterschiede genauer untersucht werden. Hier konnte bei Betrachtung der ermittelten
Werte ein leichter Unterschied im Altersdurchschnitt sowie eine ungleiche Anzahl der
untersuchten Objekte vermerkt werden. Verglichen wurden hier 18 mannliche Tiere und
16 weibliche Tiere, aufgeteilt in ihre jeweiligen Genotypen. In der Gegentberstellung der
ermittelten Werte zeigt sich ein leichter Unterschied in der Verteilung der gesamten f3-
Amyloid-Ablagerungen (in um2) bei mannlichen und weiblichen Tieren, die sich
wiederum aus der Multiplikation der Plaqueanzahl und der PlaquegroRe der jeweiligen
Geschlechter ergibt. Abbildung 6 kann entnommen werden, dass die mannlichen
Flotillin-2-deletierten Mause eine geringere Gesamtplaqueflache aufweisen als die
Vergleichsgruppe ohne Deletion. Bei den weiblichen Méusen war die Plaquefléache in
Flotillin-2-Knockout-Mdusen tendenziell erhoht. Dieses Ergebnis war aber nicht
signifikant.

&' 200007 ™' 200007
£ £
= u = A
]

2 150007 - 2 150007 A
o Npg A o ™
S S .
D - AA ‘S
3 100001 = A S 100007 = —
T T
S A S — g A
o [ ] A o ] A
2 50007 LI A & 50007 ™ R
£ " E
1] 1]
2 8

WT KO WT KO

Flotillin-Genotyp der mannlichen Mause Flotillin-Genotyp der weiblichen Méuse

Abbildung 7: Gegenuberstellung der gesamten p-Amyloid-Ablagerungen in pmz,
geschlechterspezifisch unterteilt

A: Gezeigt ist die gesamte Flache der B-Amyloid-Ablagerungen in um? (y-Achse) der 18 mannlichen Méause, nach
Genotypen aufgeteilt (x-Achse).

B: Die gesamte Plaque-Fl&che in um?2 (y-Achse) der 16 weiblichen Mé&use, die auf der x-Achse in ihre Genotypen
unterteilt wurden.
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4.1.3 Altersabhangigkeit der p-Amyloid-Ablagerungen
Im Vergleich der Altersgruppen konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen

und Geschlechtern festgestellt werden. Wie erwartet, steigt die durchschnittliche

PlaquegroRe mit dem Alter bei allen untersuchten Mdusen kontinuierlich leicht an.
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Abbildung 8: p-Amyloid-Ablagerungen in um? in der Altersibersicht, geschlechterspezifisch unterteilt
A: Ubersicht der untersuchten ménnlichen Mause im Alter von 47-73 Wochen (x-Achse). Sie zeigt einen parallel
verlaufenden Anstieg von Alter und durchschnittlicher Plaquegréfe der zu vergleichenden Gruppen.

B: Ubersicht der untersuchten weiblichen Mause im Alter von 38-57 Wochen (x-Achse). Sie zeigt keinen signifikanten
Unterschied zu Abbildung A im Hinblick auf Alter und durchschnittliche Plaquegrofie.

Die Verteilung der B-Amyloid-Ablagerungen findet nicht im gesamten Gewebe des
Grol3hirns statt, sondern lasst sich auf einen bestimmten Bereich einschrénken. Nach
Auswertung der Schnitte konnte eine regional kumulierte Plague-Verteilung festgestellt
werden, die eine durchschnittliche Verteilung auf ca. 75 % der Schnitten pro Tier
aufwies. Die Abweichung vom Durchschnitt ist bei einigen Tieren erheblich. Die
qualitative Auswertung des Merkmals der einzelnen Préparate konnte zusétzlich zeigen,
dass diese Verteilung sich auf die hippocampale Region des Cerebrums konzentriert.
Werden diese Ergebnisse in eine dreidimensionale Betrachtung des Gewebes mit
einbezogen, bildeten sich Plaque-Ablagerungen in den vorliegenden untersuchten

Hirnhélften hauptséchlich zentral der untersuchten Gewebe.



Ergebnisse

A
100+ A
c ||
g(o‘ n - AAAsAAA
=S - EgH
8w 80 $=_'.l_ Ad
a3 LI A
22 604 -l-.
Fo EmpunE
T o A
5 409
=
= <
T8 204
c
<
0
WT KO
B

Abbildung 9: Verteilung der B-Amyloid-Ablagerungen im Cerebrum

A: B-Amyloid-Ablagerungen verteilen sich nicht im gesamten Cerebrum, sondern akkumulieren regional. Untersuchte
Tiere wurden in Wildtyp(WT)- und Knockout(KO)-Tiere unterteilt. Da eine zweidimensionale Auswertung
stattgefunden hat, liegt dieser Mittelwert bei 75 % der erhobenen Schnitte pro Tier. Der Mittelwert ist durch eine
horizontale Linie in der Grafik markiert.

B: Histologischer Schnitt des Hippocampus mit Kongorotfarbung. Zentral sind p-Amyloid-Ablagerungen aus einer 56
Wochen alten, weiblichen KO-Maus. B-Amyloid-Ablagerungen sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Die kumulierten B-Amyloid-Ablagerungen zeigten sich auch deutlich mit Anstieg des
Alters der Mdause unabhéngig von Geschlecht und Genotyp (siehe Abbildung 10 A und
B). Dieses Ergebnis lasst in Kombination mit der in dieser Arbeit gezeigten zunehmenden
PlaquegroRe (Abbildung 6 C) auf eine Ausbreitung der B-Amyloid-Ablagerungen im
Cerebrum schlieRen. Die Deletion des untersuchten Proteins Flotillin-2 scheint hier
keinen hemmenden oder stimulierenden Einfluss zu nehmen. Dieses Ergebnis ist alters-
und geschlechtsunabhéngig und zeigte sich ohne groRe Abweichungen in der gesamten
Untersuchung dieser Arbeit. Es konnte auch nicht gezeigt werden, dass Flotillin-2-
Knockout-Mause schon im friiheren Stadium der Alzheimer-Erkrankung vermehrt p3-
Amyloid-Ablagerungen entwickeln.
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Abbildung 10: Betroffene Hirnschnitte mit B-Amyloid-Ablagerungen im Verhaltnis zum Alter der Mause,
geschlechterspezifisch unterteilt

A: Die Verteilung der pB-Amyloid-Ablagerungen der weiblichen Méuse im Alter von 38-57 Wochen zeigt eine
Potenzierung der betroffenen Hirnareale mit ansteigendem Alter.

B: Mannliche Tiere im Alter von 47-73 Wochen zeigen mit ansteigendem Alter ebenso wie ihre weiblichen
Artgenossen einen Anstieg unabhéngig der Flotillin-2-Deletion. Die f-Amyloid-positiven Schnitte wurden in beiden
Grafiken als Prozentangaben aufgefiihrt.
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4.2 Abhangigkeit von APP und Flotillin-2-Deletion

Die Erkenntnisse aus 4.1 zeigten wenig bis keinen Zusammenhang zwischen einer
Flotillin-2-Deletion und den neurodegenerativen B-Amyloid-Ablagerungen. Im
Folgenden soll geklart werden, ob das Fehlen von Flotillin-2 einen Einfluss auf die Menge
des nachweisbaren APPs hat. Hierflr wurden Lysate aus der anderen Hirnhalfte der schon
untersuchten Tiere verwendet. Um eine qualitative Aussage treffen zu kénnen, wurden
im Western Blot zuséatzlich Mause mit Flotillin-2-Expression untersucht. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der folgenden Untersuchung, wie Abbildung 11 zu

entnehmen ist.

Flotillin-2 positiv Knockout Negativkontrolle

- B B BB B - e = I APP
- g — .- e s WD S - oo

Abbildung 11: Abhangigkeit der APP-Menge von Flotillin-2-Deletion

Im Western Blot sind regelméRige Banden des transgenen APPs zu erkennen mit einer leichten Bandenbildung
unterhalb der klaren Linie. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.
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4.3 Wechselwirkung der Flotilline bei Knockout von Flotillin-2

Flotilline sind voneinander abhangig und so zeigt sich nach einer Deletion von Flotillin-
2 eine gleichzeitige Verminderung von Flotillin-1. Folgende Versuchsreihe sollte auf
diesen Erkenntnissen aufbauen und die eventuelle Dependenz einer Flotillin-2-Deletion

und Flotillin-1 im Grol3hirngewebe von Mdusen nachweisen.

Die Abhangigkeit wurde in dieser Dissertation durch einen Western Blot mit
ausgewahlten Mausen untersucht. Im direkten Vergleich wurden M&use mit und ohne
Flotillin-2-Knockout fur diese Untersuchung ausgewdhlt. Mittels Immunodetektion
konnte das Vorkommen von Flotillin-1 nachgewiesen und der Genotyp der untersuchten
Objekte kontrolliert werden. Es konnte keine Abhéngigkeit zwischen Flotillin-1 und
Flotillin-2 bei den jeweils untersuchten Genotypen festgestellt werden. Die vorliegenden
Ergebnisse in Abbildung 11 zeigen eine Unabh&ngigkeit oder sogar eine Kompensation
von Flotillin-1 bei Deletion von Flotillin-2 im GroBhirngewebe der Méause. So verhalt
sich hier die Dependenz der Flotilline zueinander anders als in untersuchten Geweben

anderer Studien.

Flotillin-2 positiv Knockout

Flotillin-2

Flotillin-1

GAPDH

Abbildung 12 Abhéangigkeit der Flotillin-1-Expression bei
Flotillin-2-Deletion

Es sind durchgéngige Banden von Flotillin-1 bei Mausen mit
Flotillin-2-Deletion und ohne Deletion von Flotillin-2 zu
erkennen. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.
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4.4 Einfluss der Flotillin-2-Deletion auf die Mortalitéat

Es wurde von Wang et al. 2007 eine erh6hte spontane Mortalitat von bis zu 20 % fir die
in dieser Dissertation verwendete Mauslinie B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2J
beschrieben (Wang et al. 2007).

Die vorliegenden Ergebnisse sollen einen Uberblick dariiber verschaffen, ob die Deletion
von Flotillin-2 einen Einfluss auf das erhohte Mortalitatsrisiko der APP-transgenen
Mause hat. Hierflr wurde eine Auswertung der APP-positiven Tiere seit dem 30.05.2011
vorgenommen. Diese Gruppe beinhaltete bis zum Zeitpunkt der Untersuchung 168 Tiere.
Bis zur Auszédhlung wurden 25 Tiere eliminiert und zwoIlf waren zum
Untersuchungszeitpunkt aus verschiedenen Griinden weder prépariert noch verstorben.
Die fiir die Erhebung bereitgestellte Gruppe bestand aus 131 Tieren, wobei es sich um 62
mannliche und 69 weibliche Tiere handelte. Es konnten 78 Maé&use mit einem
Durchschnittsalter von zwoélf Monaten erfolgreich fiir Tierversuche verwendet werden,

wohingegen 53 vorzeitig spontan verstarben.

Ubersicht M3use — gesamt

46%

Versuchstiere  ® spontan gestorben = eliminiert = lebendig

Abbildung 13: Ubersicht tiber verstorbene und fiir den Tierversuch verwendete Mause

Gezeigt ist die Gesamtanzahl der erhobenen Werte in Prozentangaben.
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Zur Veranschaulichung, ob eine Flotillin-2-Deletion Einfluss auf die Mortalitat der
untersuchten Mé&use hatte, sind die Abbildungen 14 und 15 gezeigt. Hier ist die genaue
Auswertung im Verhéltnis zur Gesamtanzahl der Mduse dargestellt. Unterteilt wurde in
Geschlecht und Genotyp. Es zeigt sich bei den mannlichen Knockout-Mé&usen eine hdhere
Streberate als bei Tieren mit Flotillin-2-Expression.

Knockout — mannlich Wildtyp/heterozygot — mannlich

-

= verstorben (%) = Versuchstier (%) = verstorben (%) = Versuchstier (%)
Abbildung 14: Prozentuales Verhaltnis der ménnlichen verstorbenen Mé&use und Versuchstiere

Es ist eine Gegenuberstellung der ménnlichen Mause mit und ohne Flotillin-2-Deletion gezeigt. Es wurde prozentual
in verstorben und Versuchstiere zur erhobenen Gesamtmenge unterschieden.

Bei den weiblichen Tieren im Verhéltnis zum gesamten Kollektiv kann ein gegenteiliger
Effekt zu den mannlichen Mausen festgestellt werden. Hier kam es zu einer leicht

erhohten Sterberate der Mause mit Flotillin-2-Expression.

Knockout — weiblich Wildtyp/heterozygot — weiblich

= verstorben (%) = Versuchstier (%) = verstorben (%) = Versuchstier (%)

Abbildung 15: Prozentuales Verhaltnis der weiblichen verstorbenen Mause und Versuchstiere

Es ist eine Gegenuberstellung der weiblichen M&use mit und ohne Flotillin-2-Deletion gezeigt. Es wurde prozentual
in verstorben und Versuchstiere zur erhobenen Gesamtmenge unterschieden.
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5. Diskussion

Seit vielen Jahrzehnten wird an der neurodegenerativen Alzheimer-Erkrankung
geforscht, ohne dass der Krankheitsverlauf, die einzelnen pathogenen Erscheinungen,
Sekretasen oder auch das APP in ihrer Funktion im Detail beschrieben werden konnten.
Ein erhohtes Verstandnis der Pathogenese und der beteiligten Faktoren, z. B. der
Interaktionspartner des APP, kdnnte die verschiedenen Therapieansatze stark verbessern

und sie in der Summe effektiver machen.

Die gegenwartig verfligbaren und die in Entwicklung befindlichen medikamenttsen
Therapieverfahren setzen an unterschiedlichen Stellen des Krankheitsgeschehens an und
verfolgen verschiedene Ziele. In der Entwicklungspalette zur Behandlung der Alzheimer-
Erkrankung gab es im Jahr 2017 105 Wirkstoffe. 70 % der Medikamente gehdren zu den
krankheitsmodifizierenden Therapien. 14 % sind symptomatisch kognitive Verstarker
und 13 % sind symptomatische Mittel, die neuropsychiatrische und

Verhaltensanderungen betreffen (Cummings et al. 2017).

Antidementiva gehdren zu der Gruppe der symptomatisch behandelnden Medikamente.
Sie sollen die Ubertragerstoffe erganzen, die infolge des Nervenzelluntergangs
vermindert produziert werden. Der Ansatz liegt also in der Behandlung der schon
auftretenden Symptome. Eine solche Therapie kann den Fortschritt der Erkrankung
einddmmen, wird aber den Krankheitsverlauf kaum nennenswert verandern (Golde
2003). Seit mehreren Jahren werden neue Behandlungsansatze erprobt. Ihr Ziel ist es, die
Vorgédnge zu beeinflussen, die zum Untergang von Nervenzellen und
Nervenzellkontakten beitragen, um auf diese Weise den Krankheitsprozess selbst zu
verlangsamen. Einige Beispiele sind hier die Sekretase-Inhibitoren, vy-Sekretase-

Modulatoren und a-Sekretase-Verstarker (Kumar et al. 2018).
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Einige y-Sekretase-Inhibitoren wie LY-450139, GSI-953, BMS-708163, PF-3084014,
MK-0752 und E2012 befinden sich in klinischen Versuchen. Es wurden bisher aber nur
die klinischen Daten fur eine Verbindung verdffentlicht (Kumar et al. 2018). Das
Haupthindernis bei der Entwicklung von robusteren y-Sekretase-Inhibitoren ist ihre
Unfahigkeit, zwischen APP und anderen Signaltransduktionswegen, wie zum Beispiel
dem Notch-Signalweg, zu unterscheiden, was zu klinischen Problemen fuhrt (Todd et al.
2010). Der Notch-Signalweg ist ein weit verbreiteter und stark konservierter
Signaltransduktionsweg, durch den Zellen auf &uRere Signale reagieren kénnen. Die vy-

Sekretase prozessiert auch das Notch-Protein. Eine vielversprechende Alternative stellen

die y-Sekretase-Modulatoren dar. Sie entwickelten sich mit der Zeit als ein besserer und
sicherer Ansatz fir die Medikamentenentwicklung gegen die Alzheimer-Erkrankung. Sie
reduzieren die Ablagerung von Amyloid, indem sie das Verhaltnis von AB42 und AB40
zugunsten von AB40 verschieben (Bursavich et al. 2016). Hier kommt es durch die
Modulatoren zu einem vermehrten Schnitt der AB40 durch die y-Sekretase, sodass das

aggregationsfreudigere AB42 vermindert gebildet wird.

Die Verringerung von B-Amyloid durch Hemmung seiner Produktion mit einem B-
Sekretase-Inhibitor stellt einen weiteren neuen Mechanismus zur Behandlung der
Alzheimer-Erkrankung dar. Die Ergebnisse aus klinischen Studien mit mehreren f-
Amyloid-zielgerichteten Verbindungen haben jedoch die Existenz einer direkten
Verbindung zwischen der Reduktion von B-Amyloid und der Verbesserung der
Hirnfunktion in Frage gestellt, insbesondere in fortgeschrittenen Krankheitsstadien
(Doody et al. 2014).

Eine andere Mdglichkeit der Behandlung mit Anti-B-Antikorpern zeigte in einer kirzlich
durchgefiihrten Mausstudie an J-20-Mé&usen ein erhohtes Risiko flr eine spontane
Mortalitdt nach Behandlung mit den entsprechenden Antikérpern. Aufgrund einer
erhdhten exzitatorischen neuronalen Aktivitdt kam es zu todlichen Anféllen der
behandelten Mduse (Mably et al. 2015). Keskin et al. konnten im Gegensatz zu Doody et
al. an einem weiteren Alzheimer-Mausmodell zeigen, dass die B-Sekretase-Hemmung fur
alle Ebenen der Beeintrachtigung von Vorteil ist. Sie konnten positive Effekte sowohl auf
der zellularen Ebene als auch hinsichtlich der kognitiven Fahigkeiten vermerken (Keskin
et al. 2017).


https://de.wikipedia.org/wiki/Signaltransduktion
https://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_(Biologie)
https://de.wikipedia.org/wiki/Signal
https://de.wikipedia.org/wiki/Notch-Signalweg
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Ein anderer Ansatz der medikamentésen Behandlung von Alzheimer ist nicht die
Einschrankung der Sekretasen, sondern das Fordern des nicht-amyloiden Spaltungswegs.
Die a-Sekretase-Aktivierung tritt als ein eindeutiger und moglicher therapeutischer
Ansatz auf, um die B-Amyloid-Erzeugung zu verringern. Es erleichtert die Proteolyse von
APP im nicht-amyloidogenen Stoffwechselweg und verhinderte die Plaque-Bildung
(Kumar et al. 2018).

Verschiedene Gruppen haben vorgeschlagen, dass die Aggregation von B-Amyloid-
Peptiden durch die Verwendung von monoklonalen Antikorpern gestoppt werden konnte,
die gegen die verschiedenen Isoformen der B-Amyloid-Peptide erzeugt wurden. In einem
solchen Ansatz der Immuntherapie mit B-Amyloid-Antikdrpern waren die Antikdrper in
der Lage, in das ZNS einzudringen, wo sie entweder die Entfernung vorhandener Plaques
induzierten oder die Bildung neuer Plaques unterdriickten. Obwohl die Daten aus einer
Reihe von Studien ermutigend sind, laufen derzeit weitere Versuche, um die Sicherheit
des Ansatzes vollstandig zu bewerten (Todd et al. 2010). In einer Studie zu Solanezumab,
einem monoklonalen Antikorper, konnte nach zahlreichen Misserfolgen in diesem
Therapiebereich eine Untergruppe von Patienten mit leichter Demenz nach 18 Monaten
eine gewisse Verbesserung der kognitiven und funktionellen Parameter aufweisen. Sie
zeigten im Vergleich zu Patienten, die mit Placebo behandelt wurden, auch nach zwei
Jahren aufbauender Untersuchungen die Differenz zu den mit Placebo behandelten
Patienten (Liu-Seifert et al. 2015).

Auch nichtmedikamenttse Ansédtze werden angewendet, um den Krankheitsverlauf zu
entschleunigen. Hierzu zahlt beispielsweise die Musiktherapie. Sie kann in allen
Krankheitsstadien eine forderliche Wirkung haben (Bruscia 2012). Auch die kognitive
Verhaltenstherapie findet erfolgreich Anwendung. Hier gibt es umfassende
psychotherapeutische Behandlungsprogramme fir Personen mit beginnender Alzheimer-

Erkrankung und ihre Angehdérigen (Forstmeier und Roth 2018).
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Studien der vergangenen Zeit haben immer wieder Zusammenhéange zwischen Flotillin
und Alzheimer festgestellt (Girardot et al. 2003, Kokubo et al. 2000, Chen et al. 2006,
John et al. 2014). Ein wichtiger Faktor bei der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung
sind das Vorlauferprotein APP und die daraus entstehenden -Amyloid-Ablagerungen.
Da die B-Amyloid-Ablagerungen heute als ein wichtiger Faktor der Erkrankung
angesehen werden, wie in der Einleitung genauer erldutert, versuchen wir in der
vorliegenden Arbeit, den Zusammenhang zwischen APP und Flotillin-2 darzustellen und
die Effekte einer Deletion von Fotillin-2 auf APP sowie auf die Ablagerungen des f-

Amyloid-Peptids zu verdeutlichen.
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51 Verteilung und Lokalisation der p-Amyloid-Ablagerungen im
Grol3hirngewebe

Typische Plaques bestehen aus einem pordsen Kern mit Poren einer charakteristischen
Grolke und einem diffusen Ring, dessen Dichte langsam vom Schwerpunkt des senilen
Plaques abfallt (Cruz et al. 1997). Ihr irreversibler Entstehungsprozess fuhrt zu einer
unloslichen B-Amyloid-Ablagerung. Eine Vielzahl von senilen Plagues wurde in
Gehirnen von an Alzheimer erkrankten Patienten nachgewiesen (Gordon 1981). Gerade
im Cortex cerebri, auch GroRhirnrinde genannt, konnten sie vermehrt gezeigt werden
(Kokubo et al. 2000).

Der Cortex cerebri ist die am weitesten entwickelte Hirnregion und dient zum Beispiel
der Verarbeitung von Sinneswahrnehmungen, wie Sehen, Lesen, Horen, Sprechen,
Planung und Ausfiihrung von Willkirbewegungen. Auch das Bewusstsein, komplexes
Denken und die Personlichkeitsentwicklung sind durch ihn mdglich. Unsere
Untersuchungen konnten zeigen, dass gerade zentral im Hippocampus, der ein Teil des
limbischen Systems ist und somit zum Cortex cerebri gehort, sich verstarkt p-Amyloid-
Ablagerungen befinden. Da gerade dieser Teil des GroRhirns fiir die Gedachtnisbildung
verantwortlich ist, kdnnen diese Erkenntnisse in einen engen Zusammenhang zum
klinischen Erscheinungsbild der Alzheimer-Erkrankung gesetzt werden. Besonders in
den friihen Phasen der Erkrankung sind Gedé&chtnis- und Fihrungskompetenzfahigkeit
eingeschrankt, was sich besonders in Aufgaben widerspiegelt, welche die kognitive
Flexibilitat beurteilen (Albert 1996).

Die Lokalisation der Plagues selber kann helfen, besonders die Verhaltenstherapien und
die spezielle kognitive Forderung von Patienten zu optimieren. Moglicherweise kdnnen
gezielt gesetzte Reize einen weiteren Ausbau und weitere Vertiefungen der nicht

medikamenttsen Behandlungsmdglichkeiten bieten.


http://flexikon.doccheck.com/de/Hirn
http://flexikon.doccheck.com/de/Sinneswahrnehmung
http://flexikon.doccheck.com/de/Sehen
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Lesen&action=edit&redlink=1
http://flexikon.doccheck.com/de/H%C3%B6ren
http://flexikon.doccheck.com/de/Sprechen
http://flexikon.doccheck.com/de/Willk%C3%BCrbewegung
http://flexikon.doccheck.com/de/Bewusstsein
http://flexikon.doccheck.com/de/Denken
http://flexikon.doccheck.com/de/Pers%C3%B6nlichkeit
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5.2 Zusammenhang zwischen Flotillin-2, APP und B-Sekretase

Untersuchungen, die Flotilline mit APP und B-Amyloid-Ablagerungen verknupften,
umfassen die Flotillin-1-Farbung von B-Amyloid-Ablagerungen in Gehirnschnitten von
Patienten mit einer Alzheimer-Erkrankung. Es konnte festgestellt werden, dass eine -
Amyloid-Uberproduktion zur Akkumulation dieser Fragmente in Flotillin-1-positiven
Endosomen fiihrte (Rajendran et al. 2007). Ergebnisse von John et al. aus dem Jahr 2014
zeigen zudem, dass ein Flotillin-Knockdown zu einem Anstieg der B-Sekretase-Féarbung
und zur Akkumulation von B-Sekretase in intrazellularen Strukturen fuhrte. Gleichzeitig
konnte auch ein Anstieg des CT-99-Fragments nachgewiesen werden (John et al. 2014).
Die Verarbeitung von APP mit der B-Sekretase wird als
Geschwindigkeitsbegrenzungsschritt in der f-Amyloid erzeugenden Kaskade betrachtet
(Hardy und Higgins 1992). Das Ergebnis von John et al. l&sst vermuten, dass in diesem
Zusammenhang auch ein erhéhtes Vorkommen an APP mdglich ist und somit vermehrt
B-Amyloid-Ablagerungen entstehen. Flotillin-1 bindet direkt an das Dileucin-Motiv im
zytoplasmatischen Schwanz der [-Sekretase, wéhrend die Flotillin-2-Bindung
hauptséchlich durch eine Wechselwirkung mit Flotillin-1 vermittelt wird. Knockdown
der Flotilline fuhrt zu einer verénderten subzellularen Lokalisierung der -Sekretase in
Endosomen und zur Stabilisierung des p-Sekretase-Proteins. Die Studie von John et al.
zeigt zum ersten Mal, dass Flotilline an der endosomalen Sortierung der B-Sekretase
beteiligt sind. Da die endosomale Lokalisation von BACEL1 seine Funktion als f-
Sekretase beeinflusst, indem es die amyloidogene Prozessierung des Amyloid-
Vorlauferproteins erhéht, konnten Flotilline eine neue Rolle bei der Alzheimer-Krankheit
spielen (John et al. 2014).

Es konnte nachgewiesen werden, dass das APP direkt mit Flotillin-1 in Wechselwirkung
tritt (Chen et al. 2006). Ein Zusammenhang von Flotillin und der Verbindung zum
Transport und der Verarbeitung von APP wurde 2008 aufgestellt. So konnte von
Schneider et al. gezeigt werden, dass durch einen siRNA-vermittelten Knockout von
Flotillin-2 die Endozytose von APP beeintrachtigt wird und die nanometergroRe
Ansammlung von APP in der Plasmamembran sich verandert (Schneider et al. 2008).
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Bitsikas et al. konnten mit einem APP/PS1-Knockout-Mausmodell auf diesen
Erkenntnissen aufbauen und untersuchten ihr Mausmodell auf B-Amyloid-Ablagerungen.
Sie fanden heraus, dass bei einem Flotillin-1- und Flotillin-2-Knockout jeweils eine
Verringerung des B-Amyloid-Niveaus und der Haufigkeit von Kongorot-geféarbten
Plaques vorlag. Dieses Ergebnis deutet auf eine essentielle Rolle der Flotilline bei dem
Transport und der Prozessierung von APP hin. Die GrolRenordnung der Reduktion war
jedoch relativ gering. Daher sollte die Mdglichkeit in Erwagung gezogen werden, dass
Flotilline nicht direkt in das APP-Trafficking per se involviert sind, sondern eher eine
homoostatische Rolle in einem separaten zellul&ren Prozess spielen, der sich indirekt auf
die B-Amyloid-Produktion auswirkt (Bitsikas et al. 2014).

Unsere Untersuchungen konnten keinen Einfluss einer Flotillin-2-Deletion auf das
nachweisbare APP zeigen. Hier konnte durch den Western Blot eine rein qualitative
Aussage getroffen werden. Im direkten Vergleich der untersuchten Mause mit und ohne
Deletion zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Ob der Knockout noch weitere
Einflusse auf APP und weitere Verarbeitungsschritte hat, konnte durch unseren Versuch
nicht aufgezeigt werden. Da es sich bei unserer Auswertung durch den Western Blot um
eine qualitative Aussage handelt, waére hier eine quantitative Messung mit anderen
Verfahren ndétig, um ein genaueres Ergebnis zu erzielen. Auch konnte nicht gezeigt
werden, ob ein Einfluss durch die Uberproduktion des transgenen APPs auf die
Untersuchungsergebnisse besteht. Um einen vertiefenderen Vergleich treffen zu kdnnen,
welchen Einfluss eine Deletion von Flotillin-2 auf das APP-Vorkommen oder die
weiteren Verarbeitungsschritte hat, ware auch ein biochemischer Nachweis mittels
Western Blot oder ELISA des CT-99-Fragments moglich gewesen. Hier ware ein direkter
Vergleich mit den Ergebnissen von John et al. moglich, die auf einen Anstieg dieses
Fragments hinweisen. Da dieses die Vorstufe flir das schidliche Ap42-Fragment ist,
hatten sich diese Erkenntnisse auch in Zusammenhang mit den Ergebnissen der Menge

an B-Amyloid-Ablagerungen diskutieren lassen (siehe Abschnitt 5.2).
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5.3 Abhangigkeit von Flotillin-2-Deletion und g-Amyloid-Ablagerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Abhangigkeit von Flotillin-2 und B-

Amyloid-Ablagerungen aufzuzeigen.

Schneider et al. fanden Belege dafiir, dass die Flotillin-2-Deletion aufgrund der
Plasmamembranretention und der ineffizienten Endozytose von APP zu einer
verminderten B-Amyloid-Bildung flihrt (Schneider et al. 2008). Sie verwendeten fiir ihre
Erhebungen eine Maus-Neuroblastom-N2a-Zelllinie, die moglicherweise keine geeignete
Information beziiglich des Verarbeitungsmechanismus in vivo bereitstellt. Da sich die
Lokalisierungsmuster von Flotillin-1 und -2 in vielen Zelltypen zwar weitgehend
Uberlappen, trotzdem aber spezifische Unterschiede in den Zelltypen und an Organellen
beobachtet werden konnten (Liu et al. 2005), kdnnen die Ergebnisse von Schneider et al.
nicht direkt mit unseren Ergebnissen in Verbindung gebracht werden. Dieser Faktor sollte
immer mit in die Betrachtung einbezogen werden, da In-vitro- und In-vivo-Experimente

zum Teil widersprichliche Ergebnisse zeigen kénnen.

In den Gehirnen von zwolf Wochen alten Mausen, denen Flotillin-1 fehlte, konnten
Bitsikas et al. auch eine kleine, aber signifikante Reduktion des p-Amyloid-Spiegels und
der Haufigkeit von Kongorot-gefarbten Plaques aufzeigen. Hier wurde die Plaque-Flache
im Verhéltnis zur Gesamtflache der Kryoschnitte betrachtet. Eine dhnliche Verringerung
wurde bei Flotillin-2- und Doppelknockout-Mé&usen beobachtet (Bitsikas et al. 2014). Zur
Erhebung der Daten wurde ein APP/PS1-Modell verwendet. APP/PS1-Mause sind ein
Modell der zerebralen Amyloidose und nicht direkt der Alzheimer-Erkrankung, da die
Méuse nicht die Tau-Pathologie und Neurodegeneration modellieren, die bei der
Alzheimer-Erkrankung zu sehen ist. Das Einsetzen der Amyloid-Ablagerung in
APP/PS1-Méusen tritt friher auf als bei anderen transgenen Modellen (Radde et al.
2006). Die geziichtete Linie, die in dieser Arbeit verwendet wurde, zeigt hingegen eine
Uberexpression des humanen APPs, welches in drei Aminosauren eine Mutation
aufweist. Diese Mutationen treten hdufig bei Patienten mit familidrer Alzheimer-
Erkrankung auf und begnstigen die Entstehung des B-Amyloid-Peptids aus APP.
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Die Ergebnisse der Studie von Bitsikas et al. stimmen nicht mit unseren Erhebungen
uberein. Wir konnten zeigen, dass sich kein Unterschied in der Menge der f-Amyloid-
Ablagerungen bei Flotillin-2-Deletion im Vergleich zur normalen Expression finden
lasst. Die Abweichungen der Ergebnisse kénnen sich aus dem unterschiedlichen Alter
oder der Anzahl der untersuchten Objekte ergeben. Genauso sind bei den
unterschiedlichen verwendeten Modellen auch unterschiedliche
Untersuchungsvoraussetzungen gegeben, die sich in den Ergebnissen widerspiegeln
kdnnen. Bitsikas et al. hatten fir ihre Erhebung weniger Méuse zur Verfligung, zusatzlich
waren die untersuchten Mé&use um einige Wochen jiinger als in der vorliegenden Arbeit.
Es ist moglich, dass sich die Plaque-Bildung mit zunehmendem Alter in den
verschiedenen Mausgruppen regulierte und angeglichen hat und somit mit unseren
Ergebnissen nicht vergleichbar ist. Dieser Ansatz wirde sich mit den
Untersuchungsergebnissen von Arriagada et al. decken, die nachweisen konnten, dass die
Plaque-GroRe und die relative B-Amyloid-Belastung (Gesamtprozentsatz) (ber einen
breiten Zeitraum der Krankheit konstant bleiben (Arriagada et al. 1992). Da in dieser
Auswertung die erhobenen Werte nicht ins Verhéltnis zur Gesamtflache gesetzt wurden,
wie bei Bitsikas et al., kdnnen auch diese Zahlen nicht in direkte Gegenuberstellung
gebracht werden.

Die B-Amyloid-Produktion wird bei exogener Expression von APP oder PS1
beschleunigt. Es ist sehr wahrscheinlich, dass eine erzwungene Expression von beiden
Proteinen signifikante Anderungen des B-Amyloid-Niveaus mit sich bringt. Diese
Niveauanderung konnte bei einer Deletion der Flotilline maskierend wirken (John 2014).
Die tGibermalige Expression von APP kann somit auch die Ergebnisse verfalschen. Da in
beiden untersuchten Mausgruppen eine kontinuierliche Uberexpression vorlag, kann

dieser Faktor hochstwahrscheinlich vernachléssigt werden.

Bei der Erhebung der Ergebnisse hétte es zu einer detaillierteren Auswertung kommen
konnen, wére das Anfangsgewicht der Gewebe dokumentiert worden. Somit hétte der
Plaque-Befall in ein Verhéltnis zur Gesamtgrofle gesetzt werden und die erhobenen
Resultate noch differenzierter betrachtet werden kénnen. Auch eine 3D-Rekonstruktion
hétte eine Mdoglichkeit einer detaillierteren Darstellung der Plague-Ablagerungen sein

kdnnen.
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5.4  Abhéangigkeit von Flotillin-1 bei einer Flotillin-2-Deletion

Bitsikas et al. stellten die Theorie auf, dass Flotilline wahrscheinlich eine Verbindung
zum Transport oder der Verarbeitung von APP haben und die Abwesenheit von einem
Flotillin wahrscheinlich nicht durch die Anwesenheit des anderen Flotillin-Proteins
kompensierbar ist, was darauf hindeutet, dass Flotilline einen funktionellen Komplex
bilden (Bitsikas et al. 2014). Diese Theorie konnte durch Banning et al. 2014 nochmals
bestatigt werden. Hier fihrte ein Flotillin-2-Knockout gleichzeitig zu einer stark
verminderten Expression des Flotillin-1-Proteins (Banning et al. 2014). Die untersuchten
Gewebe der Maus waren hier Leber, Lunge, Niere und Kolon. Diese Wechselwirkung ist
im Fall von Flotillin-1 starker, da der Flotillin-1-Knockout typischerweise nur eine
maRige oder sogar keine Depletion von Flotillin-2 zur Folge hat, was darauf hindeutet,

dass Flotillin-1 starker von Flotillin-2 abhangig ist als umgekehrt (Banning et al. 2014a).

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit im
GroRhirngewebe nicht bestatigt werden. Dass Flotilline ubiquitar exprimiert werden und
ihre Expression im Hirngewebe besonders hoch ist, konnte schon in den Anfangen der
Flotillin-Forschung gezeigt werden (Edgar und Polak 2001). In unseren Untersuchungen
konnte die Depletion von Flotillin-2 keinen gleichzeitigen Einfluss auf Flotillin-1
nehmen. Wie im Western Blot gezeigt, findet sich bei Knockout-Mausen und Tieren mit
Flotillin-2-Expression kein Unterschied in der Bandenausprédgung von Flotillin-1. Es lasst
sich sogar eine erhohte Expression von Flotillin-1 bei Flotillin-2-Knockout vermuten.

Wie wichtig Flotillin-1 im neuronalen Gewebe ist, konnte 2009 belegt werden. Es wurde
gezeigt, dass Flotillin-1 fir die axonale Regeneration, Differenzierung und Auswachsen
von Hippocampusneuronen (Munderloh et al. 2009) sowie fir die Bildung von
glutaminergen Synapsen im Hippocampus (Swanwick et al. 2010) und die
Internalisierung von Neurotransmittertransportern (Cremona et al. 2011) verantwortlich
ist. Zusétzlich konnte nachgewiesen werden, dass im Hippocampusgewebe von Mausen
ein erhohter Spiegel von Flotillin-1 vorhanden ist und es eine groRe Bedeutung fir die
gedachtnisbezogenen Prozesse in Saugetiersystemen hat. Ob die Hochregulierung von
Flotillin-1 Ursache oder Folge von hippocampusabhéngigem Lernen im intakten Tier ist,
ist nicht klar (Monje et al. 2013).
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Diese Ergebnisse lassen Raum fir Spekulation, dass die Funktion der Flotilline in
Neuronen durchaus umfassender sein kdnnte als in anderen Organen von Sdugetieren.
Durch die Unabhéngigkeit oder die sogar mogliche Kompensation von Flotillin-1 bei
einem Knockout von Flotillin-2 kénnte die Ausbildung eines méglichen Phénotyps oder
Ahnliches im Hirngewebe vermieden werden. Um diese Theorie zu bestatigen, miissten

jedoch vertiefende Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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5.5 Flotillin-2-Deletion und die Auswirkungen auf die

Uberlebenswahrscheinlichkeit und Ausbildung eines Phanotyps

Amaddii et al. machten 2012 darauf aufmerksam, dass es bei der Manipulation von
Flotillin auch zu unerwarteten Wirkungen kommen kann, wie zum Beispiel einer
mdoglichen Herunterregulierung von mit Wachstum assoziierten Genen (Amaddii et al.
2012). Um eine mogliche Auswirkung auf den gesamten Organismus der Mause mit
Flotillin-2-Knockout darzustellen, wurde in dieser Arbeit eine Aufstellung zu der
Uberlebensrate der Mause mit und ohne Deletion durchgefiihrt. Die hierfiir verwendete
APP-transgene Mauslinie B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2J weist eine spontane

Mortalitat auf. Dieser Faktor sollte in die Auswertung mit einbezogen werden.

Andere Forschungsgruppen haben versucht, die Wirkungen eines Flotillin-Knockouts
genauer zu definieren. Bodrikov et al. waren in der Lage, in vitro Anomalien zu
identifizieren, die sich aus Flotillin-2-Knockout und der Herunterregulation in
kultivierten Neuronen nachweisen lassen: Die Neuritenextension und das PSD-95-
Trafficking waren in jungen Knockout-Neuronen stark beeintrachtigt. Die Abwesenheit
von Flotillin-2 fihrte zu einer verringerten Anzahl von Synapsen und einer reduzierten
dendritischen und spinalen Lokalisation von GIuN1 und GIuAl. Diese Erkenntnisse
konnten aber nur in Neuronen in vitro, aber nicht in vivo beobachtet werden, da
mdoglicherweise kompensatorische Faktoren die neuronale Entwicklung im Gehirn
unterstiitzen, die in vitro nicht vorhanden sind (Bodrikov et al. 2017). Auch andere
Forschungsgruppen stimmten mit dem Ergebnis Uberein, dass es bei einem Flotillin-2-
Knockout scheinbar zur Regulation von Genen und Proteinmodifikation sowie zu
Veranderungen in der Aktivierung von Signalmolekilen kommen kann. Ihre
Untersuchungen zeigten, dass der Knockout von spezifischen Genen durch
Kompensation von expressions- und aktivitatsregulierenden Faktoren zu scheinbar

normalen Mé&usen flhrt (Banning et al. 2014, Rossi et al. 2015).
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Wie unsere Untersuchungen ergaben, zeigte sich zwischen Mausen mit und ohne
Knockout von Flotillin-2 kein Unterschied in der Uberlebensrate. Alle transgenen Mause
weisen, wie erwartet, eine erhdhte Mortalitat auf, die tber den bereits verdffentlichten
Werten liegt. Je nach Geschlecht zeigt sich sogar eine tendenziell héhere Mortalitat. Um
diese Ergebnisse zu festigen, mussten diese mit einer groBeren Mauskohorte und
verschiedenen unabhangigen Standorten tberpriift werden.

Eine Besonderheit im dufReren Erscheinungsbild konnte nicht festgestellt werden, was
augenscheinlich zu einem fehlenden Phéanotyp fuhrt. Doch selbst wenn man davon
ausgeht, dass der Knockout durch eine eventuelle Kompensation beeinflusst wird, sollte
beachtet werden, dass eine Maus, der eine funktionelle Kopie eines Gens fehlt, das von
einem zweiten Gen unterstitzt wird, immer noch einen Phanotyp hat, der aus dem Fehlen
des ersten Gens resultiert. Es kann sein, dass es auf der Ebene des gesamten Organismus
jedoch nicht sichtbar ist (Barbaric et al. 2007). Das Fehlen solcher eindeutigen
Phénotypen fiir Flotilline kdnnte, ahnlich wie bei der Caveolin-1-Knockout-Maus, die nur
sehr milde Defekte aufwies, moglicherweise auch durch die kompensatorische
Hochregulation anderer Gerustproteine maskiert worden sein (Razani et al. 2001). Auch
Hoehne et al. setzten sich mit der Frage des fehlenden Phanotyps bei Flotillin-2-Knockout
auseinander und erklarten, dass es moglich sei, dass die kompensatorische
Hochregulation anderer Proteine mit tiberlappender oder redundanter Funktion, wie zum
Beispiel Stomatine, hierflr verantwortlich sein kdnnte. Sie merkten an, dass es vorstellbar
sei, dass die alleinige Anwesenheit des Flotillin-1-Proteins ausreicht, um einen scheinbar

mutierten Phanotyp zu unterdriicken (Hoehne et al. 2005).
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Es stellt sich die Frage, ob die Flotillin-Proteine wirklich so abhéngig voneinander sind,
wie es andere Studien zeigten, oder ob sie sich abhéngig vom untersuchten Gewebe
unabhéngig voneinander betrachten lassen. Méglich ist auch eine weniger wichtige Rolle
der Flotilline im Organismus, als der jetzige Stand der Forschung vermuten lésst. Trotz
der ubiquitdren Verteilung und der evolutionaren guten Konservierung der Flotilline
konnte ein Doppelknockout der Flotilline in der Drosophila melanogaster keinen
offensichtlichen und nachweisbaren externen oder internen Mutanten-Phénotyp oder
einen phanotypischen Defekt zeigen (Hoehne et al. 2005). Dieses Phdnomen zeigt sich
auch in einer unserer neuesten Mausziichtungen mit einem Doppelknockout. Auch diese
Méause weisen keinen offensichtlichen Phanotyp auf. Diese Ergebnisse kdnnten die oben
aufgefiihrte Vermutung unterstiitzen, obwohl auch hier eine Kompensation oder eine

Unterdriickung des Phanotyps durch andere noch unbekannte Mechanismen mdglich ist.
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5.6 Ausblick

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine der bekanntesten neurodegenerativen Erkrankungen
weltweit. Klinisch ist sie durch eine zunehmende Demenz gekennzeichnet, die mit
Gedachtnis- und Orientierungsstérungen, Sprachstorungen, Stérungen des Denk- und
Urteilsvermogens sowie Verdnderungen der Personlichkeit einhergeht. Neben dem
voranschreitenden Untergang von Nervenzellen und Zellkontakten sind im Gehirn von
Alzheimer-Patienten typische Ablagerungen, die sogenannten [B-Amyloid-Plaques,

festzustellen.

In der vorliegenden Arbeit konnten Forschungsergebnisse prasentiert werden, die unter
Verwendung des Flotillin-2-deletierten Mausmodells B6;129-Tg(PDGFB-APPSwInd)
Flot2™ Zusammenhdnge zwischen B-Amyloid-Ablagerung und dem ubiquitar
exprimierten Flotillin aufzeigen. Es konnte kein Einfluss auf das vorhandene APP-
Vorkommen sowie die Ausbildung von B-Amyloid-Plaques in den untersuchten
Mauskohorten nachgewiesen werden. Um diese Ergebnisse zu unterstiitzen und einen
Zusammenhang ausschliefen zu konnen, sind weitere unabh&ngige Untersuchungen
unter gleichen Bedingungen mit groReren Kollektiven notwendig. Eine noch genauere
Auswertung ist durch die Einbeziehung der Gesamtflache des zu untersuchenden
Mausgehirns zu B-Amyloid-Plaques méglich. Zudem waére eine genauere Analyse des
prozessierten APPs interessant. In den vorliegenden Western Blots konnte das
unprozessierte APP gezeigt werden. Durch eine Optimierung der Probenvorbereitung
ware ein Nachweis der einzelnen Spaltprodukte und so eine differenzierte Aussage Uber
die Wirkung der Flotillin-2-Deletion auf APP mdglich.

Interessant sind unsere vorliegenden Ergebnisse in Bezug auf die Abhéngigkeit der
Flotilline untereinander. Im Gegensatz zu anderen untersuchten Geweben wie Leber,
Lunge, Niere und Kolon konnten wir im GroBhirn keine stark verminderte Expression
des Flotillin-1-Proteins bei gleichzeitigem Flotillin-2-Knockout nachweisen. Das wirde
der Theorie eines funktionellen Komplexes der Flotilline widersprechen und ihnen eine
wichtige funktionelle Rolle im neuronalen Gewebe zusprechen. Auf diesem Ergebnis
aufbauende Untersuchungen koénnten diese Abhadngigkeit genauer erldutern. Hierbei
sollten auch gedéchtnisbezogene Auffalligkeiten sowie die Ausbildung eines Phanotyps

mit einbezogen werden.


https://de.wikipedia.org/wiki/Neurodegenerative_Erkrankung
https://de.wikipedia.org/wiki/Demenz
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Ob und welche MaRnahmen zur Kompensation eines Flotillin-2-Knockouts fiihren, sollte
zusatzlich analysiert werden. Untersuchungen an Flotillin-Doppelknockout-Mdusen
konnten den Einfluss von Flotillinen im neuronalen Gewebe vertiefen und die
Kompensation bestatigen oder widerlegen. Eine Kombination mit verhaltensbiologischen
Experimenten konnte die Wirkung eines Knockouts nochmals in Relation mit anderen
Aspekten ermoglichen. Der Effekt des einfachen oder Doppelknockouts der Flotilline auf
das Verhalten der Mduse konnte mit Hilfe des Morris-Wasserlabyrinths gezeigt werden.
Hierfur wére die Einbeziehung weiterer Gedéchtnis- oder Lerntests moglich. Sie sollten

nach genauer Festlegung der zu bearbeitenden Fragestellung ausgewahlt werden.
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6. Zusammenfassung

Die Alzheimer-Erkrankung ist heute eine der bekanntesten neurodegenerativen
Erkrankungen weltweit. lhre klassische Triade der Pathologie besteht aus Amyloid-
Plaques, die aus p-Amyloid-Peptiden bestehen, neurofibrillaren Tangles mit
hyperphosphoryliertem Tau und einem weitverbreiteten neuronalen Verlust im Kortex
und im Hippocampus. B-Amyloid-Peptide entstehen durch die enzymatische Spaltung
von APP durch - und y-Sekretase. Diese proteolytische Prozessierung wird als amyloider
Weg bezeichnet. Er hat die Entstehung des Bruchstiickes AB42 zur Folge, welches der
Hauptbestandteil der B-Amyloid-Ablagerungen ist. Im neuronalen Gewebe besteht eine
hohe Flotillin-Expression. Besonders hoch ist sie bei weit fortgeschrittener Alzheimer-
Erkrankung. Unter Flotillinen werden zwei evolutiondr hochkonservierte periphere
Membranproteine zusammengefasst, die in verschiedenen Organismen ubiquitar
exprimiert werden. Sie sind mit Membranmikrodomanen mittels Lipidmodifikationen
und Oligomerisierung assoziiert. Flotilline enthalten am N-Terminus eine weitgehend
uncharakterisierte SPFH-Doméne und gehdren zusammen mit Stomatin und Prohibitin
zur SPFH-Familie. Am C-Terminus der Flotilline befinden sich mehrere Glutamat- und

Alanin-Wiederholungen.

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die Auspriagung der B-Amyloid-Ablagerungen im
Grol3hirngewebe von  APP-Uberexprimierenden (B6;129-Tg(PDGFB-APPSwInd))
Mausen in Abhéngigkeit von Alter und Geschlecht zu untersuchen und diese mit einem
Flotillin-2-deletierten ~ Mausmodell ~ B6;129-Tg(PDGFB-APPSwInd)Flot2™  zu
vergleichen. Mit Hilfe von Kongorotlosung wurden die B-Amyloid-Ablagerungen
dargestellt und mikroskopisch ausgewertet. Im Alter von ca. zwolf Monaten zeigten sich
bei allen untersuchten Tieren mit APP-Uberexpression deutliche Ablagerungen. Unter
Berticksichtigung der Parameter-Anzahl und Grol3e der Ablagerungen, des Alters sowie
Genotyps und Geschlechts der Maduse konnte jedoch kein Einfluss von Flotillin-2
festgestellt werden. Dies kdnnte durch eine Kompensation des fehlenden Flotillin-2 durch
andere Proteine, wie zum Beispiel Flotillin-1, bedingt sein. Flotillin-1 und -2 treten
miteinander in Wechselwirkung und stabilisieren sich in vielen Zell- und Gewebetypen

gegenseitig.
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Die Flotillinexpression wurde mittels Western Blot in Gro3hirnlysaten der VVersuchstiere
untersucht. Es zeigte sich eine hohe Expression von Flotillin-1 bei gleichzeitiger Flotillin-
2-Deletion. So verhalt sich hier die Dependenz der Flotilline zueinander anders als in
anderen untersuchten Geweben vorheriger Studien. Die Unabhéngigkeit der beiden
Flotilline im neuronalen Gewebe lasst die Funktion der Flotilline in Neuronen durchaus
umfassender erscheinen als in anderen Organen. Des Weiteren wurde die Menge an
endogenem APP im GrofRhirn von Mausen mit und ohne Flotillin-2-Deletion verglichen.
Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied in der Menge des unprozessierten APPs
gezeigt werden. Eine Uberexpression von APP steigert das Mortalitatsrisiko von Mausen.
Die zusatzliche Deletion von Flotillin-2 scheint jedoch keinen zusatzlichen Einfluss auf

das Mortalitatsrisiko der APP-transgenen Mause zu haben.

Zusammenfassend zeigt sich durch das Fehlen von Flotillin-2 allein, in dem hier
untersuchten Mausmodell, keine Verénderung. Es scheint keinen Einfluss auf die

Entstehung und den Schweregrad der Alzheimer-Erkrankung zu haben.
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7. Summary

Alzheimer's disease is one of the best known neurodegenerative diseases worldwide. Its
pathologic triad consists of amyloid plaques made up of P-amyloid peptides,
neurofibrillary tangles with hyperphosphorylated tau proteins and widespread neuronal
loss in the cortex and hippocampus. B-amyloid peptides evolve through enzymatic
cleavage of APP by B- and y-secretases. This proteolytic processing is called the amyloid
pathway. It implicates the formation of the fragment AB42, which is the main component
of B-amyloid deposits. There is high flotillin expression in neuronal tissue, and it is
particularly high in patients with advanced Alzheimer's disease. The term Flotillins
comprises two evolutionarily highly conserved peripheral membrane proteins that are
ubiquitously expressed in different organisms. They are associated with membrane
microdomains via lipid modifications and oligomerization. The N-terminal part of
Flotillins contains the poorly characterized SPFH domain also found in proteins like
Stomatin and Prohibitin. At their C-terminus, Flotillins contain several glutamate and

alanine repeats.

The aim of this study was to investigate the expression of -amyloid depositions in the
cerebral tissue of APP overexpressing (B6; 129-Tg (PDGFB-APPSwiInd)) mice,
depending on their age and gender and to compare these with a Flotillin-2 deleted mouse
model (B6;129-Tg(PDGFB-APPSwInd))Flot2tm. With Congo red solution, the -
amyloid depositions were displayed and evaluated microscopically. At the age of about
twelve months, deposits were found in all examined animals with APP overexpression.
However, considering the number of parameters and size of depositions, age, genotype
and sex of the mice, no influence of Flotillin-2 could be detected. This could be due to a
compensation of the missing Flotillin-2 by other proteins, such as Flotillin-1, since

Flotillin-1 and -2 interact and stabilize each other in many cell and tissue types.



Summary

The expression of Flotillin was examined by Western Blot in cerebral lysates of the
laboratory animals. A high expression of Flotillin-1 with simultaneous Flotillin-2 deletion
could be found. Thus, the dependency of Flotillins to one another in this case differs from
the tissues examined in previous studies. The independence of Flotillins in neuronal
tissue function appears more extensive in neurons than in other organs. Furthermore, the
amount of endogenous APP in the cerebrum of mice with and without Flotillin-2 deletion
was compared. Again, no significant difference in the amount of unprocessed APP could
be shown. Overexpression of APP increases the mortality risk of the mice. However, the
additional deletion of Flotillin-2 does not appear to have an additional impact on the
mortality risk of the APP transgenic mice.

In summary, the absence of Flotillin-2 in this mouse model, shows no difference
compared to mice without Flotillin-2 deletion. It seems to have no influence on the
development and severity of Alzheimer's disease in the mouse model used in our study.
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AA
AB40
Ap42
APLP1
APLP2
APP
APS
AICD
BACE1
BACE2
BSA
CAP
DMSO
DNA
DTT
ECL
EDTA
EGF
EGFR
ER
Flotl
Flot2
GAPDH
H20:
HCL
KD
KO
MAPK
MeOH
NaCl
NaOH

Aminoséure

Amyloid 40

Amyloid 42

engl. Amyloid-like protein 1

engl. Amyloid-like protein 2
Amyloid-Precursor-Protein
Adenosin-5'-phosphosulfat

APP intrazellul&ren Domane
Beta-secretase 1

Beta-secretase 2

Bovines Serumalbumin
Chbl-associated Protein
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Dithiothreitol

engl. enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermaler Wachstumsfaktor
Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
Endoplasmatisches Reticulum
Flotillin-1

Flotillin-2

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Wasserstoffperoxid

Salzsdure

engl. Knockdown

engl. Knockout

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Methanol

Natriumchlorid

Natronlauge



NFT
NGF
PBH
PBS
PCR
PFA
PHF
PMA
PS1
pPS2
sAPPa
sAPPp
SDS
SDS-PAGE
SiRNA
SPFH
TBS-T
TEMED
TIFF
Tris
WB
WT

Abkurzungsverzeichnis

Neurofibrillare Tangles
Nervenwachstumsfaktor
Prohibitin-Homologie
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyde

Hyperphosphorylierte helikale Tau-Filamente
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Presenilin 1

Presenilin 2

sekretiertes Amyloid-Vorlauferprotein-a
sekretiertes Amyloid-Vorlauferprotein-f3
Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
engl. small interfering RNA

Stomatin, Prohibitin, Flotillin und HfIK/C
engl. Tris-buffered saline with Tween20
Tetramethylethylenediamine

engl. Tagged Image File Format
Trishydroxymethylaminomethan
engl.Western Blot

engl. Wildtype


https://de.wikipedia.org/wiki/Phosphorylierung
https://de.wikipedia.org/wiki/Helix
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