Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
der Fakultat fur Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

G

Pathologische Veranderungen in den Retinae
transgener Mausmodell es Morbus Alzheimer
und deren diagnostische Relevanz™

vorgelegt von
Christian Schon

aus Tirschenreuth

Dezember 2012



Dissertation eingereicht am 13.12.2012
1. Gutachter: Prof. Dr. Elisabeth Weiss
2. Gutachter: Prof. Dr. George Boyan
Mundliche Prifung am 17.04.2013



Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass die vorgelegte Dissertation von mir
selbstandig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt ist.

Erklarung

Diese Dissertation wurde von Herrn Prof. Dr. Jochen Herms betreut und von
Frau Prof. Dr. Elisabeth Weiss vor der Fakultat fur Biologie vertreten. Hiermit erklare
ich, dass die Dissertation nicht ganz oder in wesentlichen Teilen einer anderen
Prafungskommission vorgelegt worden ist und dass ich mich anderweitig einer

Doktorprifung ohne Erfolg nicht unterzogen habe.

MUNChEeN, deN ....coeiies e






Diese Arbeit widme ich meiner Familie






Verzeichnisse

Inhaltsverzeichnis
1 ZUSAMMENFASSUNG .....corrureureureureureuressiasssssssessessessessessesse st ssasssssssssssns 13
2 SUMMARY ....ciiiiiiiiiiesnisss s s sresssssss s s s rs s s s s s e s s nnssssss s s e e e s nnnssssssssesnsnnnnsnssssssnanansnnnns 14
R | | I I 0 15
3.1 MoOrbus AlZREIMEr ... 15
3.1.1  Neuropathologische VEeranderUngen ..........ccoi ittt 16
3.1.11 Amyloid-Precursor-Protein, AB-Peptid und AB-Plaques ..o 17
3.1.1.2 Das Tau-Protein, neurofibrillare Bliindel und Tauopathien............ccccccoiiiiiiiicnis 20
3.1.2 Diagnose und FrUNErKENNUNG .........uu e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ees 22
3.1.3 Pathologische Veranderungen in der Retina beim Morbus Alzheimer..........cccccooeeviiiienen.n. 25
3.2 ANAtomMie deS AUGES ....ccceriiiiisiiriisrr i 26
R T2t B B 1 U= (] = O PPP PP 27
3.2.2 Hochauflésende bildgebende Verfahren der Retina.............cccovveiiiiiiiiiciciieeeee e 29
3.3 Zielsetzung der Arbeit.........ccooiiiiiiiiiiicrrr 31
4 MATERIAL UND METHODEN ...t serrsesssss s s s e s s snsmss s s e s e e nnmnns 33
41 Verwendete Chemikalien, L6sungen, Gerate und weitere Hilfsmittel .............ccccceen. 33
4.2 Mauslinien und GenotypiSierungen ... ———————— 36
T 1= = | = PSR 37
O e 1Y < TSR 38
T e e o o PR 39
S > 1o B D PR 40
S = 10 1 PP 40
N G o = PSR 42
N A O Y 4 = | I TSR 43
4.3 Transkardiale Perfusion, Gewebe-Praparation und -Fixation .........ccccccciriiiccccieennnnnnnnn, 43
4.4 HUMANES GEWEDE ... e s e 44
4.5 Immunhistochemische Methoden ... s 45
4.5.1 Immunhistochemische Farbungen von Retina-Wholemounts und Gehirnschnitten............ 45
4.5.2 Immunhistochemische Farbungen von Paraffinschnitten..............ccccccoooiiiiiii e, 46
4.6 T = (o o - 47
4.7 In vivo Untersuchung der Mausretina.........cccccociiniiiininiines s 47
4.8 Studie mit GSK3-INhibitoren ... 50

4.9 Bestimmung der Anregungs- und Emissionsspektren..........cccccceviiiiviisvssssesssseseseeeeeeeeeeees 50



Verzeichnisse

410  StatistisChe AUSWEITUNG..........ccccmiiiiiiiiccccrrr s rsssrr s sssm e e e e s s s sn e e e s e s s e smmnnn e e nenan 50
5 ERGEBNISSE .......... it rreer s s s s s e s nnn s s s e e e e e nnnn e e nnnnn 51
5.1 Evaluation der in vivo Untersuchung an der Mausretina..........c.ccccciniimmnnnniinnnssennnn, 51
5.1.1  cSLO und OCT an der MauSretina..........cuuiieiiiiiee ettt 51
5.1.2  Autofluoreszenz in der MauSsretina............ooii i 52
5.1.3 Evaluation von AB- und Tau-affinen FIUOrophoren ... 53
5.2 Retinale Pathologie in Mausmodellen des Morbus Alzheimer ..........cccccviiiiiiiiiiiesenennneenens 54
5.2.1  Mausmodelle AB-PatholOgie .........ocuuiiiiiiiiiiiie e e 54
5211 Histologische Untersuchungen an Mausmodellen mit AB-Pathologie......................... 55
521.2 In vivo Untersuchungen an Mausmodellen mit AB-Pathologie.............cccccoociie 56
5.2.2 Untersuchungen an Mausmodellen mit hyperphosphoryliertem Tau .........c..cccooiii. 57
5.2.2.1 Histologische Untersuchungen an Mausmodellen mit hyperphosphoryliertem Tau ... 58
5222 In vivo Darstellung von fibrillaren Tau-Aggregaten ..........ccccccciveeiieeeeeeecccieeeee e 59
5.2.2.3  Kinetik der FSB-Bindung an fibrillare Tau-Aggregate ........cccccceeeieiiiiiiiieee e, 62
5224 Langzeituntersuchung der Formation fibrillarer Tau-Aggregate.........c...cccoeecvvvveennn.n. 63
5225 Ex vivo Analyse der Bildung fibrillarer Tau-Aggregate..........cccoccvvviveeiieiiiiiciiiieeeeeeen 65
5.2.2.6  Langzeituntersuchungen von Effekten therapeutischer Wirkstoffe auf die Formation
fibrillArer Tau-Aggregate ..........oii i 66
5.2.2.7  OCT-Langzeituntersuchungen an den Retinae von P301S-Tieren..........ccccccceevrnnnenn. 68
5.3 Pathologische Veranderungen in den Retinae von AD- und PSP-Patienten.................... 70
6  DISKUSSION .......oeeiiiiiiiirieess s s s e s s s s s s s e s e s s nnsss s s s s s s e s nnnsssssssssensnnnssnnnnnnn 73
6.1 Retinale AB-Pathologie in transgenen Mausmodellen des Morbus Alzheimer................ 74
6.2 Retinale Tau-Pathologie im Mausmodell und deren in vivo Darstellung............ccccuscuuenn. 77
6.3 Ubertragbarkeit der murinen Befunde auf ein humanes Diagnoseverfahren................... 82
6.4 Ausblick fiir ein Diagnoseverfahren des Morbus Alzheimer iiber die Retina................... 84
7 T I I = 3N 1 U 87
8 ANHANG ...t rre e e e s s e e s s s e s m s s e e mn s e e e nmn s e e nmansnnnnnnnnn 103
8.1 [ T 1] G- T 11 3 ' 103

8.2 Lebenslauf und eigene Veroffentlichungen..............cviiiiicicccieceiine e 104



Verzeichnisse

Abbildungsverzeichnis

Titelbild: In vivo Aufnahme einer Retina der P301S-Mauslinie. In weild erscheinen fibrilldre Tau-
Aggregate geférbt durch den Farbstoff FSB.

Abbildung 1: Neuropathologische Verdnderungen im Gehirn eines Alzheimer-Patienten. 17
Abbildung 2: Amyloidogene und nicht-amyloidogene APP-Prozessierung. 18
Abbildung 3: Tau-Phosphorylierung und Bildung fibrillarer Tau-Aggregate. 21
Abbildung 4: Aufbau des Auges und der Retina 27
Abbildung 5: cSLO-Aufnahmen der gesunden menschlichen Retina. 29
Abbildung 6: cSLO- sowie OCT-Aufnahme einer gesunden menschlichen Retina. 31
Abbildung 7: In vivo Untersuchung der Mausretina 49
Abbildung 8: Imaging-Modi des Multiline OCT an der Mausretina 52
Abbildung 9: Autofluoreszenz in der Mausretina. 52
Abbildung 10: AB- und Tau-bindende Fluorophore. 53

Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:

Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:

Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:

Histologische Untersuchungen der Retinae von Mausmodellen, die AB-Pathologie im
Gehirn entwickeln.
In vivo Untersuchungen der Retinae von Mausmodellen, die AB-Pathologie im Gehirn

55

entwickeln. 57
Histologische Untersuchungen der Retinae von Mausmodellen, die
hyperphosphoryliertes Tau im Gehirn entwickeln. 58

Fibrilldre Tau-Aggregate in den Retinae von P301S-Mé&usen in vivo und ex vivo. 60

Unterscheidung FSB-positiver Zellen von Punkten erhéhter Autofluoreszenz. 61
FSB-markierte RGC mit hyperphosphoryliertem Tau in den Retinae von P301S-
Méusen. 62

Kinetik der FSB-Bindung an Tau-Aggregate in der Retina einer P301S-Maus. 63
Verlauf der Tau-Pathologie in den Retinae von P301S-Mé&usen in vivo. 64
Verlauf der Tau-Pathologie in der Retina der P301S-Linie ex vivo. 66
Verlaufskontrolle von Therapieeffekten auf die Bildung fibrilldrer Tau-Aggregate. 67
OCT-Langzeituntersuchungen der Retinae von P301S-Mé&usen. 69
Pathologische Verdnderungen in den Retinae von humanen AD- und PSP- Féllen. 71

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Kits 34
Tabelle 2: Verwendete L6sungen 35
Tabelle 3: Verwendete Geréte und weitere Hilfsmittel 36
Tabelle 4: Verwendete transgene Mauslinien 36
Tabelle 5: Genotypisierung DeltaE9 38
Tabelle 6: Genotypisierung Tg2576 39
Tabelle 7: Genotypisierung APPPS1 39
Tabelle 8: Genotypisierung P301S 41
Tabelle 9: Bestimmung der Zygotie der P301S-Tiere mittels gPCR 42
Tabelle 10: Genotypisierung YFPH 43
Tabelle 11: Untersuchte humane Félle 44
Tabelle 12: Verwendete Antikbérper 46
Tabelle 13: Untersuchte humane Félle 70

Tabelle 14: Retinale Pathologie der untersuchten Mausmodelle laut Literatur und eigene Befunde _ 77



Verzeichnisse

Abkilrzungsverzeichnis

AB
ABao
ABa2
AD
ADAM
AICD
AMD
Aph-1
ApoE4
APP
AS
BACE1
bp

BP
CSF
cSLO
CT
CT-Wert
CTF
DAB
DMSO
DNA
EDTA
ERG
EtOH
FAD
FSB
FTDP-17
GABA
GCL
GSK3
HRA
HRP
i.p.
IL-2
inf

INL
IPL

IS

kb

LP
LSM
MAPT
MCI
MMST

englisch: Amyloid-B peptide

englisch: Amyloid-B peptide (mit 40 Aminosauren)
englisch: Amyloid-B peptide (mit 42 Aminosauren)
englisch: Alzheimer’s disease

englisch: A disintegrin and metalloprotease

englisch: APP intracellular domain

Altersbedingte Makuladegeneration

englisch: Anterior pharynx-deficite 1

€4-Allel des Apolipoprotein E

Amyloid-Precursor-Protein

Aminosaure

englisch: beta-site APP-cleaving enzyme 1

Basenpaar

Bandpassfilter

englisch: Cerebrospinal fluid (Liquor cerebrospinalis)
englisch: confocal scanning laser ophthalmoscopy
Computer Tomographie

englisch: threshold cycle

C-terminales Fragment

3,3'-Diaminobenzidin

Dimethylsulfoxid

englisch: Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Ethylendiamintetraacetat

Elektroretinogramm

Ethanol

familiare Alzheimer-Demenz

(E, E)-1-fluoro-2,5-bis(3-hydroxycarbonyl-4-hydroxy)styrylbenzene
frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus verknupft mit Chromosom 17
englisch: gamma-Aminobutyric acid

englisch: ganglion cell layer (Ganglienzellschicht)
Glykogen Synthase Kinase 3

Heidelberg Retina Angiograph

englisch: Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
intraperitoneal

Interleukin-2

inferior

englisch: inner nuclear layer (innere nukleare Schicht)
englisch: inner plexiform layer (innere plexiforme Schicht)
englisch: inner segments (innere Segmente der Photorezeptoren)
Kilobasen

Langpassfilter

englisch: laser scanning microscope
Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau

englisch: Mild cognitive impairment
Mini-Mental-Status-Test

Magnetresonanztomographie

Mittelwert

Mikroliter

Mikromolar

Mikrometer

Mikrowatt

numerische Apertur

nasal

englisch: neurofibrillary tangle (neurofibrillare Bindel)
Nanometer

N-Methyl-D-Aspartat



Verzeichnisse

OCT
OLM
ONL
OPL
(O8]
p.i.
p.o.
PBS
PCR
PEN2
PET
PFA
PHF
Pl
PIB
PrP
PS
PSP
gPCR
RGC
RNA
RNFL
RPE
RT
sAPP
SD
Ser
SPF
sup
TAE
TCRA
temp
Thr
Tm
U/min
YFP

englisch: optical coherence tomography (optische Koharenztomographie)
englisch: outer limiting membrane (dufere limitierende Membran)
englisch: outer nuclear layer (duf3ere nukledre Schicht)

englisch: outer plexiform layer (duf3ere plexiforme Schicht)
englisch: outer segments (duliere Segmente der Photorezeptoren)
englisch: post injection

per oral

englisch: phosphate buffered saline

englisch: polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
englisch: Presenilin enhancer 2
Positronen-Emissions-Tomographie

Paraformaldehyd

englisch: paired helical filament

Postmortalintervall

Pittsburgh Compound B

Prion-Promotor

Presenilin

englisch: progressive supranuclear palsy (progressive supranukleare Blickparese)
quantitative PCR

englisch: retinal ganglion cell (retinale Ganglienzelle)

englisch: ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

englisch: retinal nerve fibre layer (retinale Nervenfaserschicht)
retinales Pigmentepithel

Raumtemperatur

englisch: secreted amyloid precursor protein

englisch: standard deviation (Standardabweichung)

Serin

Spezifiziert pathogenfrei

superior

Tris-Acetat-EDTA

englisch: T-cell receptor alpha

temporal

Threonin

Schmelztemperatur

Umdrehungen pro Minute

englisch: Yellow fluorescent protein






Zusammenfassung 13

1 Zusammenfassung

Morbus Alzheimer ist die am weitesten verbreitete Form der Demenz mit verheerendem
Einfluss auf das Leben der Betroffenen, deren Angehoérigen sowie die weltweiten
Sozialsysteme. Durch die alternde Gesellschaft gewinnt die Krankheit immer mehr an
Relevanz, vor allem da bisher weder die Ursache der Erkrankung bekannt noch hinreichende
Therapien etabliert sind. Ein zentrales Problem in der Entwicklung neuer Therapieansatze
liegt in dem Fehlen eines verlasslichen, breit einsetzbaren Frihdiagnoseverfahrens. In der
vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob ein Nachweis der Alzheimer-typischen
Proteinaggregate von AB und Tau in der Retina flr ein potentielles Diagnoseverfahren
genutzt werden kann. Dabei sollte eine Methode etabliert werden, bei dem eine AB3- und Tau-
spezifische, fluoreszente Sonde systemisch appliziert und schliellich das gebundene
Fluorophor unter Verwendung eines Retina-Scanners detektiert wird. Dieses Verfahren sollte
zunachst in Mausmodellen des Morbus Alzheimer etabliert werden, die laut Literaturangaben
AB-Plaques (u.a. DeltaE9 und Tg2576) bzw. fibrillare Tau-Aggregate (P301S) im Gehirn und
der Retina entwickeln. Unter Verwendung AB- bzw. Tau-spezifisch bindender Fluorophore
(FSB und BSc4090) konnte in vivo kein Nachweis von AB-Plaques in der Retina mehrerer
transgener Mauslinien erbracht werden. Begleitende histologische Untersuchungen zeigten
ebenfalls keinerlei Anzeichen fir AB-Plaques in diesen Retinae, was im Widerspruch zu
publizierten Arbeiten steht. In der P301S-Linie gelang hingegen erstmals der in vivo
Nachweis von fibrillaren Tau-Aggregaten in retinalen Ganglienzellen unter Verwendung des
Farbstoffes FSB. Dieser Befund wurde genutzt, um den Verlauf der Pathologie in der Retina
der P301S-Linie uber mehrere Monate zu verfolgen. Dabei wurde ein kontinuierlicher Anstieg
der Anzahl von retinalen Ganglienzellen mit fibrillaren Tau-Aggregaten festgestellt.
Anzeichen fur einen hierdurch bedingten Zellverlust fanden sich allerdings nicht. Diese
Methode erlaubte erstmalig die Durchfihrung nicht-invasiver Langzeitexperimente zur
Untersuchung von Wirkstoffen, die eine Bildung fibrillarer Tau-Aggregate verhindern sollen.
Mit den verwendeten GSKS3-Inhibitoren konnte allerdings kein Effekt beobachtet werden.
Parallel zu den Experimenten im Mausmodell wurden histologische Untersuchungen an den
Retinae verstorbener Alzheimer-Patienten durchgeflihrt. Analog zu den Befunden in den
Mausmodellen konnten in den Retinae von Alzheimer-Patienten keine AB-Plaques
nachgewiesen werden. Zwar wurden Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau in den
Retinae der Alzheimer-Falle nachgewiesen, fibrillare Tau-Aggregate fanden sich allerdings
nicht. Somit kann der in vivo Nachweis fibrillarer Tau-Aggregate in der Retina des P301S-

Modells nicht auf die humane Diagnose Ubertragen werden.
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2 Summary

Alzheimer's disease is the most common form of dementia with a severe impact on the daily
life of the patients, their families and worldwide social systems. Due to an aging society
Alzheimer's disease gains in importance, while the cause of the disease remains obscure
and therapeutic interventions are still missing. A main drawback is the absence of a reliable,
widely applicable technique for early diagnosis of the disease which is a precondition for the
development of novel therapeutic approaches. The main intention of this doctoral thesis was
to clarify, if Alzheimer-related protein aggregates of AB and tau in the retina can be used for
a potential diagnostic approach. One aim was to establish a system for the detection of AB-
or tau-aggregates by administering specific fluorescent probes that can be detected with a
retina angiograph. Firstly, this system should be evaluated in transgenic mouse models of
Alzheimer's disease that develop AB-plaques (e.g. DeltaE9 and Tg2576) or fibrillar tau-
aggregates (P301S) within the brain and retina, according to earlier publications. Using the
AB- and tau-specific fluorescent dyes FSB and BSc4090, no AB-plaques within the retinas of
the examined transgenic mouse lines could be detected. Consequently, no AB-plaques were
found in histological specimens, thereby contradicting to previously published observations.
However, tau-aggregates within the retina of P301S mice could be detected in vivo using the
fluorophore FSB. This completely new finding was exploited to observe the kinetics of the
retinal pathology in P301S mice over several months. Thereby, a continuous increase in the
number of retinal ganglion cells containing fibrillar tau aggregates was determined. No signs
for an associated nerve cell loss were observed. Furthermore, this method allowed for non-
invasive, long-term experiments analyzing the effect of compounds against the formation of
fibrillar tau aggregates. However, the tested GSK3-inhibitors had no effect on the continous
aggregation of tau-aggregates within the retinas of P301S mice. Additionally, the retinas of
Alzheimer's patients were histologically examined. Consistently with the findings in the
retinas of the transgenic mouse models, no AB-plaques could be observed in the retinal
specimens of human Alzheimer's patients. Although deposits of hyperphosphorylated tau
could be detected within these retinas, no signs for fibrillar tau aggregates were observed.
Therefore, the demonstrated technique for the in vivo detection of fibrillar tau aggregates in

the P301S mouse model cannot be translated to human diagnosis.
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3 Einleitung

Man sagt ,Die Augen sind das Tor zur Seele” — wissenschaftlich plakativ wirde man jedoch
viel mehr von einem ,Fenster zum Gehirn“ sprechen. Diese Metapher bezieht sich vor allem
auf die menschliche Retina, den fur optische Verfahren am leichtesten zugangigen Bereich
des zentralen Nervensystems. Auf dieser Eigenschaft des menschlichen Auges beruhen
neuartige Ansatze, die Veranderungen im Gehirn nicht-invasiv Uber die Retina darstellen
wollen. Solche Verfahren waren in der Medizin von hdchster Relevanz, insbesondere fir die

Diagnose von neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem Morbus Alzheimer.

3.1  Morbus Alzheimer

1901 begegnete Alois Alzheimer (1864-1915) seiner heute bekanntesten Patientin: Auguste
Deter. Die damals 51-Jahrige hatte die Aufmerksamkeit des Psychiaters und
Neuropathologen geweckt, da sie schon in verhaltnismafig jungem Alter ein Bild kompletter
geistiger Verwirrung zeigte. Damals gab Alzheimer dieser Symptomatik den Namen "Die
Krankheit des Vergessens". Als Auguste Deter 1906 an einer Blutvergiftung verstarb, nutzte
Alzheimer die Gelegenheit ihr Gehirn histologisch zu untersuchen und beschrieb erstmals
die charakteristischen Veranderungen einer Patientin, die nach unserer heutigen Auffassung
an Morbus Alzheimer gelitten hatte (Alzheimer, 1907).

Heutzutage ist die Alzheimer-Demenz (AD) die am weitesten verbreitete neurodegenerative
Erkrankung. Altersbedingt ist die Krankheit fur 50 - 75 % aller Demenz-Falle verantwortlich
(Plassman et al, 2007). Die Relevanz dieser Erkrankungen zeigt sich am deutlichsten durch
die geschatzten Fallzahlen. So waren 2009 weltweit 35,6 Millionen Menschen von Demenz
betroffen. Basierend auf der demographischen Entwicklung, vor allem in
Entwicklungslandern, sollen die Fallzahlen bis zum Jahr 2050 auf geschatzte 115,4 Millionen
Patienten ansteigen (Prince & Jackson, 2009). Die daraus resultierende Belastung der
Sozialsysteme ist nicht minder gravierend. Laut Schatzungen der WHO kosteten
Demenzerkrankungen allein im Jahr 2010 eine Summe von 604 Milliarden US$ (Wimo &
Prince, 2010).

Das Krankheitsbild des Morbus Alzheimer manifestiert sich durch einen progressiven Verlust
kognitiver Fahigkeiten, der erheblichen Einfluss auf das Leben der Patienten und ihrer
Angehorigen hat. Das frihe Stadium der Erkrankung ist durch Stérungen im

Kurzzeitgedachtnis sowie im Orientierungs- und Sprachvermdgen gekennzeichnet. Im
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weiteren Verlauf kommt es unter anderem zum Verlust des Langzeitgedachtnisses sowie zu
Depressionen, Psychosen, Verhaltensstérungen und Personlichkeitsverlust (Borson &
Raskind, 1997). Bis heute gibt es keine Therapie, die das Fortschreiten der Alzheimer-
Demenz zu verhindern vermag. Zur Behandlung werden unter anderem Wirkstoffe, wie
Cholinesterase-Inhibitoren (Donepezil, Rivastigmin, Galantamin) oder NMDA-Rezeptor-
Antagonisten (Memantin) eingesetzt, die allerdings nicht die Ursache bekampfen, sondern
nur den Verlust kognitiver Fahigkeiten verlangsamen (Ballard et al, 2011; Burns, 2009). Oft
kénnen die Patienten ihren Alltag nicht mehr alleine bewaltigen und werden zum Pflegefall.
Im Mittel liegt die Zeit zwischen der Diagnose und dem Ableben der Betroffenen bei neun
Jahren. Die Todesursache ist dabei im Regelfall auf Begleitkomplikationen zurlckzufihren,
wie beispielsweise einer Pneumonie (Samuels & Davis, 1998).

Die Ursache der Erkrankung ist bis heute nicht geklart und somit wird ein Grolfiteil der Falle
als sporadisch eingestuft. Der groRte bekannte Risikofaktor an sporadischem Alzheimer zu
erkranken liegt im fortgeschrittenen Alter, weshalb man diese Falle auch als ,late-onset"
bezeichnet. Ab dem Erreichen des 65. Lebensjahres verdoppeln sich die Fallzahlen alle flnf
Jahre, wobei Frauen etwa doppelt so haufig betroffen sind wie Manner (Ferri et al, 2005;
Plassman et al, 2007). Der bestbeschriebene genetische Risikofaktor ist derzeit das €4-Allel
des Apolipoproteins E (ApoE4), ein Lipoprotein des Cholesterolstoffwechsels (Corder et al,
1993). Auffalligerweise erkranken jedoch viele Verwandte ersten Grades von Patienten mit
sporadischem Alzheimer ebenfalls an dieser Demenzform. Deshalb geht man davon aus,
dass bei wesentlich mehr Fallen, die als sporadisch eingestuft werden, eine genetische
Veranlagung zu Grunde liegt (Selkoe, 2001).

Im Vergleich zu den sporadischen sind familiare Falle der Alzheimer-Demenz (FAD-Falle)
weitaus seltener. Diese aggressiveren Formen der Erkrankung machen in etwa 5 % aller
Alzheimer-Falle aus und kénnen schon ab einem Alter von 40-50 Jahren auftreten, weshalb
sie als ,early-onset” eingestuft werden (Zhang et al, 2012). Ursachlich flr die familidren
Formen des Morbus Alzheimer zeigen sich Mutationen in den Genen von Proteinen, die im
Metabolismus des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) eine zentrale Rolle spielen. Dieser wird

in Kapitel 3.1.1.1 ndher beleuchtet.

3.1.1 Neuropathologische Veranderungen

Schatzungen zufolge enthélt das humane Gehirn 120 x 10° Nervenzellen, die jeweils (iber

10* Synapsen miteinander kommunizieren (Herculano-Houzel, 2009). Dieses Netzwerk bildet
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die strukturelle und funktionelle Basis von Gehirnaktivitdt und Gedachtnisleistung. Beim
Morbus Alzheimer kommt es vor allem zum Verlust von Neuronen im Cortex und
Hippocampus - mit der Folge einer Atrophie dieser Gehirnregionen. Insbesondere dem
Hippocampus wird eine zentrale Rolle in der Gedachtnisleistung zugeschrieben, womit sich
auch die charakteristischen kognitiven Beeintrachtigungen der Patienten erklaren lassen.
Weiterhin manifestiert sich der Morbus Alzheimer in den Ablagerungen extrazellularer AB-
Plaques sowie von intrazelluldren, neurofibrillaren Bundeln (Morrison & Hof, 1997),
(Abbildung 1). Die Entstehung dieser charakteristischen Proteinaggregate wird in den

nachsten Kapiteln erlautert (Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.1.2).

Abbildung 1: Neuropathologische Veranderungen im Gehirn eines Alzheimer-Patienten.

Histologische Gehirnschnitte eines AD-Patienten gefarbt mit dem Fluorophor Thioflavin-S
(Gehirnregion: Hippocampus; Patient: mannlich, 61 Jahre). a AB-Plaques bestehend aus 3-Amyloid
und b neurofibrillare Blindel bestehend aus hyperphosphoryliertem Tau. MaRstab: 20 um

3.1.1.1 Amyloid-Precursor-Protein, AB-Peptid und AB-Plaques

Die AB-Plaques gehdéren zu den charakteristischen neuropathologischen Veranderungen im
Gehirn von Alzheimer-Patienten (Abbildung 1 a). Gebildet werden die extrazellularen
Proteinablagerungen hauptsachlich aus dem 4,5 kDa groRen Amyloid-B-Peptid (AB) (Glenner
& Wong, 1984; Masters et al, 1985), welches wiederum ein Spaltprodukt des APP darstellt
(Kang et al, 1987).

Insgesamt finden sich acht verschiedene Isoformen des APP-Proteins, die durch alternatives
SpleilRen entstehen (Zhang et al, 2012). Von diesen Isoformen wird vor allem das APP695
bevorzugt in Neuronen exprimiert (Sandbrink et al, 1994). Strukturell besteht das APP-

Protein aus einer groflen extrazellularen Domane (N-terminal), einer hydrophoben
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Transmembrandoméane sowie einem kurzen intrazellularen Bereich (C-terminal), (Abbildung
2). Das membranstandige APP wird physiologisch auf zwei verschiedenen Wegen
proteolytisch gespalten (Abbildung 2): den nicht-amyloidogenen und den amyloidogenen
Weg.

«n nicht-amyloidogen
AB-
\ sAPPB sAPPa D

Plaques

Aggregation

Abbildung 2: Amyloidogene und nicht-amyloidogene APP-Prozessierung.

APP wird im amyloidogenen Weg sequentiell durch die B- und y-Sekretase proteolytisch
geschnitten. Hierdurch kommt es zur Freisetzung von AB-Peptiden, die schlieRlich zu unléslichen,
fibrillaren AB-Plaques aggregieren. Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch die a- und y-
Sekretase prozessiert. Die AB-Domane des APP wurde zur Veranschaulichung der beiden
Prozessierungswege in rot (amyloidogen) bzw. blau (nicht-amyloidogen) dargestellt. Beide Arten der
Prozessierung werden im Text naher erlautert (Abbildung modifiziert nach Zhou et al, 2011).

Die nicht-amyloidogene Prozessierung verlauft zunachst Gber eine membrangebundene
Protease aus der ADAM-Familie (A disintegrin and metalloprotease), der a-Sekretase
(Anderson et al, 1991). Dabei entsteht neben dem weiterhin membranstandigen C-
terminalen Fragment a-CTF (oder C83) ein groles, l6sliches N-terminales Fragment sAPPa
(Weidemann et al, 1989). Danach kommt es zu einer weiteren Spaltung des a-CTF durch die
y-Sekretase, wodurch intrazelluldar die APP-Doméane AICD (APP intracellular domain)
gebildet und das P3-Peptid sezerniert wird, dem bisher keine offenkundige pathologische
Relevanz zugeschrieben werden konnte (Haass et al, 1993; Haass et al, 2012). Bei der y-
Sekretase handelt es sich um einen Proteinkomplex, der sich aus mindestens vier
verschiedenen Transmembranproteinen zusammensetzt: PS1 (Presinilin 1) bzw. PS2
(Presinilin 2), PEN2 (Presenilin enhancer 2) Aph-1 (Anterior pharynx-deficite 1) und
Nicastrin. Obwohl alle diese Bestandteile essentiell fir die Aktivitat der y-Sekretase sind,
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bilden die Aspartylproteasen PS1 bzw. PS2 die eigentliche katalytische Untereinheit (Haass
et al, 2012; Wolfe et al, 1999).

Weitaus wichtiger fur die Pathogenese des Morbus Alzheimer stellt sich allerdings die
amyloidogene APP-Prozessierung dar. Hierbei wird das APP zunachst durch die [-
Sekretase (oder BACE1) innerhalb der extrazellularen Domane in ein I6sliches N-terminales
Fragment (sAPPB) und ein C-terminales Fragment B-CTF (oder C99) gespalten (Vassar et
al, 1999). Durch eine weitere proteolytische Spaltung des B-CTF Uber den y-Sekretase-
Komplex entstehen die AP-Peptide sowie die intrazellulare APP-Domane AICD. Die
produzierten AB-Peptidfragmente weisen dabei eine Lange zwischen 37 und 43 AS auf und
liegen generell in I6slichen Monomeren oder Oligomeren vor (Haass et al, 2012). Zweitere
kénnen zu unléslichen Amyloidfibrillen aggregieren, welche schliellich den Grundbaustein
fur die AB-Plaques bilden. Diese fibrillaren Aggregate besitzen eine charakteristische [3-
Faltblatt-Sekundarstruktur, die als Grundvoraussetzung fir eine Bindung von B-Faltblatt-
affinen Fluorophoren (z.B. Thioflavin-S oder Kongorot) angesehen wird (Sunde et al, 1997),
(Abbildung 1). Die gereiften AB-Plaques setzen sich schlieRlich zu einem Grofteil aus AB.4o
und AB4, Peptiden zusammen, wobei vor allem dem AR, hydrophobe und amyloidogene
Eigenschaften zugeschrieben werden (Burdick et al, 1992). Im humanen Gehirn
unterscheidet man generell neuritische (senile) und nicht-neuritische (diffuse) Plaques. Im
Gegensatz zu diffusen Plaques sind neuritische Plaques durch einen Amyloid-Kern und
dystroph-veranderte Neuriten gekennzeichnet (Selkoe, 2001).

Generell geht man davon aus, dass das Ungleichgewicht zwischen Produktion und Abbau
des ApB-Peptids ein zentraler Bestandteil in der Alzheimer-Pathogenese ist. Die
Auswirkungen eines veranderten APP-Metabolismus werden umso deutlicher, wenn man
Patienten mit Trisomie 21 (Down-Syndrom) naher betrachtet. Bedingt durch die Lage des
APP-Lokus auf Chromosom 21 liegt hier das Gen in einem Triplikat vor. Dies wird als
ursachlich fur die frih auftretende Alzheimer-Demenz dieser Patienten angesehen (Olson &
Shaw, 1969). Mutationen, die sich auf den APP-Metabolismus auswirken, wurden au3erdem
als Ursache fur Falle von familidarem Alzheimer identifiziert. Bisher konnten 32 Mutationen im
APP-, 179 im PS71- (Chromosom 14) und 14 im PS2-Gen (Chromosom 1) identifiziert
werden. Innerhalb des APP verdichten sich die Mutationen hauptsachlich um die
Gensequenz, die flr die Schnittstelle der y-Sekretase im APP-Protein kodiert. Die wohl
bekannteste APP-Mutation (schwedische Doppelmutation K670N/M671L) befindet sich
hingegen nahe der Schnittstelle der B-Sekretase. Die Mutationen in den PS7- und PS2-
Genen sind hingegen in den Bereichen lokalisiert, die die Transmembrandomanen der

Proteine kodieren. Im Endeffekt resultieren all diese Mutationen in einer erhohten Produktion
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des weniger I8slichen und neurotoxischen AR, im Verhaltnis zu AB4 (O'Brien & Wong,
2011).

Begriindet auf der Tatsache, dass die gefundenen Mutationen in den Genen von Proteinen
des APP-Metabolismus zu FAD flihren, wird AR gemeinhin eine zentrale Rolle bei der
Alzheimer-Pathogenese zugeschrieben. Bei der weithin anerkannten Amyloid-Hypothese
wird davon ausgegangen, dass die Akkumulation von AB den initialen Schritt in der
Pathogenese darstellt (Hardy & Selkoe, 2002). Kontrovers diskutiert werden jedoch vor allem
die Frage nach der Art der toxischen Spezies (oligomeres oder fibrillares AB), die Rolle von
intrazellularem und extrazellularem AR sowie der pathologische Zusammenhang zwischen
AB und Tau (Haass, 2010). Weiterhin war die Identifizierung dieser Mutationen ein zentraler
Schritt fir die Generierung von Mausmodellen der Alzheimer-Demenz. Diese stellen
mittlerweile einen Grundbaustein fir die Erforschung der neurodegenerativen Mechanismen
der Krankheit dar (Duyckaerts et al, 2008).

3.1.1.2 Das Tau-Protein, neurofibrillare Biindel und Tauopathien

Eine weitere charakteristische Veranderung im Gehirn von Alzheimer-Patienten stellen die
sogenannten neurofibrillaren Bindel (NFT) dar (Abbildung 1 b). Diese meist intrazellularen
Einschllisse bestehen zu einem Groldteil aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein (Grundke-
Igbal et al, 1986a; Grundke-Igbal et al, 1986b). Hierbei handelt es sich im physiologischen
Zustand um ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das im Normalfall hauptsachlich axonal zu
finden ist. Dort nimmt es eine entscheidende Rolle bei der Stabilisierung und dem Aufbau
der Mikrotubuli ein (Hasegawa et al, 1998; Hong et al, 1998). Im adulten humanen Gehirn
finden sich sechs Isoformen des Tau-Proteins, welche durch alternatives Splei3en
entstehen. Diese Isoformen unterscheiden sich durch die An- oder Abwesenheit von zwei N-
terminalen Abschnitten (Exon 2 und 3) sowie einer von vier moglichen Mikrotubuli-
Bindungsdomanen (Exon 10). Mit 85 phosphorylierbaren Aminosaureresten unterliegt das
Protein einer strengen Regulierung durch Proteinkinasen und Phosphatasen (Hernandez et
al, 2009). Eine Kinase in diesem Wechselspiel ist die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3),
die Tau an 26 Aminosaureresten phosphorylieren kann. GSK3 wird eine zentrale Rolle bei
der Hyperphosphorylierung von Tau in der Pathogenese des Morbus Alzheimer
zugeschrieben (Hanger et al, 1992; Ishiguro et al, 1993). Speziell die Uberexpression der
GSK3p-Isoform im transgenen Mausmodell resultiert in der Hyperphosphorylierung von Tau

und dem Verlust von Neuronen (Lucas et al, 2001).
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Man nimmt an, dass diese Hyperphosphorylierung der initiale Schritt in einer Kaskade von
Ereignissen ist, die zur Aggregation des Tau-Proteins flhren (Spires-Jones et al, 2009),
(Abbildung 3). Danach bedingt die Hyperphosphorylierung einen Abfall des Tau-Proteins von
den Mikrotubuli und fuhrt zu einer Anreicherung innerhalb des somatodendritischen
Kompartiments der Nervenzelle. Dort erfahrt das Protein weitere Konformationsanderungen
und Phosphorylierungen, was letztendlich zu einer Aggregation und der Bildung von NFT
und Neuropilfaden flihrt (Igbal et al, 2005). Bei Zweiterem handelt es sich um feine
filamentdse Strukturen, die primar in Dendriten zu finden sind. Neben diesen intrazellularen
Einschlissen befinden sich im postmortalen Gewebe von AD-Patienten auch extrazellulare

Tau-Aggregate, sogenannte Ghost-Tangles.

Hyperphosphoriliertes I6sliche Tau-
Aggregate
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Abbildung 3: Tau-Phosphorylierung und Bildung fibrillairer Tau-Aggregate.

In der Alzheimer-Demenz wird das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau durch verschiedene Kinasen
hyperphosphoryliert. Dadurch dissoziiert das Tau-Protein von den Mikrotubuli und diese werden
destabilisiert. Das hyperphosphorylierte Tau-Protein aggregiert zunachst zu Iéslichen und spater zu
unldslichen, fibrillaren Aggregaten (NFT) (modifiziert nach Gotz & Ittner, 2008).

Elektronenmikroskopisch betrachtet, bestehen die NFT Uberwiegend aus paarig
doppelhelikalen Filamenten (PHF) und sogenannten geraden Filamenten (Kidd, 1963).
Ahnlich den Amyloid-Fibrillen weisen diese PHF eine charakteristische pB-Faltblatt-

Sekundarstruktur auf (Berriman et al, 2003). Wie auch bei den AB-Plaques, ist diese
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Sekundarstruktur der NFT die Grundvoraussetzung fur eine Bindung von B-Faltblatt-affinen
Fluorophoren (z.B. Thioflavin-S) (Kuret et al, 2005) (Abbildung 1).

Ablagerungen von hyperphosphorylierten Tau-Aggregaten finden sich weiterhin in einer
ganzen Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen namens Tauopathien. Neben
Morbus Alzheimer gehéren dazu die progressive supranukledre Blickparese (PSP),
kortikobasale Degeneration, Pick-Krankheit, Silberkornkrankheit und die frontotemporale
Demenz und Parkinsonismus verknupft mit Chromosom 17 (FTDP-17) (Goedert, 2004).
Mittlerweile konnten zahlreiche Mutationen im MAPT-Gen (Mikrotubuli-assoziiertes Protein
Tau) identifiziert werden, die zu autosomal-dominanten Formen der FTDP-17 flhren. Die
Mutationen im MAPT-Gen konnen sich entweder auf den Vorgang des alternativen
Spleillens auswirken oder einen direkten Effekt auf die Proteinebene ausiiben (Goedert &
Jakes, 2005). Bei Letzterem verringern die Mutationen vor allem die Bindungsfahigkeit des
Tau-Proteins an die Mikrotubuli. Mutationen, wie die P301S oder P301L, neigen zudem im
Vergleich zu wildtypischen Tau in vitro verstarkt zur Aggregation unter Bildung der
charakteristischen B-Faltblattstruktur (Igbal et al, 2005; von Bergen et al, 2001). Wahrend die
Mutationen im MAPT-Gen unbestreitbar zur Neurodegeneration in FTDP-17 flihren, bleibt
der exakte Mechanismus der Zelldegeneration bisher ungeklart. Weitverbreitet ist jedoch die
Ansicht, dass die Destabilisierung der Mikrotubuli und der einhergehende gestorte axonale
Transport wesentlich zum Untergang der Synapsen und schliellich der Nervenzellen
beitragen. Eine weitere Ursache kdnnte die Anreicherung von Tau-Oligomeren oder NFT
innerhalb der Zelle sein, wobei die eigentliche toxische Spezies aktuell kontrovers diskutiert
wird (Spires-Jones et al, 2009).

Im Gegensatz zu Morbus Alzheimer kommt es bei den anderen Tauopathien zu keiner
vermehrten Bildung von neuritischen AB-Plaques. Nach der verbreiteten Amyloid-Hypothese
geht man heute davon aus, dass die Tau-Pathologie beim Morbus Alzheimer sekundar zu
den Veranderungen im Ap-Metabolismus entstent (Hardy & Selkoe, 2002).
Dementsprechend konnten bei familiaren Fallen der Alzheimer-Demenz bisher auch keine

Mutationen im MAPT-Gen gefunden werden.

3.1.2 Diagnose und Friiherkennung

Die Entwicklung neuer Therapeutika gegen Morbus Alzheimer wird wissenschaftlich und
politisch mit Nachdruck verfolgt. Wie bei anderen Krankheiten geht auch beim Morbus

Alzheimer die Medikation mit einer korrekten Diagnose Hand in Hand. Hierbei ist es
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essentiell verschiedene Arten der Demenzen voneinander frih zu differenzieren.
Beispielsweise kdnnen Medikamente, die aktuell bei Morbus Alzheimer verordnet werden, zu
ernsthaften Nebenwirkungen bei Patienten mit frontotemporaler Demenz fihren (Gotz &
Ittner, 2008; Mendez et al, 2007). Ebenso entscheidend ist die Abgrenzung einer Alzheimer-
Demenz von moglicherweise behandelbaren Erkrankungen wie Depressionen,
Vitaminmangel oder Schilddrisenunterfunktion. Neben diesen pragmatischen Punkten steht
vor allem das Argument, dass die Patienten ein Recht auf die korrekte Diagnose haben, um
Vorkehrungen fir ihre berufliche, finanzielle und private Zukunft treffen zu kénnen (Prince et
al, 2011).

Die Moglichkeiten fiir eine zuverlassige Frihdiagnose des Morbus Alzheimer sind aul3erst
eingeschrankt. Zunachst sollte betont werden, dass nach wie vor eine 100 %ige Diagnose
nur durch die histologische Aufarbeitung des Gehirns der verstorbenen Person moglich ist
(Ballard et al, 2011; Braak et al, 2006). Basierend auf einer aufwendigen Kombination von
verschiedenen Methoden nimmt man aktuell an, dass im Bestfall die Diagnose zu 95 %
richtig gestellt wird (Mucke, 2009). Allerdings sind diese Schatzungen auf Patienten
bezogen, die ein vorangeschrittenes Stadium der Erkrankung aufweisen. Im friihen Stadium
der Erkrankung fehlt es hingegen weiterhin an verlasslichen Biomarkern (Mucke, 2009).
Weiterhin Uberlagert die Alzheimer-Pathogenese oft mit normalen Alterungsprozessen und
weiteren altersbedingten neurodegenerativen Erkrankungen, wie beispielsweise dem Morbus
Parkinson oder der vaskularen Demenz. Hierdurch wird eine korrekte Diagnose zu Lebzeiten
der Patienten zusatzlich erschwert (Jellinger, 2006). Im Folgenden werden die Vor- und
Nachteile der wichtigsten Diagnoseverfahren kurz vorgestellt.

Im aktuellen klinischen Alltag wird die Diagnose der Alzheimer-Demenz vor allem Uber eine
Analyse der Patienten- und Familiengeschichte sowie Uber kognitive Tests wie z.B. dem
Mini-Mental-Status-Test (MMST) gestellt. Wahrend die neuropsychologischen Tests eine
recht zuverlassige Unterscheidung von Alzheimer-Patienten und nicht dementen Personen
ermoglichen (ca. 80 %), gestaltet sich die Abgrenzung zwischen Morbus Alzheimer und
anderen Demenzformen als sehr viel schwieriger (Ballard et al, 2011). Diagnosen basierend
auf diesen kognitiven Tests koénnen durch weitere Untersuchungen validiert bzw. von
anderen Demenzen differenziert werden.

Eine gangige Methode hierbei ist die biochemische Bestimmung der Spiegel von AB4, und
hyperphosphoryliertem Tau im Liquor cerebrospinalis (Nervenwasser, CSF). Erhéhte Spiegel
des Tau-Proteins sowie eine Verringerung von AR, im CSF weisen auf eine Alzheimer-
Demenz hin. Ein Nachteil dieser Methode liegt in der Invasivitat der Lumbalpunktion zur

Gewinnung des Liquors. Dieses Analyseverfahren birgt dennoch das Potential fir eine
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Friherkennung des Morbus Alzheimer, wie an Patienten mit MCI (mild cognitive impairment),
einer Vorstufe des Morbus Alzheimer, gezeigt werden konnte (Hansson et al, 2006; Mattsson
et al, 2009b). Im Moment gibt es allerdings noch erhebliche Abweichungen in den Angaben
zur diagnostischen Genauigkeit der Methode und die Analysemethoden bedurfen einer
Standardisierung. Um dieses Diagnoseverfahren weiter zu verbessern, werden aktuell auch
Marker fur Entziindungen oder oxidativen Stress diskutiert (Mattsson et al, 2009a).

Weiterhin stitzt man sich vor allem auf bildgebende Verfahren, wie die Computer-
Tomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) oder die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET). Sowohl CT als auch MRT ermdéglichen die Darstellung des Gehirns in
konsekutiven Schnittbildern und damit eine Lokalisation von Veranderungen im Gehirn.
Gemessen werden dabei die fur den Morbus Alzheimer charakteristische Gewebsverluste
als Folge der neuronalen Degeneration (Ballard et al, 2011; Fox et al, 1996). Allerdings liegt
darin auch der wesentliche Nachteil der CT- und MRT-Messungen. Ein entscheidender
Unterschied im Gehirnvolumen kann erst in einem relativ spaten Stadium der Krankheit
beobachtet werden, in dem bereits ein irreversibler Schaden entstanden ist. Diese Methoden
ermoglichen allerdings zuverlassig den Ausschluss anderer Ursachen, wie beispielsweise
von Gehirnblutungen oder Tumoren. Beim PET-Imaging wird ortsaufgeldst der Zerfall von
radioaktiven Molekulen gemessen. Weit verbreitet in der Alzheimer-Diagnose ist dabei der
Radioligand '®F-Fluorodeoxyglucose, womit ein Abfall im Glucose-Metabolismus der
Alzheimer-Patienten in bestimmten Gehirnarealen beobachtet werden kann. Alternativ
ermdglicht PET auch die in vivo Darstellung von ApB-Ablagerungen durch spezifische
Liganden wie das ""C-markierte PIB (Pittsburgh compound B) (Klunk et al, 2004; Nordberg,
2004). Aktuell erlaubt das PET-Imaging zwar die Verfolgung des Krankheitsverlaufs,
inwiefern die Methode einen Beitrag zur prasymptomatischen Diagnose leisten kann bleibt
jedoch abzuwarten. Generell ist eine Frihdiagnose der Alzheimer-Demenz durch die
kostspieligen PET-Untersuchungen sozio6konomisch schwer zu rechtfertigen. Zudem ist
diese Technik auf hochspezialisierte Kliniken beschrankt.

Zusammenfassend fehlt es somit vor allem an einem standardisierten Verfahren zur
Frihdiagnose der Erkrankung. Eine frihe Diagnose wird jedoch mittlerweile als
Grundvoraussetzung flr die Etablierung einer erfolgreichen Therapie gesehen. Hierbei gilt es
verlassliche Biomarker zu identifizieren, die vor dem Auftreten erster Symptome bereits
Auskunft Uber das Risiko zu erkranken geben. Idealerweise strebt man nach einem
kostengiinstigen, nicht-invasiven Diagnoseverfahren, das fir eine Routineuntersuchung der

Risikogruppe von Personen lber 65 Jahren geeignet ist. (Barber, 2010).
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3.1.3 Pathologische Veranderungen in der Retina beim Morbus Alzheimer

Neben den in Kapitel 3.1 beschriebenen symptomatischen Veranderungen der Alzheimer-
Patienten kommt es auch im visuellen System zu Auffalligkeiten. Interessanterweise wurden
visuelle Symptome bereits in frihen Stadien der Alzheimer-Demenz beschrieben, noch
bevor eine klare Diagnose vorlag (Jackson & Owsley, 2003; Katz & Rimmer, 1989). Diese
Sehstérungen auflern sich in verschiedenster Weise. Unter anderem gehdren dazu
Leseschwierigkeiten, Objektfindungsstérungen, Probleme in der Tiefenwahrnehmung, der
Farbwahrnehmung oder der Kontrastempfindlichkeit (Guo et al, 2010).

Man ging lange Zeit davon aus, dass diese Sehstorungen auf die Schadigung des visuellen
Cortex oder anderer Verarbeitungszentren des visuellen Systems der Alzheimer-Patienten
zurlckzufiihren sei (Hof & Morrison, 1990; Lewis et al, 1987). Es haufen sich jedoch die
Anzeichen, dass hier auch degenerative Prozesse in der Retina eine entscheidende Rolle
spielen. So lassen histologische Untersuchungen darauf schlieken, dass Bereiche der
Retinae von Alzheimer-Patienten auch einer Degeneration unterworfen sind. Konkret konnte
ein Verlust retinaler Ganglienzellen (RGC) und ihrer Axone im optischen Nerv beobachtet
werden, der sich weiterhin in einer dinneren retinalen Nervenfaserschicht (RNFL)
manifestierte (Blanks et al, 1989; Hinton et al, 1986). Hierbei waren vor allem RGC vom M-
Typ (magnus fir grof3) betroffen, wodurch die Stérungen in der Kontrastwahrnehmung oder
Bewegungsstérungen der Patienten erklart werden kdnnten.

Im Gehirn zahlen extrazellulare Ablagerungen von AB-Plaques zu den charakteristischen
Merkmalen der Alzheimer-Demenz (siehe Kapitel 3.1.1.1). In der Retina hingegen konnten
bis vor kurzem keine extrazellularen AB-Plaques in neuropathologisch diagnostizierten AD-
Fallen (Blanks et al, 1989; Hinton et al, 1986) oder Fallen mit klinischer AD Symptomatik
(Leger et al, 2011) gefunden werden. Dennoch wurden in einer weiteren histologischen
Studie Ablagerungen von APP in den RGC und der RNFL von gealterten Personen
beschrieben (Loffler et al, 1995). Neuere Arbeiten zeigten vor allem in den Retinae
transgener Mausmodelle der Alzheimer-Demenz Ablagerungen von AB-Plaques (Koronyo-
Hamaoui et al, 2011; Koronyo et al, 2012; Liu et al, 2009; Perez et al, 2009). Koronyo-
Hamaoui et al (2011) beschrieben zudem erstmals AB-Plaques in den Retinae von
verstorbenen Alzheimer-Patienten.

Uber das zweite charakteristische Merkmal der Alzheimer-Demenz, hyperphosphoryliertes
Tau, war zu Beginn der vorliegenden Arbeit wenig bekannt. Bisher wurde zwar die
altersabhangige  Anreicherung des Tau-Proteins in der Retina beschrieben,

hyperphosphoryliertes Tau jedoch weder in Kontrollretinae noch in Retinae von Alzheimer-
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Patienten gefunden (Leger et al, 2011). In dem Tg2576-Mausmodell der Alzheimer-Demenz,
welches APP mit der schwedischen Doppelmutation exprimiert, wurde hyperphosphoryliertes
Tau in der Retina beschrieben (Liu et al, 2009). Zudem wurden intensive Ablagerungen von
hyperphosphoryliertem Tau in den Retinae von Mausmodellen der FTDP-17 (P301S und
PS19) festgestellt, die eine P301S-Mutationen des MAPT-Gens exprimieren (Bull et al, 2012;
Gasparini et al, 2011; Magnani et al, 2007).

Daruber hinaus werden immer wieder Hinweise gefunden, dass die Hauptprotagonisten der
Alzheimer-Demenz, AR und Tau, auch mit der Neurodegeneration in der Retina im
Zusammenhang stehen. So wurden durch histologische Untersuchungen verstarkte
Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau in den Retinae von Glaukom-Patienten
(Gupta et al, 2008) bzw. ApR-Akkumulationen in Drusen von Patienten mit altersbedingter
Makuladegeneration (AMD) nachgewiesen (Johnson et al, 2002; Ohno-Matsui, 2011). Im
Kammerwasser von Patienten mit Glaukom oder diabetischer Retinopathie konnten zudem
erhdhte Spiegel des Tau-Proteins sowie eine Verringerung von AR, festgestellt werden
(Yoneda et al, 2005). Des Weiteren kénnte die retinale Pathogenese in verschiedenen
Demenzformen auch durch die Aggregation anderer Proteine beeinflusst werden. So wurden
beispielsweise Veranderungen in der Verteilung von Synucleinen in den Retinae von
Patienten mit AD und Lewy-Kdrper-Demenz festgestellt (Maurage et al, 2003; Surguchov et
al, 2001).

3.2 Anatomie des Auges

Wie kaum ein anderes Lebewesen ist der Mensch auf die Fahigkeit angewiesen aus
Lichtreizen Bilder seiner Umwelt zu entwerfen. Eine entscheidende Rolle spielt dabei das
Sinnesorgan Auge, dessen Komplexitat oft auch mit seiner Stéranfalligkeit einhergeht. Das
Auge besitzt bei Vertebraten einen einheitlichen Grundaufbau (Abbildung 4 a). Die aulRerste
Schicht bildet dabei die feste Sklera oder Lederhaut, die im vorderen Bereich in die
durchsichtige Cornea (Hornhaut) Ubergeht. Darunter liegt als weitere Schicht die Uvea,
welche im vorderen Abschnitt des Auges aus Iris und Ziliarkdrper besteht und im hinteren
Bereich die Choroidea (Aderhaut) bildet. Uber die Choroidea lauft die Versorgung mit
Nahrstoffen angrenzender Gewebe. In der Augeninnenseite liegt die Retina, auf die mit Hilfe
des dioptrischen Apparats ein verkleinertes, umgekehrtes Abbild der Umwelt geworfen wird.
Der dioptrische Apparat selbst setzt sich aus Cornea, Kammerwasser, Linse und Glaskorper

zusammen. Durch ihn wird das einfallende Licht gebiindelt und in einem Punkt auf die Retina
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fokussiert. Die Akkommodation, oder Feineinstellung des Auges auf bestimmte Objekte, wird
durch ein Zusammenspiel von Iris, Ziliarkorper, Zonulafasern und Linse erreicht (Moyes &
Schulte, 2007).

3.2.1 Die Retina

Die Retina ermdglicht die eigentliche Detektion von Lichtreizen und deren Umwandlung in
neuronale Signale. Grob unterscheidet man funf verschiedene Klassen von Neuronen in der
Retina: Photorezeptor-, Bipolar-, Horizontal-, Amakrin- und Ganglienzellen (Dowling &
Boycott, 1966). Mikroskopisch ist die Retina als ein klar geschichtetes Gewebe zu erkennen
(Abbildung 4 b, c).

SKlera Choroidea ¢

Cornea

Ziliarkérper

Abbildung 4: Aufbau des Auges und der Retina

a Schematischer Aufbau des Vertebratenauges (modifiziert nach
http://webvision.med.utah.edu/book/part-i-foundations/gross-anatomy-of-the-ey). b Schematischer
Aufbau der Retina (Wassle, 2004). OS, &ulRere Segmente der Photorezeptoren; IS, innere
Segmente der Photorezeptoren; ONL, dufere nukleare Schicht; OPL, aulere plexiforme Schicht;
INL, innere nukleare Schicht; IPL, innere plexiforme Schicht; GCL, Ganglienzellschicht; RNFL,
retinale Nervenfaserschicht. 1, Stabchen; 2, Zapfen; 3, Horizontalzellen; 4, Bipolarzellen; 5
Amakrinzellen; 6, Ganglienzellen ¢ Histologischer Vertikalschnitt der Retina gefarbt mit Hamatoxylin.
MaRstab: 20 ym

Grob betrachtet sind die Somata der verschiedenen retinalen Zelltypen in drei nukledren

Schichten angeordnet. Dazwischen liegen die beiden plexiformen Schichten, in denen die
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verschiedenen Zelltypen Uber Synapsen miteinander in Kontakt stehen. Im Detail bildet das
retinale Pigmentepithel (RPE) die auRerste Schicht der Retina. Das RPE umschlie3t die
auleren Segmente der Photorezeptoren (OS), bevor sich die inneren Segmente der
Photorezeptoren (IS) anschliefen. Die Zellkérper der Photorezeptoren befinden sich
schlieBlich in der aueren nukledren Schicht (ONL). Diese stehen in synaptischem Kontakt
mit den Dendriten der Bipolar- und Horizontalzellen in der aufieren plexiformen Schicht
(OPL). Die innere nukleare Schicht (INL) setzt sich aus den Zellkérpern von Horizontal-,
Bipolar- und Amakrinzellen zusammen. In der Ganglienzellschicht (GCL) sind die Somata
der Ganglienzellen, aber auch die der displaced Amakrinzellen zu finden. Zwischen den
beiden Schichten der INL und GCL liegt die innere plexiforme Schicht (IPL), in der Bipolar-,
Amakrin- und Ganglienzellen synaptisch verschaltet sind. Die Axone der Ganglienzellen
verlaufen in der RNFL und bilden schliel3lich den Nervus opticus, der Uber die Papille das
Auge verlasst und die Sehinformation an das Gehirn weiterleitet. Anhand der einzelnen
Schichten unterscheidet man generell die innere (INL, IPL, GCL und RNFL) und auflere
Retina (RPE, OS, IS, ONL, OPL).

Die Rezeption der Lichtreize erfolgt in den Aulensegmenten der Photorezeptoren, in denen
sich die Sehpigmente in dicht Ubereinander gestapelten Membranscheiben befinden. Man
unterscheidet zwei Arten von Photorezeptoren. Dies sind zum einen die Stabchen, die mit
ihrer héheren Lichtempfindlichkeit fir das Dammerungs- und Nachtsehen zustandig sind
(skotopisches System) und zum anderen die Zapfen, die fir das Tages- und Farbensehen
verantwortlich sind (photopisches System). Das Sehpigment der Stabchen ist einheitlich das
Rhodopsin, Zapfen hingegen kénnen je nach Tierart mehrere verschiedene Sehpigmente
aufweisen. So besitzen zum Beispiel Mause als Dichromaten zwei verschiedene
Zapfentypen mit Absorptionsmaxima bei 360 nm (blau) und 510 nm (grin) (Jacobs et al,
1991). Kommt es zur Absorption von Lichtquanten durch ein Sehpigment, wird eine
biochemische Signalkaskade in Gang gesetzt, die den Lichtreiz verstarkt und in ein
elektrisches Rezeptorpotential umwandelt. Diesen Vorgang bezeichnet man als
Phototransduktion (Stryer, 1986). Im Dunkeln schittet die Photorezeptorzelle kontinuierlich
den Neurotransmitter Glutamat aus. Bei Lichteinfall wird die Photorezeptorzelle
hyperpolarisiert, was in einer verringerten Glutamatfreisetzung resultiert. Uber die
Bipolarzellen und deren Synapsen wird dieses Signal durch den Neurotransmitter Glutamat
bis zu den Ganglienzellen weitergeleitet. Neben dieser vertikalen Erregungsleitung von den
Photorezeptoren Uber die Bipolarzellen bis hin zu den Ganglienzellen, existiert in der Retina
zudem eine horizontale Signalverarbeitung. Dabei wird das glutamaterge Signal der

vertikalen Erregungsleitung durch laterale Inhibition moduliert. In der OPL geschieht dies
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durch GABAerge Horizontalzellen, in der IPL durch glycinerge oder GABAerge
Amakrinzellen (Peichl, 1992; Wassle & Boycott, 1991).

3.2.2 Hochauflosende bildgebende Verfahren der Retina

Der optische Apparat des Auges ermdglicht die nicht-invasive Untersuchung von retinalen
Strukturen. Bei der klassischen Funduskopie (Augenspiegelung) wird der Augenhintergrund
beleuchtet und das reflektierte Bild mit einer Lupe betrachtet. Dieses Verfahren ist seit der
Erfindung des Augenspiegels 1851 in der ophthalmologischen Diagnostik etabliert. In der
Diagnose und den Verlaufsuntersuchungen von Retinaerkrankungen, wie dem Glaukom
oder der AMD, sind moderne Untersuchungsmethoden allerdings nicht mehr wegzudenken.
Zwei dieser Standardmethoden, die auch in Kombination eingesetzt werden kdnnen, sind die
konfokale Scanning-Laser-Ophthalmoskopie sowie die optische Koharenztomographie (Helb
et al, 2010a).

In den 1980ern erstmals vorgestellt, hat sich die konfokale Scanning-Laser-Ophthalmoskopie
(cSLO) zu einer klinischen Standardmethode zur hochauflésenden Darstellung des
Augenfundus entwickelt (Webb et al, 1987).

Abbildung 5: cSLO-Aufnahmen der
gesunden menschlichen Retina.

a Fundusautofluoreszenz im Bereich
der Fovea centralis und b Angiographie
mit Fluorescein-Na. Zur Verfigung
gestellt von der Firma Heidelberg
Engineering. Mal}stab: 200 um (links
unten)

Dabei wird die Retina mit Laserlicht vertikal und horizontal abgetastet. Das reflektierte Licht
passiert eine Lochblende, wodurch nur das Signal aus der Fokalebene von einem Sensor
detektiert wird. Durch dieses konfokale System wird im humanen Auge eine isotrope
Auflésung von 5 um erreicht. Die weitverbreitete Untersuchung der Fundusautofluoreszenz
mittels cSLO liefert wertvolle Anhaltspunkte fir die Diagnose und Phanotypisierung von
Netzhauterkrankungen (Abbildung 5 a). Die Fundusautofluoreszenz beruht dabei im
Wesentlichen auf der Fluoreszenz von angereicherten Lipofuszin innerhalb der RPE-Zellen.

Veranderungen der topographischen Intensitatsverteilung der Fundusautofluoreszenz sind
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charakteristisch fur verschiedene Erkrankungen, wie der AMD oder dem Makuladdem
(Bindewald et al, 2005). Eine weitere klassische Anwendung des cSLO liegt in der
Fluoreszein- oder Indozyaningriin-Angiographie (Abbildung 5 b). Die Dokumentation des
Anflutens und der Verteilung der verwendeten Kontrastmittel erlaubt Ruckschlisse bei der
Diagnose von Augenerkrankungen, wie der AMD oder diabetischen Retinopathie
(Hassenstein & Meyer, 2009).

Die Optische Koharenztomographie (OCT) ermdglicht eine nicht-invasive Darstellung des
Querschnitts von biologischem Gewebe (Huang et al, 1991). Ein Vorteil gegenuber anderen
Untersuchungsmethoden liegt in der grof3en Eindringtiefe der OCT (2-3 mm) bei gleichzeitig
hoher Auflésung (4-6 pm axial, 14 pm transversal) (Wolf-Schnurrbusch et al, 2009). Im
Vergleich zu Ultraschall, MRT oder CT besitzt die OCT sogar eine 10- bis 100-fach bessere
Auflésung (Fujimoto, 2003). Wegen ahnlicher zugrunde liegender Prinzipien wird die OCT oft
mit Ultraschall verglichen. Allerdings wird das zu untersuchende Gewebe in der OCT nicht
mit Schall, sondern mit nahinfrarotem Licht (800 — 900 nm) abgetastet. Wegen der ungleich
héheren Geschwindigkeit des Lichts kdnnen optische Echos allerdings nicht, wie bei
Ultraschall, direkt elektronisch detektiert werden. Deshalb beruhen die Messungen im OCT
auf dem Prinzip der Michelson-Interferometrie. Dabei wird das Laserlicht durch einen
Strahlteiler geleitet und gleichermaRen auf die Netzhaut (Messarm) und einen
Referenzspiegel (Referenzarm) projiziert. Das reflektierte Licht aus dem Messarm und dem
Referenzarm bildet schlieBlich durch Uberlagerung ein Interferenzspektrum. Bei der heute
gangigen Spectral-Domain-OCT (SD-OCT) wird das aufgenommene Interferenzsignal mittels
eines Spektrometers erfasst und Uber eine Fourier-Analyse die Intensitats- und
Laufzeitunterschiede des reflektierten Lichts ermittelt. Die endglltige Darstellung der Retina
beruht auf der unterschiedlichen Reflektivitat der einzelnen Netzhautschichten, die wiederum
durch deren Brechungsindizes zu Stande kommt. Im OCT-Bild erscheinen diese in
verschiedenen Graustufen oder auch Falschfarben. Strukturen mit hoher Reflektivitat, wie
z.B. die Nervenfaserschicht, werden dunkler abgebildet als Strukturen niedrigerer
Reflektivitat, wie z.B. die Zellkérper der ONL und INL. Klinisch erméglicht das OCT
Aussagen Uber diagnostizierbare Veranderungen sowie zum Therapieverlauf von
verschiedensten Retinaerkrankungen zu treffen. Prominente Beispiele sind hierbei die
Glaukomdiagnostik, bei der mittels OCT die Nervenfaserschichtdicke und Papillenexkavation
gemessen werden kann oder auch die AMD-Diagnostik, bei der das OCT zur Untersuchung

der Netzhautdicke und der Bildung von Drusen verwendet wird (Helb et al, 2010b).
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Abbildung 6: cSLO- sowie OCT-Aufnahme einer gesunden menschlichen Retina.

a cSLO-Aufnahme im Bereich der Fovea centralis. b Mittels OCT koénnen in vivo vertikale
Schnittbilder der Retina abgebildet werden. Die Position des OCT-Scans wird in a durch den griinen
Pfeil verdeutlicht. Zur Verfigung gestellt von der Firma Heidelberg Engineering. Maf3stab: 200 pm
(links unten)

In der Klinik werden des Ofteren Retina-Scanner verwendet, die sowohl cSLO als auch OCT
in sich vereinen (Abbildung 6). Im Gegensatz zu konventionellen Funduskameras ermdglicht
die geringe Breite des Laserstrahls dieser Scanner auch die Untersuchung der Retina in
kleinen Nageraugen (Fischer et al, 2009; Seeliger et al, 2005).

3.3 Zielsetzung der Arbeit

Die bisher geschilderten diagnostischen Verfahren und Ansatze zur Alzheimer-Diagnose und
-Fruherkennung sind aktuell noch unbefriedigend oder unausgereift. Daraus ergibt sich ein
Bedarf an neuen Diagnoseverfahren, die vor allem zu friihen Zeitpunkten der Demenz
ansetzen. In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, inwiefern ein Diagnoseverfahren
Uber den Nachweis von AB-Plaques oder hyperphosphoryliertem Tau in der Retina zu
realisieren ist. Hierzu wurde zunachst der Frage nachgegangen, ob transgene Mausmodelle
der Alzheimer-Demenz diese pathologischen Proteinablagerungen in der Retina aufweisen.
Parallel hierzu sollte eine Methode zur in vivo Darstellung dieser Proteinaggregate im
Mausmodell basierend auf AB- bzw. Tau-spezifischen, fluoreszenten Sonden etabliert
werden. Neben diesen Experimenten an den transgenen Mausmodellen sollte an Hand
histologischer Untersuchungen geklart werden, inwiefern ein Nachweis von AB oder Tau in

der Retina auf den Menschen Ubertragbar ist.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Chemikalien, Losungen, Gerate und weitere Hilfsmittel

Chemikalie oder Kit

1,2-Propandiol

Agarose

Ameisensaure

Augen- und Nasensalbe
Barney’s Best Creamy Peanut Butter
Biotin-Blocking Kit

BSc4090

Casein |

DMSO

DNA-Marker (1 kb)

EDTA

Essigsaure (100 %)

Ethanol

Fluorescence Mounting Medium
Formalin (4 %)

FSB

Gel Loading Buffer

Hot Master Mix (2,5 x)

I-View DAB Detection Kit

KCI

Ketamin 10 % (100 mg/ml)
KH,PO,

Mausalbumin

Methocel 2 %

Methoxy-X04

NaCl

NaCl-Ldsung, isotonisch (0,9 %)
NaOH

Na,HPO,

NP12 / Tideglusib

NP103

Paraffin

Paraformaldehyd

PEG300

peqGold Tissue DNA Mini Kit
Power SYBR Green PCR Mastermix
Primer

Rompun 2 % (Xylazin)
Sybr-Gold

Thioflavin-S
tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Firma / Produkthnummer

Sigma / 398039

Serva / 11404

VWR / 8.22254.1000
Bepanthen

Tengelmann

Life Technologies / E21390
Boris Schmidt (Bolander et al, 2012)
Applied Biosystems/ T2015
Sigma / D4540

Peglab / 25-2030

Sigma / ED4SS

Merck / 1.00063.2500
Staub

Dako / S302380-2
Apotheke

Merck / 344101

Sigma / G2526-5ML

VWR / 220041

Ventana / 760-091

Merck / 1.04936

WDT

Merck / 4873.1000

Merck / 126674
OmniVision

Boris Schmidt (Klunk et al, 2002)
VWR / 1.06404.1000
Braun / 3710647

Merck / 1.09137.1000

Roth / P030.2

Noscira

Noscira

Merck / 1.15161.9025
VWR / 28794.295
AppliChem / A5537,1000
Peqglab / 12-3396-02
Applied Biosystems / 4368706
MWG Eurofins

Bayer HealthCare

Life Technologies / $114940
Sigma / T1892-25mg
Sigma / S4641
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Tris-Base Sigma / T1503-1KG
Triton-X Sigma / T9284

Tropicamid Augentropfen Mydriadicum Stulln

TSA Kit Life Technologies / T20936
Tween-20 Sigma / P1379

Xylol Staub

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Kits

Losung Herstellung
Agarose-Gel (1,5%) 2,3 g Agarose

3 ul Sybr-Gold

150 ml 1 x TAE-Puffer
BSc4090 (1,35 mM) 0,5 mg

in 1 ml PEG300 I6sen
BSc4090 (5,4 uM) 0,5 mg

in 1 ml PEG300 I6sen
1:250 in 50 % EtOH verdiinnen

Casein |-Block 1 g Casein |
50 ml PBS
0,5 ml Tween

Citratpuffer (pH 6.0) 2,6 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
in 11 Aqua dest

FSB (2,38 mM) 5 mg FSB

in 500 ul DMSO Iésen

1:10 in PBS mit 2% Mausalbumin verdiinnen
FSB (23,8 uM) 5 mg FSB

in 500 ul DMSO Iésen

1:1000 in 50 % EtOH verdinnen
Ketamin/ Xylazin Narkose 4 ml Ketamin (100 mg/ml)

1 ml Xylazin (20 mg/ml)
24 ml isotonische NaCl-Lésung (0,9 %)

Mausalbum (2 %) 25 mg Mausalbumin
in 1,25 ml PBS I6sen
Methoxy-X04 (29 uM) 2 mg Methoxy-X04

in 100 pl DMSO losen.

450 pl 1,2-Propandiol und 450 pl PBS zugeben
1 Tropfen 1 M NaOH

1:500 in 50 % EtOH verdinnen

NaOH 4 M 160 g NaOH

in 11 Aqua dest
Paraformaldehy (4 %) 1g PFA

25 ml PBS

2 Tropfen 4 M NaOH

bei 70 °C I6sen und abfiltrieren
PBS (10 x) 80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na,HPO,

2,4 g KH2PO4

In 11 Aqua dest
TAE-Puffer (50 x) 121 g Tris-Base
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28,5 ml Essigsaure (100%)
9,31 g EDTA
In 500 ml Aqua dest

Thioflavin-S (1 %)

10 mg Thioflavin-S

1 ml Aqua dest

filtrieren

Tabelle 2: Verwendete Lésungen

Gerat/Hilfsmittel

Ausgiel3station EC350

Benchmark Farbeautomat
Deckglas

GefaRschere

Gelkammer SGU-030T-02
Hypercenter Excelsior

Kamera ColorView Soft Imaging System
Kamera Power Shot G1 Digital
Kantle 27 G x %

Konfokales Mikroskop LSM 510
Kontaktlinse

Kiivette Quartz SUPRASIL
LED-Lichtquelle KL1500
Lichtmikroskop BX50

Light Cycler 480

LS55 Luminescence Spectrometer
Maushalterung

Mikrotom SM 2000R

Multiline OCT

Nano-Drop ND1000

Objektiv 20 x / 0,4 NA / Plan-Neofluar
Objektiv 40 x / 0,75 NA / UPlanFI
Objektiv 40 x / 1,3 NA / Oil / Plan-Achromat
Objekttrager Superfrost Plus
Perfusionskantle 27G short
Pinzette adson

Pinzette gerade

Pinzette gerade hart

Pinzette gebogen
Reaktionsgefalie

Schere

Schuttler KM-2 AKKU
Spaltlampenlupe 78D
Thermoblock

Thermocycler Master Cycler
Software cellD Version 1.5
Software Heyex Version 5.1

Bezugsfirma / Produktnummer

Microm

Ventana

VWR / 631-0146

FST / 15000-00

C.B.S. Scientific

Thermo Fisher Scientific
Olympus

Canon

VWR / 612-0138

Zeiss

Roland Consult / Eigenbau
PerkinElmer

Schott

Olympus

Roche

Perkin Elmer Instruments
Eigenbau

Leica

Heidelberg Engineering
ThermoFisher Scientific
Zeiss / 441341

Olympus / UB527

Zeiss [ 440842

VWR / 631-9483
Helpi-Medical / ABB600627
FST /11006-12

FST /91150-20

FST / 11223-20

FST /91197-00
Eppendorf

FST /91460-11

Edmund Buhler

Volk

Eppendorf

Eppendorf

Olympus Software Imaging GmbH
Heidelberg Engineering
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Software LSM 510 Version 4.2 Zeiss

Software SigmaStat Version 3.5 Systat Software GmbH
Spannungsregler E143 Consort

Spritzen VWR /613-3908
Stereomikroskop SZ51 Olympus

UV-Lampe 3 UV Transilluminator LTF Labortechnik
Vibratom VT1000E Leica

Vortex Genie 2 Scientific Industries
Zentrifuge 5804R Eppendorf

Tabelle 3: Verwendete Gerate und weitere Hilfsmittel

4.2 Mauslinien und Genotypisierungen

Alle Mauslinien wurden in der zentralen Tierhaltung des Zentrums fiir Neuropathologie und
Prionforschung unter SPF-Bedingungen verpaart und gehalten. Die verwendeten
Mausmodelle sind in Tabelle 1 zusammengefasst und in den Kapiteln 4.2.1 - 4.2.6

ausfuhrlich beschrieben.

Pathologie in der

Linie Transgen Promotor Pathologie im Gehirn :
Retina
AB-Plaques ab 2 M
Koronyo-Hamaoui et
APP (K595N/M596L) AB-Plaques ab 6 M (
DeltaBd 557 (PS1dE9) il (Jankowsky et al, 2004) 2 2011)

AB-Plaques ab 12 M
(Perez et al, 2009)

AB-Plaques ab 12 M AB-Plaques ab 14 M
(Hsiao et al, 1996) (Liu et al, 2009)

AB-Plaques ab 2 M

Tg2576 APP (K670N/M671L)  PrP
APP (K670N/M671L)

APPPS1 PS1 (L166P) Thy1 (Radde et al, 2006) keine Literaturangaben
APP (K6TON/M671L) ’;‘B'P'aﬂ“esh“”dl. .
3xTg-AD  PS71(M146V) Thy1 YPErpNOSPROTYIIBTES y aine Literaturangabe
MAPT (P301L) Tauab 15 M
(Oddo et al, 2003)
hyperphosphoryliertes hyperphosphoryliertes
P301S MAPT (P301S) Thy1 Tauab3 M Tauab 6 W
(Hampton et al, 2010) (Gasparini et al, 2011)
YFPH YFP Thy1 keine Pathologie keine Pathologie

Tabelle 4: Verwendete transgene Mauslinien

Die Bestimmung des Genotyps der einzelnen Mause erfolgte Uber die Amplifikation fir die
Mauslinie spezifischer Gensequenzen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al,

1988). Hierfur wurde die genomische DNA der einzelnen Tiere aus Schwanzbiopsien mit
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dem peqGold Tissue DNA Mini Kit isoliert, das alle im Folgenden aufgefihrten Losungen und
Saulen enthalt. Konkret wurde hierfir die gewonnene Schwanzbiopsie in ein steriles
Reaktionsgefald uberfuhrt, 400 pl Lysis Buffer T, 20 pl Proteinase K und 15 pyl RNAse (20
mg/ml) zugegeben, der Ansatz kurz gevortext und Uber Nacht bei 50 °C in einem Schuttel-
Thermoblock inkubiert. Am nachsten Tag wurden die nicht verdauten Bestandteile
abzentrifugiert (10.000 U/min, 1 min) und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
Uberfihrt. Zu dem Uberstand wurde 400 yl DNA-Binding Buffer gegeben, kurz gevortext, und
anschlielfend der gesamte Ansatz auf eine PerfectBind DNA Saule geladen. Diese wurde flr
1 min bei 10000 U/min abzentrifugiert und der Saulendurchfluss verworfen. Danach wurde
auf die Saule 2 x 500 pl DNA-Wash Buffer gegeben, bei 10000 U/min 1 min abzentrifugiert
und der Saulendurchfluss erneut verworfen. Zum Trocknen der Sdulenmembran wurde diese
nochmals bei 10000 U/min fir 2 min abzentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgte durch die
Zugabe von 200 pl Elution Buffer auf die Saulenmatrix, eine 3 min Inkubation bei RT und
einen letzten Zentrifugationsschritt flir 1 min bei 6000 U/min. Die isolierte DNA wurde bei 4
°C gelagert. Zur eindeutigen Genotypisierung mittels PCR wurden kiinstliche Oligonukleotide
(Primer) derart designed, dass nur Abschnitte aus dem flir die Mauslinie spezifischen
Transgen amplifiziert wurden. Die Primer, PCR-Ansatze und PCR-Programme sind in den
Tabellen 1-7 beschrieben. Generell wurden immer zusatzliche Wildtypkontrollen sowie
Positivkontrollen von Tieren mitgefuhrt, von denen der Genotyp bereits gesichert war.

Nach der PCR erfolgte die analytische Auftrennung der DNA-Fragmente mittels
Gelelektrophorese. Hierzu wurden die DNA-Amplifikate im Verhaltnis 1:5 mit 6 x Gel Loading
Buffer versetzt und in die Taschen eines Agarose-Gels (1,5 %) pipettiert. In einer mit TAE-
Puffer geflllten Gelkammer wurden anschliefend die DNA-Fragmente bei einer Spannung
von 80 mV Uber 2 h 30 min aufgetrennt. Die anschlieRende Visualisierung der PCR-Produkte
erfolgte mit Hilfe des im Gel enthaltenen Farbstoffs Sybr-Gold, der an die Nukleinsduren
bindet. Das Sybr-Gold wurde anschlieliend mit UV-Licht angeregt und die Fluoreszenz mit
der Power Shot G1 Digital Kamera aufgenommen. Die so detektierten DNA-Banden wurden

zur GréRenbestimmung mit dem zusatzlich aufgetragenen DNA-Marker (1 kb) verglichen.

4.2.1 DeltaE9

Die Linie B6.Cg-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/J (Jankowsky et al, 2004), im Folgenden als
DeltaE9 bezeichnet, wurde Uber Jackson Laboratories (Maine; USA) bezogen. Diese Mause

auf C57BL/6-Hintergrund exprimieren unter der Kontrolle des Prion-Promotors (PrP) APP mit



38 Material und Methoden

der schwedischen Doppelmutation (K595N/M596L) sowie eine PS7-Mutation bei der das
gesamte Exon 9 deletiert ist (PS1dE9). Bei heterozygoten Tieren treten im Gehirn erste AB-
Plaques im Alter von 6 Monaten auf. In der Retina wurden diese Ablagerungen ab einem
Alter von 2 Monaten (Koronyo-Hamaoui et al, 2011) bzw. 12 Monaten (Perez et al, 2009)
beschrieben. Beide Transgene liegen auf demselben Genlocus und werden somit
zusammen vererbt. Deshalb war eine Genotypisierung auf die Gensequenz des humanen
PS1 vollkommen ausreichend (Tabelle 5). Um zu gewahrleisten, dass jeder PCR-Ansatz

genomische DNA enthielt, wurden Primer gegen das Mausgen IL-2 (Interleukin-2) mitgeflihrt.

PCR-Ansatz PCR-Programm

Produkt Volumen [ul] Temperatur [°C] Zeit [min:sek] Zyklen
Hot Master Mix 10 94 3:00 1x
PrimerIMR 42 (20 uM) 0,6 94 0:30

PrimerIMR 43 (20 uM) 0,6 54 1:00 35 x
PrimerIMR 1644 (20 uM) 0,8 72 1:00

PrimerIMR 1645 (20 yM) 0,8 72 2:00 1x
Template DNA 2 4 0 1x
H.O 10,2

Zielgen / Lange Ampilifikat [bp] Primer / Sequence 5’ 2 3’/ Tm [°C]

PS1/608 IMR1644 / AAT AGA GAA CGG CAG GA /50,4

IMR1645 / GCC ATG AGG GCA CTA AT /52,8

IL-21 324 IMR42 / CTA GGC CAC AGA ATT GAAAGA TCT /59,3
IMR43 / GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C /61,3

Tabelle 5: Genotypisierung DeltaE9

422 Tg2576

Die Linie B6;SJL-Tg(APPswe)2576Kha (Hsiao et al, 1996), im Folgenden als Tg2576
bezeichnet, wurde von Taconic (Koéln) bezogen. Diese Mause auf C57BL/6 x SJL-
Hintergrund exprimieren humanes APP mit der schwedischen Doppelmutation
(K670N/M671L) unter der Kontrolle des Prion-Promotors. Erste AB-Plaques zeigen sich in
der Hirnrinde im Alter von 12 Monaten in heterozygoten Tieren. Beschrieben sind auch AB-
Plagues in der Retina bei dieser Linie ab einem Alter von 14 Monaten (Liu et al, 2009). Die
Genotypisierung der Mause erfolgte durch eine PCR auf das humane APP (Tabelle 6). Um
zu gewabhrleisten, dass jeder PCR-Ansatz genomische DNA enthielt, wurden die von
Jackson Laboratories empfohlene Primer gegen das Mausgen TCRA (T-Zell-Rezeptor alpha)

mitgeflhrt.
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PCR-Ansatz PCR-Programm
Produkt Volumen [ul] Temperatur [°C] Zeit [min:sek] Zyklen
Hot Master Mix 10 94 3:00 1x
PrimerIMR 3610 (20 uM) 1 94 0:30
PrimerIMR 3611 (20 uM) 1 52 1:00 35 x
PrimerIMR 8744 (20 uM) 0,7 72 1:00
PrimerIMR 8745 (20 uM) 0,7 72 2:00 1Xx
Template DNA 2 4 0 1x
H,O 9,6

APP | 377

TCRA /200

Zielgen / Lange Amplifikat [bp]

Primer / Sequence 5° 2 3’/ Tm [°C]

IMR3610 / AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG /61,4
IMR3611 / CGG GGG TCT AGT TCT GCA T /58,8

IMR8744 / GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT /55,3
IMR8745/ CAAATG TTG CTT GTC TGG TG / 57,3

Tabelle 6: Genotypisierung Tg2576

4.2.3 APPP$S1

Die Linie APPPS1 (Radde et al, 2006) wurde von Prof. M. Jucker (Hertie Institut fir klinische
Hirnforschung, Tubingen) zur Verfligung gestellt. Diese Mause auf C57BL/6-Hintergrund

exprimieren humanes APP mit der schwedischen Doppelmutation (K670N/M671L) sowie

eine PS1-Mutation (L166P) unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Thy1-Pomotors.

PCR-Ansatz
Produkt

Hot Master Mix
PrimerIMR 42 (20 yM)
PrimerIMR 43 (20 yM)
PrimerIMR 1644 (20 pM)
PrimerIMR 1645 (20 uM)
Template DNA

H,O

Volumen [ul]

10
0,6
0,6
0,8
0,8
2

10,2

PCR-Programm
Temperatur [°C]

94
94
54
72
72
4

Zeit [min:sek]

3:00
0:30
1:00
1:00
2:00

[

Zyklen

PS1/608

IL-2 ] 324

Zielgen / Lange Amplifikat [bp]

Primer / Sequence 5° 2 3’/ Tm [°C]

IMR1644 / AAT AGA GAA CGG CAG GA /50,4
IMR1645 / GCC ATG AGG GCA CTA AT /52,8

IMR42 / CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT /59,3
IMR43 / GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C /61,3

Tabelle 7: Genotypisierung APPPS1
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Bei heterozygoten Tieren finden sich im Gehirn bereits im Alter von 2 Monaten erste AB-
Plaques. Zur retinalen Pathologie war zu Beginn der vorliegenden Arbeit nichts bekannt.
Beide Transgene liegen auf demselben Genlocus und werden gemeinsam vererbt. Deshalb
reicht der Nachweis des humanen PS1 zur eindeutigen Genotypisierung der Mause (Tabelle
7) aus. Um zu gewabhrleisten, dass jeder PCR-Ansatz genomische DNA enthielt, wurden

Primer gegen das Mausgen /L-2 mitgefuhrt.

4.2.4 3xTg-AD

Die Linie 3xTg-AD (Oddo et al, 2003) wurde von Prof. F. LaFerla (University of California,
Irvine, USA) bezogen. Diese Mause auf C57BL/6 x 129S-Hintergrund exprimieren humanes
APP mit der schwedischen Doppelmutation (K670N/M671L), eine PS7-Mutation (M146V)
sowie eine MAPT-Mutation (P301L) unter der Kotrolle des neuronenspezifschen Thy1-
Promotors. Im Gehirn zeigen homozygote 3xTg-AD im Alter von 8 Monaten ausgepragte
extrazellulare AB-Plaques und ab 12 Monaten intrazelluldare Ablagerungen von
hyperphosphoryliertem Tau. Zur retinalen Pathologie dieser Linie war vor Beginn der
vorliegenden Arbeit nichts bekannt. Die Tiere wurden untereinander verpaart, wodurch alle

drei Mutationen homozygot vorlagen und keine PCR zur Genotypisierung notwendig war.

4.2.5 P301S

Die Linie P301S (Allen et al, 2002) wurde von Prof. M. Goedert (University of Cambridge,
Cambridge, UK) zur Verfigung gestellt. Diese Mause wurden auf C57BL/6-Hintergrund
zurtck gekreuzt und exprimieren unter der Kontrolle des Thy1-Promotors eine humane
MAPT-Mutation (P301S). Im Gehirn und Rickenmark zeigen homozygote Mause bereits im
Alter von 5-6 Monaten ausgepragte Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau, wahrend
heterozygote Tiere erst ab 12 Monaten einen gleichartigen Phanotyp aufweisen. Zu diesen
Zeitpunkten entwickeln homozygote und heterozygote P301S-Tiere funktionelle
Beeintrachtigungen (Muskelschwache, Tremor und Paraparese). In der Retina wurden
Ablagerungen von hyperphosphorylierten und fibrillaren Tau-Aggregaten ab einem Alter von
6 Wochen in RGC gefunden (Gasparini et al, 2011).
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PCR-Ansatz PCR-Programm

Produkt Volumen [ul] Temperatur [°C] Zeit [min:sek] Zyklen
Hot Master Mix 10 95 5:00 1x
Primer P301S_1 (10 uM) 1 95 0:20

Primer P301S_2 (10 uM) 1 56 0:20 37 x
Primer IMR8744 (20 uM) 0,7 72 0:20

Primer IMR8745 (20 uM) 0,7 72 2:00 1x
Template DNA 2 4 0 1x
H,O 9,6

Zielgen / Lange Amplifikat [bp] Primer/ Sequence 5’ - 3’/ Tm [°C]

MAPT / 350 P301S_1/GGT TTT TGC TGG AAT CCT GG /57,3
P301S_2/ GGA GTT CGA AGT GAT GGA AG /57,3

TCRA /200 IMR8744 / GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT /55,3
IMR8745/ CAAATG TTG CTT GTC TGG TG/ 57,3

Tabelle 8: Genotypisierung P301S

Die Genotypisierung der Mause erfolgte durch eine PCR auf das humane MAPT-Transgen
(Tabelle 8). Um zu gewahrleisten, dass jeder PCR-Ansatz genomische DNA enthielt, wurden
die von Jackson Laboratories empfohlene Primer gegen das Mausgen TCRA mitgeflhrt.
Zudem wurden Versuche an P301S-Tieren durchgeflihrt, deren Zygotie geklart werden
musste. Diese wurde mittels gPCR an dem Light Cycler 480 unter Verwendung des Power
SYBR Green Mastermix ermittelt. Bei dieser Methode macht man sich zu Nutze, dass der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green in doppelstrangige DNA interkaliert und somit die
gemessene Fluoreszenzintensitdt die Menge an PCR-Produkt widerspiegelt. Um
verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kdnnen, wird in der exponentiellen
Anstiegsphase des PCR-Produkts der CT-Wert ermittelt. Dieser wird hauptsachlich durch die
Menge des Ausgangsprodukts beeinflusst und ist somit ein Mall zur Unterscheidung
homozygoter oder heterozygoter Tiere. Im Detail wurde vor der gPCR der DNA-Gehalt jeder
Probe mittels Nano-Drop gemessen und je Ansatz 5 ul (10 ng/ul) Template DNA eingesetzt
(Tabelle 9). Um eine relative Quantifizierung des Ausgangsprodukts zu ermdglichen, ist es
notwendig, die erhaltenen CT-Werte der P301S-gPCR auf den CT-Wert eines im Tier
konstant vorkommenden Gens zu normalisieren. Deshalb wurden fir jede Maus die gqPCR
auch gegen das ACTB-Gen durchgefiihrt. So koénnen etwaige Variationen in den
Ausgangskonzentrationen ausgeglichen werden. Alle Proben wurden in Tripletts aufgetragen
und die erhaltenen CT-Werte gemittelt. Neben Negativkontrollen wurden auch Triplets von
P301S-Tieren mitgefuhrt, bei denen die Zygotie bereits gesichert war. Zusatzlich wurde die

Spezifitat der Amplifikate durch Schmelzkurven zwischen 60-90 °C bestimmt.
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qPCR-Ansatz P301S Tau qPCR-Programm
Produkt Volumen [ul] Temperatur [°C] Zeit [min:sek] Zyklen
Power Sybr Green 25 50 2:00 1Xx
Primer P301_RT1 (20 pM) 2,5 95 10:00 1x
Primer P301_RT2 (20 pM) 2,5 95 0:15 40 x
Template DNA (10 ng/pl) 5 60 1:00
H,O 15 40 0:30 1x
60 - 90 Je 0:01 1x
qPCR Ansatz ACTB 4 © 1Xx
Power Sybr Green 25
Primer B-Aktin for (5 uM) 3
Primer B-Aktin rev (5 uM) 9
Template DNA (10 ng/ul) 5
H,O 8
Zielgen / Lange Amplifikat [op] Primer/ Sequence 5’ - 3’/ Tm [°C]
Taul 94 P301_RT1/AAG AAG CAG GCATTG GAG ACA /57,9
P301_RT2/GAC CAG CAGCTTCGTCTT CC /614
ACTB /77 B-Aktin for / CCA CTG CCG CAT CCT CTT CC /63,5
B-Aktin rev/ CTC GTT GCC AAT AGT GAT GAC CTG /62,7

Tabelle 9: Bestimmung der Zygotie der P301S-Tiere mittels qPCR

42.6 YFPH

Die Linie B6.Cg-Tg(Thy1-YFPH)2Jrs/J (Feng et al, 2000), im Weiteren als YFPH-Linie
bezeichnet, wurde von Jackson Laboratories (Maine; USA) bezogen. Diese Mause auf
C57BL/6-Hintergrund exprimieren unter der Kontrolle des Thy-1-Promotors ein Transgen fur
YFP (yellow fluorescent protein) aus der Alge Aequorea victoria (Ormo et al, 1996).
Hierdurch kommt es in einzelnen RGC zu einer Expression des Fluorophors YFP, welches
mit Laserlicht in vivo angeregt und die Zellen somit dargestellt werden kénnen (Leung et al,
2011; Walsh & Quigley, 2008). Die Genotypisierung der Mause erfolgte durch eine PCR auf
das YFP-Transgen (Tabelle 10). Um zu gewabhrleisten, dass jeder PCR-Ansatz genomische
DNA enthielt, wurden die von Jackson Laboratories empfohlene Primer gegen das Mausgen
TCRA mitgefuhrt. Im Weiteren wurden Mause der Linie YFPH mit P301S-Tieren verkreuzt.
Durch eine Rickkreuzung der F1-Generation wurden Mause mit dem Genotypen P301S
(+/+) x YFPH geziichtet, deren Zygotie durch die gPCR (Tabelle 9) ermittelt wurde.
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PCR-Ansatz PCR-Programm

Produkt Volumen [ul] Temperatur [°C] Zeit [min:sek] Zyklen
Hot Master Mix 10 94 5:00 1x
Primer IMR7303 (10 pM) 1 94 0:20

Primer IMR9296 (10 pM) 1 61 0:20 37 x
Primer IMR8744 (10 uM) 0,7 72 0:20

Primer IMR8745 (10 uM) 0,7 72 2:00 1x
Template DNA 2 4 0 1x
H,O 10,6

Zielgen / Lange Amplifikat [bp] Primer / Sequence 5’ 2 3’/ Tm [°C]

YFP /300 IMR7303 / TCT GAG TGG CAA AGG ACC TTA GG (62.4)
IMR9296 - CGC TGA ACT TGT GGC CGT TTA CG (64.2)

TCRA /200 IMR8744 - GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT (57,3)
IMR8745 - CAAATG TTG CTT GTC TGG TG (55,3)

Tabelle 10: Genotypisierung YFPH

4.2.7 C57BL/6

Die Linie C57BL/6 wurde von Jackson Laboratories (Maine; USA) bezogen. Diese Tiere

wurden in der vorliegenden Arbeit fir Kontrollexperimente herangezogen.

4.3 Transkardiale Perfusion, Gewebe-Praparation und -Fixation

Fir histologische Untersuchungen an Retina- und Gehirngewebe der Mause wurden diese
zunachst transkardial perfundiert. Vor der Perfusion erhielten die Tiere eine intraperitoneale
(i.p.) Injektion von Ketamin/Xylazin (Ketamin: 0,14 mg/g Kérpergewicht, Xylazin: 0,01 mg/g
Korpergewicht). Der Narkosestatus wurde durch Reflexkontrollen Gberprift, bevor das Tier
fixiert und sowohl Bauchraum als auch Brustkorb gedéffnet wurden. Danach wurde in den
linken Herzventrikel eine Perfusionskanile eingefiihrt und die Vena cava durchtrennt. Mit
Hilfe eines Pumpsystems wurde zunachst 3 min PBS durch das Gefallsystem gesplilt, bis
die austretende Flussigkeit frei von Blutresten war. Zur Fixation wurde anschlielend fir
weitere 5 min mit 4 % PFA gespllt (jeweils 2 ml/min). Nach der Perfusion wurden die Augen
und das Gehirn vorsichtig aus dem Schadel prapariert und in 4 % PFA bei 4 °C Uber Nacht
nachfixiert. Wholemount-Praparate der Retinae wurden direkt nach der Perfusion angefertigt.
Dabei wurden alle folgenden Praparationsschritte in PBS unter dem Stereomikroskop

durchgeflihrt. Zunachst wurde mit einem spitzen Skalpell die Cornea angestochen und diese
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durch Schneiden entlang der Ora serrata entfernt. Nun konnte die Linse samt Glaskorper
vorsichtig entfernt werden. Anschlielend wurde die Retina im Augenbecher fur 45 min in 4 %
PFA bei RT fixiert und danach vorsichtig vom Augenbecher getrennt. Dabei wurden drei
Schnitte in die Retinae gesetzt, um sie spater auf die Objekttrager eben ausbreiten zu

konnen.

4.4 Humanes Gewebe

Im Rahmen der autoptischen Aufgaben des Zentrums flr Neuropathologie und
Prionforschung wurden Gehirn und Retina von mehreren verstorbenen Patienten
entnommen, die an AD (n = 6) oder PSP (n = 2) erkrankt waren bzw. keine klinischen

Auffalligkeiten von Demenz gezeigt hatten (n = 4) (Tabelle 11).

Fall Krankheit Stadium (Braak, CERAD) Alter /Geschlecht Pl

1 AD VI, C 39/m 7h
2 AD VI, C 73/ w 20 h
3 AD VI, C 85/m 27 h
4 AD VI, C 56 / w 22 h
5 AD VI, C 37/ m 24 h
6 AD V,C 79/ m 72 h
7 PSP - 67 /m 40 h
8 PSP - 84 /w 8h
9 Kontrolle 0 53/m 24 h
10 Kontrolle 0 56/ m 72 h
11 Kontrolle I 60 /w 18 h
12 Kontrolle I 57/ m 16 h

Tabelle 11: Untersuchte humane Falle

AD, Morbus Alzheimer; w, weiblich; m, mannlich; Pl, Postmortalintervall, PSP, progressive
supranukledre Blickparese. Das Stadium der Alzheimer-Demenz wurde durch histologische
Untersuchungen nach den Braak- und CERAD-Kriterien bestimmt (ndhere Ausflihrungen siehe Text).

Das Stadium der Alzheimer-Demenz wurde durch histologische Untersuchungen
entsprechend der aktuell glltigen Kriterien (siehe unten) durch jeweils zwei Neuropathologen
bestimmt. Die Stadieneinteilung erfolgte dabei zum einen auf Grund der Ausbreitung
neurofibrillarer Veranderungen im Bereich des medialen Temporallappens und des
okzipitalen Cortex nach Braak (Stadien I-VI) (Braak et al, 2006). Zum anderen wurde eine
semi-quantitative Schatzung der Anzahl neuritischer Plaques im Frontal-, Parietal- und
Temporallappen gemaR den CERAD-Kriterien durchgefiihrt (Stadien A-C) (Mirra et al, 1991).
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Nach den Richtlinien des National Institute of Aging fur die post mortem Diagnose, gilt eine
Alzheimer-Demenz bei den Braak Stadien V oder VI sowie CERAD C als
héchstwahrscheinlich (NIA, 1997). Die bendtigten Gehirnareale wurden direkt nach der
Autopsie prapariert und fir mindestens eine Woche in 4 % Formalin fixiert. Nach der
Entnahme der humanen Augen wurden diese fur 2-3 Tage in 4 % Formalin fixiert. Die
histologischen Farbungen wurden von den Mitarbeitern der Routinediagnostik des Zentrums
fur Neuropathologie und Prionforschung durchgeflihrt. Sowohl neurofibrillare Veranderungen
als auch neuritische Plaques wurden durch Farbungen mit Antikbrpern gegen

hyperphosphoryliertes Tau (Klon AT8) dargestellt (vgl. hierzu Kapitel 4.5.2).

4.5 Immunhistochemische Methoden

4.51 Immunhistochemische Farbungen von Retina-Wholemounts und

Gehirnschnitten

Im Folgenden werden die immunhistochemischen Farbungen an Retina-Wholemounts und
Gehirnschnitten der transgenen Mause beschrieben. Das Gehirn und die Retina wurden wie
im Kapitel 4.3 erlautert prapariert und fixiert. Daraufhin wurden von dem Gehirn mit Hilfe
eines Vibratoms 100 ym dicke Frontalschnitte in Hohe des somatosensorischen Cortex
angefertigt. Sowohl die Retina-Wholemounts als auch die Gehirnschnitte wurden zunachst
Uber Nacht bei RT mit 2 % Triton-X in PBS permeabilisiert. Unspezifische Epitope wurden
danach fir 1 h mit Casein I-Block abgeblockt. Fir die spezifische Erkennung relevanter
Epitope wurden folgende Antikorper tUber Nacht bei RT zugegeben: AT8 und AT100 gegen
hyperphosphoryliertes Tau, 6E10 gegen AR, oder NeuN als neuronenspezifischer Marker
(Tabelle 12). Daraufhin wurde das Gewebe 3 x 10 min in PBS gewaschen und anschlielRend
mit dem Anti-Maus-Sekundarantikdrper (Alexa Fluor 647) flr weitere 4 h behandelt und
nochmals 3 x 10 min in PBS gewaschen. Fir eine Co-Farbung mit Fluorophoren gegen
fibrillare Tau- und AB-Aggregate wurde das Gewebe mit FSB (23,8 uM), Methoxy-X04 (29
MM) oder BSc4090 (5,4 uM) behandelt und erneut 3 x 10 min in PBS gewaschen. Alternativ
wurde das Gewebe mit Thioflavin-S (1%) fur 10 min gefarbt und in 100 % EtOH, 70 % EtOH,
50 % EtOH (jeweils kurz) und PBS (3 x 10 min) gewaschen. Danach wurden die
histologischen Schnitte und die Retina-Wholemounts vorsichtig mit Pinseln auf Objekttragern

ausgebreitet und mit Fluorescence Mounting Medium eingedeckelt.
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Primar-Antikorper Antigen Hersteller/ Nummer Konz.
4G8 B-Amyloid AS 17-24, APP Calbiochem / NE1002 1:1000
6E10 B-Amyloid AS 1-17, APP Sigma / A-1474 1:100
AT8 phospho-Tau Ser396/404 Thermo Scientific / MN1020 1:200
AT8 Biotin-markiert phospho-Tau Ser396/404 Thermo Scientific / MN1020B 1:200
AT100 phospho-Tau Ser212/Thr214  Thermo Scientific / MN1060 1:200
AT180 phospho-Tau Thr231/Ser235 Thermo Scientific / MN1040 1:50
AT270 phospho-Tau Thr181 Thermo Scientific / MN1050 1:200
NAB228 B-Amyloid, APP Santa Cruz / sc-32277 1:50
NeuN neuronale Nuclei Millipore / MAB377 1:300
PHF-1 phospho-Tau Ser396/404 Peter Davis (Otvos et al, 1994)  1:1000
Sekundar-Antikorper
anti-ms Alexa647 Maus IgG Life Technologies / A-21236 1:200

Tabelle 12: Verwendete Antikorper

4.5.2 Immunhistochemische Farbungen von Paraffinschnitten

Sowohl humanes als auch murines Material wurde nach der Fixation automatisch durch den
Hypercenter Excelsior eingebettet (Programm: 3 h 50 % EtOH, 3 h 60 % EtOH, 2 d 70 %
EtOH, 2-3 d 96 % EtOH) und in einer Ausgief3station EC350 in Paraffin gegossen. Aus den
abgekihlten Blécken wurden schliellich am Mikrotom 2-4 um dicke Schnitte angefertigt und
auf Objekttrager aufgezogen. AnschlieRend wurden die Schnitte entparaffiniert (2 x 15 min
Xylol, 5 min 100 % EtOH, 5 min 90 % EtOH, 5 min 70 % EtOH) und abhangig von dem
verwendeten Antikdrper eine Antigendemaskierung in Citratpuffer fir 30 min (Antikdrper
AT8) bzw. flir 2 min kochend in Ameisensaure (Antikérper 4G8) durchgefliihrt. Die Farbung
der Schnitte erfolgte standardisiert in dem Benchmark Farbeautomaten unter Verwendung
des I-View DAB Detection Kit (Ventana). Dabei wurden die zu untersuchenden Epitope mit
spezifischen Antikdrpern markiert: gegen hyperphosphoryliertes Tau (AT8, AT180, AT270
oder PHF-1) und gegen AB (4G8 oder NAB228), (Tabelle 12). Nach der Anleitung des I-View
DAB Detection Kits wurde im Folgenden durch ein indirektes Biotin-Streptavidin-System das
Chromogen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) umgesetzt. Dieses erscheint nach der Farbung
braun und kann mit konventioneller Lichtmikroskopie untersucht werden. Zusatzlich wurden
die histologischen Praparate im Farbeautomaten mit Hamatoxylin behandelt, wodurch die
Zellkerne blau erscheinen. Zur Darstellung neuritischer Plaques und von NFT wurden die
Praparate nach der Gallyas-Methode versilbert.

Fir immunofluoreszente Farbungen wurden die Schnitte deparaffiniert und eine

Vorbehandlung, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Danach wurden unspezifische Epitope
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fir 30 min mit Casein |-Block abgeblockt und zusétzlich endogenes Biotin mit dem Biotin-
Blocking Kit nach Produktangaben geblockt. Die Schnitte wurden mit Biotin-markierten AT8
Uber Nacht behandelt. Nach 3 x 10 min Waschen in PBS wurde die Farbung mit Hilfe des
TSA KITs nach Produktangaben vervollstandigt. Im Wesentlichen wird dabei durch eine an
Streptavidin gekoppelte HRP (Meerrettichperoxidase) der Farbstoff Tyramid Alexa 647
umgesetzt. Nach weiteren 3 x 10 min Waschen in PBS wurden die Schnitte weiterhin mit
23,8 uM FSB fur 30 min gegengefarbt und anschlieRend 3 x 10 min in PBS gewaschen.
Alternativ wurden die Schnitte mit Thioflavin-S, wie unter Kapitel 4.5.1 beschrieben,
gegengefarbt. Danach wurden die Farbungen mit Fluorescence Mounting Medium

eingedeckelt.

4.6 Mikroskopie

Die histologischen Farbungen mit fluoreszenten Farbstoffen oder Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikérpern wurden mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop LSM510
analysiert. Detailaufnahmen erfolgten mit dem Olimmersions-Objektiv bei 40 x VergroRerung
(Plan-Apochromat, NA 1,3) bei verengten Pinhole. Ubersichtsaufnahmen von Retina-
Wholemounts (Tile Scans aus 13 x 13 Einzelbildern) wurden mit einem 20 x Luftobjektiv
(Plan-Neofluar, NA 0,4) bei komplett gedffnetem Pinhole durchgefihrt, um alle Zellen der
GCL zu detektieren. Die xyz-Abstande betrugen hierbei 0,11 pm x 0,11 um x 1 ym bei 40 x
Vergrolerung bzw. 0,88 ym x 0,88 ym x 1 uym bei 20 x VergroRerung. In Doppel- und
Tripelfarbungen wurden die Fluorophore an Hand der verschiedenen spektralen
Eigenschaften voneinander getrennt: FSB (Anregung 458 nm / Emissions-Langpassfilter LP
475), YFP (Anregung 514 nm / Emissions-Bandpassfilter BP 500-550 nm), Alexa647
(Anregung 633 nm / Emission LP 650 nm). Die DAB-Farbungen der Paraffinschnitte wurden
am Lichtmikroskop BX50 untersucht und Detailaufnahmen bei 40 x Vergré3erung (UPlanFl,

0,75 NA) Uber eine Kamera (ColorView) erstellt.

4.7 In vivo Untersuchung der Mausretina

Zur ophthalmologischen Untersuchung der Mausretina wurde ein modifiziertes Spectralis
HRA+OCT von Heidelberg Engineering verwendet (im Folgenden als Multiline OCT
bezeichnet). Im Gegensatz zum kommerziell erhaltlichen Spectralis HRA+OCT enthielt das

verwendete Gerat vier verschiedene Laserquellen: 450 nm und 488 nm zur Anregung von
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Fluorophoren, 820 nm fir den Reflektionsmodus und 880 nm fiir den OCT-Modus. Die
Laserleistung bei 488 nm und 450 nm wurde im Vergleich zu dem kommerziellen Gerat auf
580 pW erhéht und der Durchmesser des anregenden Laserstrahls auf 2 mm verringert, um
eine effizientere Einkopplung des Lichts in die kleine Mauspupille zu gewahrleisten. Der
Einbau eines speziellen Filterrads mit vier Emissionsfiltern (LP 458, BP 498-525, BP 525-576
und BP 577-669) ermdglichte die Unterscheidung verschiedener Fluorophore. Entsprechend
frGherer Publikationen wurde zur Reduktion der spharischen Abberration zusatzlich eine
doppelt aspharische Spaltlampenlupe (78D) vor der Kameralinse befestigt (Fischer et al,
2009; Huber et al, 2009; Seeliger et al, 2005). Generell ermdglichte der Multiline OCT in
diesem Aufbau zwei verschiedene Untersuchungs-Modi: Zum einen konnte im cSLO-Modus
ein Abbild des Mausfundus erzeugt werden (15°, 20° und 30° Bildfeld). Das cSLO war dabei
besonders geeignet, um mit den Lasern bei 450 nm und 488 nm Fluorophore anzuregen und
zu detektieren. Zum anderen ermdglichte der OCT-Modus bei 880 nm die in vivo Darstellung
der einzelnen Retinaschichten (Abbildung 8).

Die in vivo Untersuchung der Retina (Abbildung 7 a-c) erfolgte an narkotisierten Mausen.
Hierzu erhielten die Tiere eine i.p. Injektion des Ketamin/Xylazin Anasthetikums (Ketamin:
0,14 mg/g Kdrpergewicht, Xylazin: 0,01 mg/g Kérpergewicht), die fir eine Narkose von ca. 1
h ausreichte. Sobald die Mause keine Reflexe mehr zeigten, wurden die Pupillen mit
Tropicamid-Augentropfen dilatiert. Eine speziell angefertigte Halterung diente zur Fixierung
der Tiere vor der Kamera und zur Unterdrickung von Artefakten durch die Atmung der
Mause (Abbildung 7 b). Die Schwenkbarkeit der Halterung ermdglichte die exakte
Repositionierung der Tiere bei Langzeituntersuchungen. Vor der Untersuchung wurde
aulBerdem eine spezielle Kontaktlinse (Fischer et al, 2009; Seeliger et al, 2005) mit einem
Tropfen Methocel (2 %) benetzt und auf das Mausauge gegeben (Abbildung 7 b, c).
Hierdurch blieb das Auge wahrend der Untersuchung feucht und die Refraktion durch den
Ubergang zwischen Luft und Cornea wurde vermindert. Um ein optimales Bild zu erhalten

wurden die Kontaktlinse und Kameralinse in unmittelbare Nahe gebracht.
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e 3 A.-o-f—’g;
Abbildung 7: In vivo Untersuchung der Mausretina

a Die in vivo Untersuchungen wurden an narkotisierten Mausen mit dem modifizierten Multiline OCT
von Heidelberg Engineering durchgefiihrt. b Eine speziell angefertigte Maushalterung ermaoglichte
die Fixierung und Positionierung der Mause vor der Kamera. ¢ Wahrend der Untersuchung wurde
das Mausauge durch eine spezielle Kontaktlinse vor Austrocknung geschutzt (In diesem Bild nur an
einem Auge).

Far den Nachweis fibrillarer AB- oder Tau-Aggregate erhielten die transgenen Tiere 24-48 h
vor der in vivo Untersuchung i.p. 300 ul 2,38 mM FSB (10 ug/g Koérpergewicht) oder 100 pl
1,35 mM BSc4090 (2 ug/g Kérpergewicht). Die Anregung beider Farbstoffe erfolgte im cSLO-
Modus mit 450 nm (Emission LP 458). Das Fluorophor YFP in RGC wurde mit dem 488 nm
Laser angeregt (Emission BP 525-576), Punkte erhdhter Autofluoreszenz hingegen mit 450
nm (Emission LP 458) sowie 488 nm (Emission BP 498-525, BP 525-576 und BP 577-669)
detektiert. Die OCT-Aufnahmen erfolgten mittels eines auf die Papille zentrierten Kreisscans
von 12°. Nach der Untersuchung wurden die Tiere zurlick in ihre Kafige Gberflhrt und die
Augen bis zu ihrem Erwachen mit Augensalbe benetzt. Entziindungen der Augen blieben

aus.
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4.8 Studie mit GSK3-Inhibitoren

Die Studie mit den GSK3-Inhibitoren erfolgte an homozygoten P301S-Mausen, die fibrillare
Tau-Aggregate in der Retina entwickeln. Hierflr wurden 40 mg NP12 bzw. 20 mg NP103 in
jeweils 160 yl PEG300 geldst und anschlieBend mit 1,7 g Erdnussbutter vermengt. Von
diesem Gemisch erhielt jedes Tier zwischen dem 2. und 5. Lebensmonat taglich eine Portion
von 0,2 g zur p.o. Aufnahme. Damit ergaben sich Endkonzentrationen von 200 ug/g
Koérpergewicht (NP12) bzw. 100 pg/g Koérpergewicht (NP103). Um die Aufnahme der
Erdnussbutter zu gewdhrleisten, mussten die Tiere wahrend des Experiments einzeln

gehalten werden.

4.9 Bestimmung der Anregungs- und Emissionsspektren

Die Bestimmung der Anregungs- und Emissionsspektren von FSB und BSc4090 erfolgte an
den geldsten Fluorophoren in 100 % EtOH. Hierfur wurden die Lésungen in eine Quartz

SUPRASIL Kiivette Gberfiihrt und im LS55 Luminescence Spectrometer vermessen.

4.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SigmaStat (Version 3.5).
Statistische Unterschiede zwischen den Daten zu einem Zeitpunkt wurden mit dem
Student’'schen t-Test (2 Gruppen) oder der einfachen Varianzanalyse (mehr als 2 Gruppen)
Uberprift. Bei Messungen ber mehrere Zeitpunkte wurden die Daten durch Varianzanalyse
mit Messwiederholung oder zweifacher Varianzanalyse Uberprift. Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen bestanden ab p < 0,05. Alle dargestellten Graphen zeigen die

Mittelwerte + Standardabweichung (SD) als Fehlerbalken.



Ergebnisse 51

5 Ergebnisse

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis fibrillarer Tau- und AB-Aggregate in
den Retinae von transgenen Mausmodellen des Morbus Alzheimer. Dabei sollten neue
Verfahren zur in vivo Darstellung pathologischer AB- bzw. Tau-Aggregate in der Mausretina
entwickelt werden. Ein solches Nachweisverfahren konnte fir Tau-Aggregate in der
Mausretina etabliert und fir Langzeituntersuchungen genutzt werden. Zudem wurde die
Verwertbarkeit dieser Langzeituntersuchungen zur Verlaufskontrolle von Therapieeffekten
auf die Tau-Pathologie Uberpruft. Bei diesen Untersuchungen lag der Hauptfokus auf den
pathologischen Veranderungen in der Retina des P301S-Mausmodells, das Ablagerungen
von hyperphosphoryliertem Tau entwickelt. Aulerdem wurde Uberprift, ob eine in vivo
Darstellung von AB und Tau in der Retina auch flir einen diagnostischen Ansatz am

Menschen in Frage kommt.

5.1 Evaluation der in vivo Untersuchung an der Mausretina

5.1.1 c¢SLO und OCT an der Mausretina

Der klinisch verwendete Retina-Scanner von Heidelberg Engineering ermdglicht die
Darstellung von Fluoreszenzsignalen der Retina im cSLO-Modus und von vertikalen
Schnittebenen des Gewebes im OCT-Modus (vgl. dazu Kapitel 3.2.2). Im ersten Schritt sollte
nun abgeklart werden, ob der modifizierte Multiline OCT (vgl. dazu Kapitel 4.7) flr diese
Untersuchungen an der Mausretina ebenso geeignet ist. Dabei stand vor allem im Fokus,
inwiefern der cSLO-Modus fir die distinkte Darstellung einzelner fluoreszenter Signale auf
ZellgroRe genutzt werden kann. Wie in Abbildung 8 a dargestellt, zeichnet sich bei einer
Anregung von 450 nm (Emission LP 458) in C57BL/6-Mausen das BlutgefaRsystem bis hin
zu feinsten Kapillaren ab. Der Mausfundus konnte ebenso in allen weiteren Kanalen zur
Anregung von fluoreszenten Signalen dargestellt werden (Anregung 450 nm, 488 nm;
Emission LP 458, BP 498-525, BP 525-576 und BP 577-669). In YFPH-Mausen konnten bei
einer Anregung von 488 nm (Emission BP 525-576) vereinzelte, YFP-positive Zellen in der
GCL dargestellt werden (Abbildung 8 b). Abhangig von der Starke der YFP-Expression,
waren neben den Zellsomata auch die Axone und die dendritischen Baume vereinzelter

Ganglienzellen erkennbar. Neben dem cSLO- wurde auch der OCT-Modus am Mausauge
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getestet. Wie sich zeigte, konnte die Mausretina und ihre einzelnen Schichten dabei in vivo
dargestellt werden (Abbildung 8 c).

Scanning-Laser-Ophthalmoskopie / cSLO Optische Kohdrenztomographie / OCT

Abbildung

a, b In vivo Aufnahmen von fluoreszenten Signalen in der Mausretina im cSLO-Modus (Bildfeld 30°).
a Darstellung des Blutgefalisystems und der Papille in der Retina einer C57BL/6-Maus (Anregung
450 nm, Emission LP 458). b Darstellung einzelner YFP-positiver RGC der YFPH-Linie (Anregung
488, Emission BP 525-576). ¢ In vivo Aufnahmen der einzelnen Schichten der Mausretina im OCT-
Modus am Beispiel einer P301S-Maus. d Entsprechende Schichten der Retina im histologischen
Schnitt. RPE, retinales Pigmentepithel; OS, aullere Segmente der Photorezeptoren; IS, innere
Segmente der Photorezeptoren; OLM, auflere limitierende Membran; ONL, aulere nukleédre
Schicht; OPL, aulere plexiforme Schicht; INL, innere nukledre Schicht; IPL, innere plexiforme
Schicht; GCL, Ganglienzellschicht. Maf3stab: 20 ym

5.1.2 Autofluoreszenz in der Mausretina

Bevor die Ergebnisse zu den in vivo Untersuchungen der transgenen Mauslinien vorgestellt
werden, muss zundchst auf einen entscheidenden Faktor hingewiesen werden: die

Autofluoreszenz in der Mausretina.

C57BL/6 2 M C57B/6 18 M Abbildung 9: Autofluoreszenz in der

Mausretina.

¢SLO-Aufnahme der Autofluoreszenz in
der Retina junger (2 M, a) und gealterter
(18 M, b) C57BL/6-Tiere bei 450 nm
Anregung und Emission LP 458
(Bildfeld 20°).

Zwar finden sich in jungen Tieren im Alter von 2 Monaten kaum stérende Signale durch
Autofluoreszenz in der inneren Retina (Abbildung 9 a), jedoch nimmt diese punktuell mit
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fortschreitendem Alter der Tiere stark zu. (Abbildung 9 b). Wie am Beispiel einer 18 Monate
alten C57BL/6-Maus gezeigt, entwickeln sich diese Punkte erhdhter Autofluoreszenz auffallig
oft entlang der Blutgefél3e, folgen ansonsten aber keinem klaren Muster. Die duRRere Retina
zeigte altersabhangig starke autofluoreszente Ablagerungen, wie auch in der Literatur bereits
beschrieben wurde (Xu et al, 2008). Diese autofluoreszenten Punkte wurden mit allen im
Multiline OCT zur Detektion von fluoreszenten Signalen verfligbaren Anregungswellenlangen
und Emissionsfiltern beobachtet (Anregung 450 nm, 488 nm; Emission LP 458, BP 498-525,
BP 525-576 und BP 577-669). Dies war von besonderer Bedeutung flr die weitere
Vorgehensweise, da eine klare Unterscheidung zwischen den Punkten verstarkter
Autofluoreszenz und den Signalen der verwendeten AB- bzw. Tau-spezifischen,

fluoreszenten Sonden gewahrleistet sein musste.

5.1.3 Evaluation von AB- und Tau-affinen Fluorophoren

Zur in vivo Markierung der AB- und Tau-Aggregate wurden geeignete Fluorophore benétigt.
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Abbildung 10: AB- und Tau-bindende Fluorophore.

a, d Chemische Strukturen der AB- und Tau-affinen Fluorophore FSB und BSc4090. b, e
Anregungs- und Emissionsspektren der Fluorophore FSB und BSc4090 gemessen in EtOH. ¢, f Die
Fluorophore FSB bzw. BSc4090 farbten deutlich die flir diese Mause charakteristischen AB-Plaques
im Cortex. Ma3stab: 50 um
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Zum einen wurde hierfur das Fluorophor FSB favorisiert, da mehrere Studien gezeigt hatten,
dass dieser Farbstoff nach einer systemischen Applikation AB-Plaques bzw. fibrillare Tau-
Aggregate im Gehirn transgener Mause markiert (Higuchi et al, 2005; Sato et al, 2004;
Velasco et al, 2008) (Abbildung 10 a). Zum anderen wurde uns von unserem
Verbundspartner (Boris Schmidt, TU Darmstadt) das Fluorophor BSc4090 mit einer hohen
Affinitat gegen fibrillare Tau- und AB-Aggregate zur Verfugung gestellt. Die Affinitat zu AB-
Plaques und die Hirngangigkeit des Fluorophors BSc4090 wurden bereits durch in vivo
Experimente gezeigt (Bolander et al, 2012) (Abbildung 10 d).

Fir die beiden Fluorophore wurden zunachst die Anregungs- und Emissionsspektren
gemessen (Abbildung 10 b, e). Das relative Absorptionsmaximum von BSc4090 lag bei 445
nm mit einem Emissionsmaximum von 565 nm, wahrend das Absorptionsmaximum bei 369
nm und Emissionsmaximum bei 429 nm von FSB deutlich kurzwelliger ausfiel. Um die
Fluorophore auf ihre Hirngangigkeit zu Gberprifen, erhielten DeltaE9-Mause i.p. Injektionen
mit FSB oder BSc4090 und wurden 24 h spater perfundiert. In daraufhin angefertigten
histologischen Praparaten konnten bei 458 nm Anregung deutlich fluoreszenzmarkierte AB-
Plagues detektiert werden. Beispiele flir FSB- bzw. BSc4090-gefarbte, charakteristische Ap-
Plaques im Cortex der DeltaE9-Linie sind in Abbildung 10 c, f dargestellt.

5.2 Retinale Pathologie in Mausmodellen des Morbus Alzheimer

5.2.1 Mausmodelle AB-Pathologie

Zunachst wurden die Retinae von den Mausmodellen DeltaE9, Tg2576, APPPS1 und 3xTg-
AD histologisch und in vivo auf das Vorkommen von AB-Plaques untersucht. Diese
Mausmodelle exprimieren unter neuronalen Promotoren humanes APP bzw. PS71 mit
genetischen Mutationen, die bei FAD-Patienten gefunden wurden. Hierdurch kommt es im
Gehirn dieser Mause zur Ausbildung von AB-Plaques (vgl. dazu Kapitel 4.2). Da laut neueren
Publikationen die Linien DeltaE9 und Tg2576 auch in der Retina AB-Plaques aufweisen
sollten (Koronyo-Hamaoui et al, 2011; Liu et al, 2009; Perez et al, 2009), galt diesen Linien

besonderes Interesse.
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5.2.1.1 Histologische Untersuchungen an Mausmodellen mit AB-Pathologie

Die Retinae der Mausmodelle, die im Gehirn Ap-Pathologie entwickeln, wurden zunachst
mittels histologischer Methoden untersucht. Konkret wurden dabei folgende Kohorten
perfundiert, Paraffinschnitte angefertigt und histologisch gefarbt: DeltaE9 (n = 8; 15 - 28 M),
Tg2576 (n = 5; 16 — 23 M), APPPS1 (n = 5; 8 - 22 M) und 3xTg-AD (n = 5; 21 - 32 M). Mit
den verwendeten spezifischen Antikérpern gegen AR (Klon 4G8 und NAB228) konnte
allerdings kein Nachweis von extrazellularen AB-Plaques in retinalen Paraffinschnitten dieser
Linien erbracht werden (Abbildung 11). Zwar wurden DAB-markierte Strukturen in
verschiedenen Schichten der Retinae gefunden, allerdings waren diese auch in den Retinae
von C57BL/6-Mausen (n = 2, 4 und 13 M) zu detektieren. Mitgefihrte Gehirnschnitte der
untersuchten transgenen Mause wiesen hingegen eindeutig durch die Antikérper markierte

AB-Plaques auf.

DeltaE9 Tg2576 APPPS1 3xTg-AD C57BL/6

J
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Abbildung 11: Histologische Untersuchungen der Retinae von Mausmodellen, die AB-
Pathologie im Gehirn entwickeln.

Exemplarische vertikale Paraffinschnitte der Retinae von den Mausen a DeltaE9 (23 M, m), b
Tg2576 (16 M, f), ¢ APPPS1 (8 M, m), d 3xTg-AD (25 M, f) und e C57BL/6 (13 M, f). Die Schnitte
wurden mit dem Antikdrper 4G8 gegen AR (DAB-Farbung, braun) und Hamatoxylin (blau) behandelt.
Die immunhistologischen Farbungen mit dem Antikdrper 4G8 resultierten in keiner der Linien in einer
spezifischen Markierung von AB-Plaques. ONL, auf3ere nukledre Schicht; OPL, dulRere plexiforme
Schicht; INL, innere nukledre Schicht; IPL, innere plexiforme Schicht; GCL, Ganglienzellschicht.
MaRstab: 20 ym

Weiterhin wurden von folgenden Mausen retinale Wholemounts angefertigt und
immunhistochemisch untersucht: DeltaE9 (n = 4; 16 - 28 M), Tg2576 (n = 5; 16 - 27 M),
APPPS1 (n = 2; 18 - 22 M) und 3xTg-AD (n = 2; 24 M). Hierfir wurden die Retina-
Wholemounts mit dem AB-spezifischen Antikérper 6E10 und mit den Fluorophoren FSB,
BSc4090 oder Methoxy-X04 doppelt gefarbt. Auch hier konnten unter dem konfokalen

Mikroskop keine Anzeichen fur extrazellulare AB-Plaques in der Retina gefunden werden.
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Vereinzelte Tiere der Linie Tg2576 (19 M, m) und APPPS1 (18 M, f) zeigten 6E10-positive,
intrazellulare Anreicherungen, die allerdings nicht positiv fir die genannten Fluorophore
waren. In mitgefihrten Gehirnschnitten der untersuchten Mause konnten hingegen eindeutig
AB-Plaques detektiert werden, die sowohl fiir 6E10 als auch fir die verwendeten Fluorophore

positiv waren.

5.2.1.2 In vivo Untersuchungen an Mausmodellen mit AB-Pathologie

Parallel zu den histologischen Untersuchungen wurden die folgenden Kohorten transgener
Tiere in vivo untersucht: DeltaE9 (n = 7; 16 - 24 M), Tg2576 (n = 5; 16 - 22 M), APPPS1 (n =
2; 11 M) und 3xTg-AD (n = 2; 19 - 22 M). Auf Grund der in der Literatur beschriebenen
retinalen AB-Plaques der DeltaE9- und Tg2576-Mause (Koronyo-Hamaoui et al, 2011; Liu et
al, 2009) lag auch hier wieder der Fokus auf diesen Linien. Im Detail wurden die Tiere im
cSLO-Modus des Multiline OCT zunéchst einer Voruntersuchung unterzogen, um die Punkte
erhohter Autofluoreszenz in den einzelnen Retinae aufzunehmen. Dies wurde fir alle zur
Detektion von fluoreszenten Signalen verfigbaren Anregungswellenlangen und
Emissionsfiltern durchgefiihrt (Anregung 450 nm, 488 nm; Emission LP 458, BP 498-525, BP
525-576 und BP 577-669). In den Folgetagen erhielten die Mause eine i.p. Injektion des
Fluorophors BSc4090 und wurden 24 h spater nochmals im ¢cSLO-Modus untersucht. Analog
zu diesen Experimenten wurden auflierdem zwei DeltaE9-Tiere sowie ein Tier der 3xTg-AD-
Linie (19 M) mit dem Farbstoff FSB untersucht. Wie in Kapitel 5.1.3 dargestellt, ist diese
Zeitspanne zwischen Injektion und Untersuchung vollkommen ausreichend, um in vivo AB-
Plagues im Gehirn der DeltaE9-Linie mit diesen Fluorophoren zu markieren. Allerdings
konnten nach den Injektionen der Farbstoffe keine neuen fluoreszenten Signale in den
Retinae der untersuchten Mause im cSLO-Modus detektiert werden. Somit konnte in den
untersuchten Linien DeltaE9, Tg2576, APPPS1 und 3xTg-AD auch in vivo kein Nachweis

von retinalen AB-Plaques erbracht werden.
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DeltaE9 Tg2576

Voruntersuchung +BSc4090 Voruntersuchung +BSc4090

Abbildung 12: In vivo Untersuchungen der Retinae von Mausmodellen, die AB-Pathologie im
Gehirn entwickeln.

a-d Reprasentative Untersuchung einer DeltaE9 (17 M, w) bzw. Tg2576 (22 M, m) Mausretina vor
(a, ¢) und nach (b, d) der Applikation des Fluorophors BSc4090. Die Aufnahmen wurden im cSLO-
Modus erstellt (Bildfeld 30°; Anregung 450 nm, Emission LP 458). a’, b’ Vergrofierte Ausschnitte
des in a markierten Bereichs. e Im cSLO-Modus wurden stark fluoreszente Bereiche in der Linse der
Tg2576-Méause festgestellt, die auf eine Linsentribung hinweisen. Das abgebildete, kreisrunde
Signal ist auf eine Reflektion des Laserlichts zurtickzufiihren.

In Abbildung 12 sind exemplarisch fir diese Negativergebnisse in den untersuchten Linien
die Vor- und Nachuntersuchungen der Retinae einer DeltaE9 (17 M, m) und einer Tg2576
(22 M, m) Maus bei der Anregung mit 450 nm (Emissionsfilter LP 458) dargestellt. Laut der
spektralen Eigenschaften (Abbildung 10) sollte eine optimale Anregung des Farbstoffes
BSc4090 bei 450 nm (LP 458 nm) mdglich sein. Die Aufnahmen wurden zur Absicherung
zusatzlich in allen zur Verfligung stehenden Anregungswellenlangen und Emissionsfiltern
durchgefiihrt (Anregung 450 nm, 488 nm; Emission LP 458, BP 498-525, BP 525-576 und
BP 577-669). Ein weiterer interessanter Befund fand sich wahrend der Untersuchung der
Tg2576-Linie. Diese Mause entwickelten eine Linsentribung ahnlich eines Katarakts
(Abbildung 12 e), (Melov et al, 2005), die die Erstellung eines scharfen Abbilds des
Augenhintergrundes erschwerte und die Linie flir eine in vivo Untersuchung generell wenig
brauchbar machte.

5.2.2 Untersuchungen an Mausmodellen mit hyperphosphoryliertem Tau

Um der Frage nachzugehen, ob hyperphosphoryliertes Tau in der Retina gebildet wird,

wurden die Retinae der Mausmodelle 3xTg-AD und P301S histologisch und in vivo
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untersucht. Diese Mausmodelle exprimieren unter neuronalen Promotoren humanes Tau mit
genetischen Mutationen, die urspringlich bei Patienten mit FTDP-17 gefunden wurden.
Hierdurch kommt es im Gehirn zu Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau (siehe dazu
Kapitel 4.2). Da laut einer neueren Publikation die P301S-Linie auch fibrillare Tau-Aggregate
in der Retina aufweist (Gasparini et al, 2011), stand diese Linie besonders im Fokus.

5.2.2.1 Histologische Untersuchungen an Mausmodellen mit hyperphosphoryliertem

Tau

Die histologischen Untersuchungen an Retina-Paraffinschnitten homozygoter P301S-Mause
(n =8, 5-6 M) ergab einen eindeutigen Nachweis von hyperphosphoryliertem Tau in Zellen
der GCL (Abbildung 13 a). Eine vergleichbare Farbung durch den verwendeten Antikdrper
AT8 konnte in der GCL von C57BL/6 (n = 2, 4 M und 13 M) Mausen nicht gefunden werden
(Abbildung 13 c).

P301S 3xTg-AD C57BL/6

Abbildung 13: Histologische Untersuchungen der Retinae von Mausmodellen, die
hyperphosphoryliertes Tau im Gehirn entwickeln.

Exemplarische vertikale Paraffinschnitte der Retinae von Mausen der Linien a P301S (5 M, f), b
3xTg-AD (22 M, f) und ¢ C57BL/6 (4 M, m). Die Schnitte wurden mit dem Antikérper AT8 gegen
hyperphosphoryliertes Tau (DAB-Farbung, braun) und Hamatoxylin (blau) behandelt. a AT8-positive
RGC in der Retina einer P301S-Maus (Pfeile). b, ¢ Keine pathologischen Veranderungen in den
Retinae von 3xTg-AD-Mausen im Vergleich zu C57BL/6-Mausen. ONL, auflere nukledre Schicht;
OPL, aulRere plexiforme Schicht; INL, innere nukleare Schicht; IPL, innere plexiforme Schicht; GCL,
Ganglienzellschicht. MaRstab: 20 ym

In den Retinae der 3xTg-AD-Mause (n = 5, 21 - 32 M) konnte mit demselben Antikorper
hingegen kein eindeutiger Nachweis des hyperphosphorylierten Tau-Proteins erbracht
werden (Abbildung 13 b). Lediglich ein stark gealtertes Tier der 3xTg-AD-Linie (29 M) zeigte
eine schwache AT8-Positivitat innerhalb der nuklearen Schichten. Zwar wurde eine intensive
Markierung der plexiformen Schichten in den Linien P301S und 3xTg-AD mit dem
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verwendeten Antikdrper AT8 beobachtet, allerdings war diese Farbung auch in den Retinae
von C57BL/6-Mausen vorhanden.

WeiterfiUhrende immunhistochemische Untersuchungen an retinalen Wholemounts der
P301S-Linie zeigten, dass ein Grofdteil der Zellen in der GCL schwach positiv fir den
Antikorper AT8 und AT100 war. Einzelne Zellen der GCL waren sogar stark positiv fur diese
Antikorper (Abbildung 14 e-e"), welche weiterhin die dendritischen Fortsatze dieser RGC und
auch deren Axone markierten (Abbildung 16 b-b™). Die intensiven AT8- und AT100-positiven
RGC konnten zusatzlich mit dem Farbstoff FSB angefarbt werden. Alle FSB-positiven RGC
waren auch mit dem Antikérper NeuN markierbar, selbst bei P301S-Mausen mit der weit
vorangeschrittenen Pathologie im Alter von 6.5 M (Abbildung 14 f-f'). In den retinalen
Wholemounts der 3xTg-AD-Linie (n = 2, 24 M) konnte hingegen keine eindeutige Farbung
mit dem Antikoérper AT8 nachgewiesen werden, wahrend mitgefiihrte Gehirnschnitte dieser

Tiere stets ein positives Signal fur den Antikorper zeigten.

5.2.2.2 In vivo Darstellung von fibrillaren Tau-Aggregaten

Die in vivo Untersuchungen der Retinae von P301S-Tieren wurden analog zu den
Experimenten an den Mausmodellen, die AB-Pathologie im Gehirn entwickeln, durchgefihrt
(siehe dazu Kapitel 5.2.1.2). In den Folgetagen nach den Voruntersuchungen im cSLO-
Modus erhielten die Tiere eine i.p. Injektion von FSB bzw. BSc4090. 24 h nach der FSB-
Applikation konnten klar einzelne, fluoreszierende Punkte in den Retinae homozygoter
P301S-Mause (5 M) detektiert werden, die in den Voruntersuchungen noch nicht erkennbar
waren (Anregung 450 nm, Emission LP 458), (Abbildung 14 a, b). Die cSLO-Untersuchungen
von gleichaltrigen C57BL/6-Mausen zeigten keine vergleichbaren fluoreszenten Signale nach
der FSB-Applikation (n = 3), (Abbildung 14 c, d). Im Vergleich konnten 24 h nach der
BSc4090-Injektion keine auf fibrillare Tau-Einschlisse hindeutenden fluoreszenten Signale

mit den verfigbaren Anregungswellenlangen bzw. Emissionsfiltern detektiert werden.
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In Vivo Ex vivo
Voruntersuchung P301S

P301S

Uberlappend

C57BL/6

Uberlappend

Abbildung 14: Fibrillare Tau-Aggregate in den Retinae von P301S-Mausen in vivo und ex
vivo.

a, ¢ cSLO-Voruntersuchung einer homozygoten P301S- und C57BL/6-Maus im Alter von 5 Monaten
(Anregung 450 nm, Emission LP 458). b 24 h nach der systemischen FSB-Injektion konnten
fluoreszente Punkte in der Retina der P301S-Maus detektiert werden. d Die Retina der C57BL/6-
Maus wies hingegen keine FSB-positiven Signale nach der Injektion des Fluorophors auf. e-e”
Doppelfarbung mit Fluorophor FSB (weif3) und dem Antikérper AT100 gegen hyperphosphoryliertes
Tau (rot) im Retina-Wholemount einer P301S-Maus (6,5 M). f-f’ Doppelfarbung mit dem Fluorophor
FSB (wei3) und dem neuronenspezifischen Antikdrper NeuN (griin) im Retina-Wholemount einer
P301S-Maus (6.5 M). Malstab: 20 um

Von grofRer Bedeutung fir die weiteren Experimente war die Diskriminierung der FSB-
positiven Signale von den Punkten erhéhter Autofluoreszenz (vgl. dazu Kapitel 5.1.2). Neben
der mehrfach angesprochenen Voruntersuchung, stellte sich dabei noch ein weiterer Ansatz
als aullerst nitzlich heraus: die Unterscheidung des FSB-positiven Signals von den Punkten
erhdhter Autofluoreszenz auf Grund der verwendeten Anregungswellenlange. Das FSB-
Signal konnte mit dem Multiline OCT nur mit dem integrierten 450 nm Laser angeregt
werden (Emission LP 458), nicht aber mit dem Laser bei 488 nm (Abbildung 15). Wie bereits
beschrieben, waren die Punkte erhéhter Autofluoreszenz hingegen sowohl mit 450 nm, als

auch mit 488 nm anregbar (vgl. dazu Kapitel 5.1.2).
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AF (488 nm) AF und FSB (450 nm) Abbildung 15: Unterscheidung FSB-
positiver Zellen von  Punkten
erhohter Autofluoreszenz.

Ausschnitt der Retina einer P301S-
Maus. Die Aufnahmen erfolgten im
cSLO-Modus bei einer Anregung von
488 nm (a) und 450 nm (b) Anregung.
Rote Pfeile: Punkte erhohter
Autofluoreszenz; grine Pfeile: FSB-
positive Signale

Um die in vivo detektierten FSB-positiven Signale ex vivo einzelnen Zellen zuzuordnen, die
fibrillares Tau enthalten, wurden Mause der P301S-Linie mit Tieren der YFPH-Linie
verkreuzt. Diese Mause exprimieren das Fluorophor YFP in einzelnen Zellen der GCL, wo
auch die AT8- und FSB-positiven Zellen lokalisiert sind (Abbildung 16 b-b""). Generell wurde
eine geringe Anzahl YFP- (8,3 + 1,0 Zellen pro mm? Retina) und FSB-positiver Zellen (3,5 +
0,2) in 5 - 6.5 Monate alten P301S x YFPH-Mausen (n = 4) beobachtet. Hierdurch
exprimierten in diesem Alter nur 2,7 % aller detektierten FSB-positiven Zellen auch das
Fluorophor YFP. Bemerkenswerterweise zeigten die dendritischen Fortsatze dieser AT8-,
FSB- und YFP-positiven Zellen keinerlei pathologische Auffalligkeiten. In vivo konnten 24 h
nach der i.p. Administration von FSB die YFP- und FSB-positiven RGC in derselben fokalen
Ebene detektiert werden (Abbildung 16 c, d). Die Diskriminierung der beiden Fluorophore
YFP und FSB basierte dabei auf deren spektralen Eigenschaften. Wahrend YFP mit 450 nm
(Emission LP 458) und 488 nm (Emission BP 525-576) angeregt werden konnte, wurde FSB
nur bei 450 nm (Emission LP 458) detektiert. Durch die Expression von YFP in vereinzelten
RGC ergab sich im cSLO fir jede Retina ein individuelles Muster an YFP-positiven Signalen.
Die in vivo untersuchten Mause (Abbildung 16 ¢, d) wurden anschlieffend perfundiert und die
retinalen Wholemounts ex vivo immunhistochemisch mit dem Antikdrper AT8 gegen
hyperphosphoryliertes Tau nachgefarbt (Abbildung 16 e, f). Basierend auf dem in vivo
detektiertem Muster YFP-positiver Zellen, konnten so einzelne FSB-positive RGC

relokalisiert werden, die ausnahmslos positiv flir den Antikérper AT8 waren.
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Abbildung 16: FSB-markierte RGC mit hyperphosphoryliertem Tau in den Retinae von P301S-
Mausen.

a Homozygote P301S-Tiere, die mit der YFPH-Linie verkreuzt wurden (5,5 M), zeigten in retinalen
Wholemounts RGC positiv fur FSB (weil3, b’), AT8 (rot, b”’) und YFP (griin, b’”’). b xy-Projektion,
b’ xz-Projektion.

¢, d In vivo Aufnahmen im cSLO-Modus (20° Bildfeld) einer P301S x YFPH-Maus. ¢ Bei 488 nm
Anregung wurden YFP-positive RGC detektiert. d FSB-positive Zellen (Pfeile) erschienen neben den
YFP-positiven bei einer Anregung mit 450 nm. e, f Ex vivo Relokalisierung des in vivo detektierten
Musters YFP- und FSB-positiver Zellen in ¢ und d. Die in vivo detektierten FSB-positiven Zellen
konnten mit dem Antikorper AT8 gegen hyperphosphoryliertes Tau markiert werden. AT8-positive
Axone erscheinen im Hintergrund. f VergroRerung des markierten Bereichs in d und e. 1-4:
hervorstechende YFP-positive Zellen, Malistab: 50 ym

5.2.2.3 Kinetik der FSB-Bindung an fibrillare Tau-Aggregate

Um die Kinetik der FSB-Bindung an die fibrillaren Tau-Aggregate in den Retinae der P301S-
Tiere im Detail zu betrachten, wurden cSLO-Untersuchungen zu mehreren Zeitpunkten nach
einer einmaligen i.p. Injektion von FSB durchgeflihrt. Bei einer Anregung mit 450 nm
(Emission LP 458) war 10 min nach der FSB-Injektion noch kein Fluoreszenzsignal
detektierbar (Abbildung 17 a). Nach weiteren 60 min konnte allerdings eine intensive
Fluoreszenz in den retinalen BlutgefalRen beobachtet werden, die nach 12 h noch ahnlich

intensiv war (Abbildung 17 b, c). Dieses Signal wurde 24 h nach der Injektion im Blutkreislauf
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nur noch schwach detektiert und vereinzelte FSB-positive Zellen traten vor der
Hintergrundfluoreszenz hervor (Abbildung 17 d). Im weiteren Verlauf konnten diese FSB-
positiven Zellen 48 h, 72 h und sogar 1 Monat nach der Injektion des Fluorophors noch
beobachtet werden (Abbildung 17 e-g). Ein Verlust an Fluoreszenzintensitat der FSB-Signale
wurde wahrend des Untersuchungszeitraums von 1 Monat nicht festgestellt. Neue FSB-
positive Zellen konnten erst nach einer erneuten Injektion des Fluorophors detektiert werden
(Abbildung 17 h).

10 min p.i.

1 Monat p.i. 2. FSB-Injektion

Abbildung 17: Kinetik der FSB-Bindung an Tau-Aggregate in der Retina einer P301S-Maus.

a-g cSLO-Untersuchungen der Retina einer P301S-Maus nach einer einzigen FSB-Injektion
(Bildfeld 30°) bei 450 nm Anregung (Emission LP 458). a 10 min nach der i.p. Injektion von FSB
wurde kein fluoreszentes Signal in der Retina der P301S-Maus (4 M) detektiert. b, ¢ Nach weiteren
60 min bzw. 12 h konnte das Fluorophor eindeutig in den Blutgefallen nachgewiesen werden. d
Klare, von der Hintergrundfluoreszenz unterscheidbare, FSB-positive Zellen konnten erst nach 24 h
beobachtet werden. e-g Die detektierten FSB-positiven Zellen wurden auch nach weiteren 48 h bzw.
72 h beobachtet und waren selbst 1 Monat nach der FSB-Applikation prasent. h Neue FSB-positive
Zellen wurden erst nach einer erneuten Injektion des Fluorophors beobachtet (Pfeil). p.i. post
Injektion.

5.2.2.4 Langzeituntersuchung der Formation fibrillarer Tau-Aggregate

Die neu etablierte Methode zur in vivo Darstellung fibrillarer Tau-Aggregate ermoglichte es
im Weiteren, die fortschreitende Tau-Pathologie in den Retinae der P301S-Tiere Uber einen
langeren Zeitraum zu verfolgen.
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Abbildung 18: Verlauf der Tau-Pathologie in den Retinae von P301S-Mausen in vivo.

a-d Anreicherung FSB-positiver Zellen in der Retina einer P301S-Maus im Alter von 2 bis 5
Monaten. f-i Weiterer Verlauf der Tau-Pathologie in der Retina einer P301S-Maus im Alter von 5 bis



Ergebnisse 65

6,5 Monaten. Die Aufnahmen erfolgten im cSLO-Modus (Bildfeld 30°) bei 450 nm Anregung
(Emission LP 458). a’-i’ VergrofRerungen der hervorgehobenen Bereiche in a und f, die das
Auftreten neuer FSB-positiver Zellen Uber die Zeit verdeutlichen (Pfeile) e, j Quantifizierung der
Anzahl FSB-positiver Zellen pro Retina im Alter von 2 bis 5 Monaten bzw. 5 bis 6,5 Monaten.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 10 Retinae (n = 5 Mause) + Standardabweichung **P < 0.01;
***P < 0.001

Die in vivo Untersuchungen erfolgten einmal monatlich an homozygoten P301S-Mausen
zwischen 2 und 5 Monaten (n = 5), (Abbildung 18 a-e) und in einem zweiten
Parallelexperiment zwischen 5 und 6.5 Monaten im Abstand von 2 Wochen (n = 4),
(Abbildung 18 f-j). In beiden Experimenten wurde 24 - 48 h vor jeder Aufnahme FSB
systemisch appliziert. Der speziell gefertigte Maushalter erméglichte dabei die prazise
Orientierung und Positionierung der Tiere vor der optischen Linse (Abbildung 7 b). Dies
erlaubte das repetitive Imaging desselben Retina-Bereichs und die Detektion von neu
erscheinenden  FSB-positiven Zellen uUber diese Untersuchungszeitrdume. Die
Quantifizierung zeigte einen konstanten Anstieg der Anzahl FSB-positiver Zellen im Alter von
2M @35 +13 MW = SD) bis 5 M (12.3 £ 2.1) (Abbildung 18 e). Dieser kontinuierliche
Anstieg in der Anzahl FSB-positiver Zellen konnte weiterhin in der zweiten Kohorte gealterter
P301S-Tiere zwischen 5 M (13.5 = 4.2) und 6.5 M (15.5 + 4.4) beobachtet werden
(Abbildung 18 j). Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen den monatlichen
Messpunkten wurde eine Varianzanalyse mit Messwiederholung angewandt.
Bemerkenswerterweise flihrte die beobachtete Anreicherung fibrillarer Tau-Aggregate zu
keinem Verlust einzelner FSB-positiver Signale Uber die Zeit, was auf den Untergang der

markierten Nervenzellen hingedeutet hatte.

5.2.2.5 Ex vivo Analyse der Bildung fibrillarer Tau-Aggregate

Um den in vivo beobachteten Verlauf der Bildung fibrillarer Tau-Aggregate zu untermauern,
wurden diese auch ex vivo in retinalen Wholemounts der P301S-Mause quantifiziert
(Abbildung 19 a). Hierzu wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die sowohl positiv fir den
Antikérper AT8 als auch fiir das Fluorophor FSB waren (Abbildung 19 b). Ubereinstimmend
mit den in vivo Daten wurde dabei ein konstanter Anstieg der Anzahl von FSB-positiven
Zellen in homozygoten P301S-Tieren gefunden. Der statistische Vergleich der Kohorten (n =
5-6) im Alter von2 M (1.1 £ 0.1, MW £ SD), 4 M (2.7 £ 0.6), 5M (3.1 £ 0.6) und 6.5 M (3.5 =
0.6) erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (Abbildung 19 c). Heterozygote P301S-Mause
im Alter von 14 Monaten entwickelten im Vergleich zu den homozygoten Tieren eine deutlich

schwacher ausgepragte Pathologie (n = 5, 1.0 £ 0.2). Interessanterweise schien dabei die
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retinale Pathologie der kortikalen Pathologie voranzugehen. So zeigten sich im Alter von 2
Monaten bereits die ersten fibrillaren Tau-Aggregate in den Retinae homozygoter P301S-
Tiere, wohingegen nur sehr schwache Immunoreaktivitdt gegen hyperphosphoryliertes Tau
(AT8) im zerebralen Cortex detektiert werden konnte (Abbildung 19 d). Zahlreiche ATS8-
positive Neurone und eine intensive Farbung des Neuropils im Cortex wurden erst in alteren
homozygoten P301S-Tieren gefunden, wie am Beispiel einer 5 Monate alten Maus gezeigt
(Abbildung 19 e).
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Abbildung 19: Verlauf der Tau-Pathologie in der Retina der P301S-Linie ex vivo.

a, b Immunhistochemische Farbungen von retinalen Wholemounts von P301S- und P301S x YFP-
Mausen mit dem Antikérper AT8 gegen hyperphosphoryliertes Tau (rot) und dem Fluorophor FSB
(weil3). In grin erscheinen YFP-positive RGC. ¢ Quantifizierung der FSB-positiven Zellen
homozygoter und heterozygoter P301S- und P301S x YFP-Mause in retinalen Wholemounts in
verschiedenen Altersstufen (n = 5 - 6). Einzelne Datenpunkte zeigen die Anzahl FSB-positiver
Zellen einer Retina normalisiert auf die Flache. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung. **P < 0.01; ***P < 0.001. d, e Paraffinschnitte des Cortex homozygoter
P301S-Tiere im Alter von 2 und 5 Monaten gefarbt mit dem Antikérper AT8 (DAB-Farbung, braun)
und Hamatoxylin (blau). Maf3stab: 1mm (a), 100 um (b, d, e)

5.2.2.6 Langzeituntersuchungen von Effekten therapeutischer Wirkstoffe auf die

Formation fibrillarer Tau-Aggregate

Das vorgestellte Verfahren zur in vivo Langzeituntersuchung der Retinae von P301S-Tieren
ermoglichte erstmals eine Verlaufskontrolle von Therapieeffekten auf die Bildung fibrillarer
Tau-Aggregate. Konkret wurden dabei zwei Kohorten homozygoter P301S-Mause (n = 5-6)
mit den GSKS3-Inhibitoren NP12 (200 upg/g Korpergewicht) und NP103 (20 ug/g
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Korpergewicht) zwischen 2 und 5 Monaten taglich p.o. behandelt. Um den Verlauf der
Pathologie abhangig von der Behandlung zu verfolgen, wurde den Tieren wahrend dieses
Zeitraums einmal monatlich FSB i.p. verabreicht und 24 - 48 h danach die cSLO-
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Anzahl der fibrillaren Tau-Aggregate pro Retina in den
behandelten und unbehandelten Kohorten wurde analog zu der beschriebenen

Vorgehensweise in Kapitel 5.2.2.4 quantifiziert (Abbildung 20 a, c).
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Abbildung 20: Verlaufskontrolle von Therapieeffekten auf die Bildung fibrillarer Tau-
Aggregate.

a-d Quantifizierung der FSB-positiven Zellen in den Retinae von P301S-Mausen, die mit NP12 oder
NP103 behandelt wurden bzw. unbehandelt blieben. Die in vivo und ex vivo Quantifizierungen
wurden analog zu den Kapiteln 5.2.2.4 und 5.2.2.5 durchgefiihrt.

a Anreicherung der FSB-positiven Zellen in den Retinae NP12-behandelter (rot) und unbehandelter
(schwarz) P301S-Tiere zwischen 2 und 5 Monaten (n = 5 - 6). b Ex vivo Quantifizierung der Anzahl
FSB-positiver Zellen in Retina-Wholemounts der untersuchten Kohorten aus a nach der Perfusion
im Alter von 5 Monaten. ¢ Anreicherung FSB-positiver Zellen in den Retinae von NP103-
behandelten (blau) und unbehandelten (schwarz) P301S-Mausen zwischen 2 und 5 Monaten (n = 5
- 6). d Vergleich der Anzahl FSB-positiver Zellen in retinalen Wholemounts von weiblichen (n = 12)
und mannlichen (n = 6) P301S-Tieren (5 M). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
Einzelne Datenpunkte in b und d stehen fir die Anzahl FSB-positiver Zellen einer Retina
normalisiert auf die Flache.
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Die NP12-behandelte Kohorte zeigte dabei einen konstanten Anstieg der Anzahl FSB-
positiver Zellen pro Retina zwischen 2 M (5,3 + 2.3, MW £ SD) und 5 M (14,8 £ 5,4). Im
Vergleich zu dem Anstieg bei unbehandelten P301S-Tieren zwischen 2 M (3.5 + 1.3) und 5
M (12.3 £ 2.1) ergab dies keinen signifikanten Unterschied im zeitlichen Verlauf (getestet
durch zweifache Varianzanalyse) (Abbildung 20 a). Die NP103-behandelte Kohorte zeigte
ebenfalls einen konstanten Anstieg der Anzahl FSB-positiver Zellen pro Retina zwischen 2 M
(4,9 £ 2.3) und 5 M (14,2 £ 3,4), wodurch sich jedoch auch kein signifikanter Unterschied
zum Verlauf der Pathologie in der Kontrollgruppe ergab (Abbildung 20 c¢). Um dieses
Ergebnis zu verifizieren wurden die NP12- und nicht-behandelten Kohorten nach dem letzten
Imaging-Zeitpunkt (5 M) perfundiert, Retina-Wholemounts angefertigt und die FSB-positiven
Zellen analog zu Punkt 5.2.2.5 quantifiziert. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der NP12- (3,1 £ 0,6) und der nicht-behandelten (3,0 + 0,5) Kohorte (Student’scher
t-Test) (Abbildung 20 b). Diese Experimente wurden an gemischt-geschlechtlichen Kohorten
durchgefiihrt. Hierdurch ergab sich eine mdgliche Fehlerquelle, da Faktoren wie Geschlecht
oder auch der genetische Hintergrund oft erheblichen Einfluss auf die pathologische
Auspragung transgener Mausmodelle haben. Deshalb wurde die Anzahl der FSB-positiven
Zellen in retinalen Wholemounts von 5 Monate alten P301S-Mannchen (n = 12; 3.1 £ 0,6)
und -Weibchen (n = 6; 3,1 £ 0,6) miteinander verglichen. Hierbei konnte allerdings kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (getestet mit Student’schem t-Test) (Abbildung
20 d).

5.2.2.7 OCT-Langzeituntersuchungen an den Retinae von P301S-Tieren

Durch OCT-Messungen sollte ermittelt werden, inwiefern die beschriebene Akkumulation der
fibrilldren Tau-Aggregate in den Retinae von P301S-Tieren einen Einfluss auf deren
generelle Beschaffenheit hat. Dabei wurde mittels eines auf die Papille zentrierten
Kreisscans von 12° die Retinadicke zwischen RPE und RNFL an vier verschiedenen
Messpunkten ermittelt: temporal (temp), superior (sup), nasal (nas) und inferior (inf)
(Abbildung 21 a, b). Die OCT-Scans erfolgten einmal monatlich an Kohorten von P301S- und
C57BL/6-Mausen (n = 5 - 6) im Alter von 2 bis 5 Monaten. Bei 2 Monate alten Tieren konnte
zunachst kein Unterschied in der Retinadicke zwischen der P301S- (sup: 249,4 um + 4,3;
temp: 246,1 ym £ 4,2; nas: 248,1 um £ 4,7; inf: 248,4 uym % 4,1) und C57BL/6-Linie (sup:
249,3 ym % 2,5; temp: 248 uym % 3,0; nas: 246,7 ym + 2,7; inf: 247,1 uym £ 2,9) festgestellt

werden (getestet durch einfache Varianzanalyse).



Ergebnisse 69

€
=
(O]
h
2
©
©®
£
©
1
c . d
Superior - P3018 Temporal
-
o C57BI/6 o
—— *kk
— *k*k = .g & ** ok
5 260 £ 260-
g - 2
S 250~ © 2501
e ©
g S
T 240 © 240
(1% 1%
230 T T T T 230 T T T T
2 3 4 5 2 3 4 5
Alter [Monate] Alter [Monate]
e f
Inferior Nasal
270- 270+
*kk *kk
— — *kk — kkdk *kk
5 260 i g 260 - .
e £ 1
O 250 O 250
© e
© (0]
£ i=!
© 240 © 240
1% o
230 T r T T 230 T r T T
2 3 4 5 2 3 4 5
Alter [Monate] Alter [Monate]

Abbildung 21: OCT-Langzeituntersuchungen der Retinae von P301S-Mé&usen.

Langzeituntersuchungen der Retinadicke von P301S- und C57BL/6-Mausen zwischen 2 und 5
Monaten (n = 5 - 6). a, b Bestimmung der Retinadicke mittels OCT an vier verschiedenen
Messpunkten: superior (c¢), temporal (d), inferior () und nasal (f). Die beiden Kohorten P301S (rot)
und C57BL/6 (schwarz) wurden unabhangig voneinander getestet und sind nur zur
Veranschaulichung in einem Graphen dargestellt. Signifikanzen beziehen sich jeweils auf den ersten
Messpunkt bei 2 Monaten (Varianzanalyse mit Messwiederholung). Gezeigt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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Um die Retinadicke im zeitlichen Verlauf weiter zu verfolgen, wurden die ermittelten Daten
im Folgenden durch eine Varianzanalyse mit Messwiederholung analysiert (Abbildung 21 c-
f). Im Vergleich zu den erhobenen Daten bei 2 Monaten zeigten P301S-Tiere bereits ab
einem Alter von 3 Monaten (sup: 256,0 um + 4,9, ***P < 0,001; temp: 251,7 ym £ 5,1 *P <
0,05; nas: 254,6 ym £ 5,3 ***P < 0,001; inf: 255,6 ym + 4,9 ***P < 0,001) einen signifikanten
Anstieg in der Retinadicke. Allerdings wurden keine weiteren signifikanten Veranderungen
der Retinadicke von P301S-Mausen zwischen dem 3., 4. und 5. Lebensmonat festgestellt.
Ebenso fand sich bei den C57BL/6-Tieren kein signifikanter Anstieg der Retinadicke
zwischen 2 M (sup: 249,3 ym % 2,5; temp: 248 pym % 3,0; nas: 246,7 um + 2,7; inf: 247,1 ym
1 2,9)und 5 M (sup: 252 pm = 4,0; temp: 250 ym % 4,4; nas: 250,0 ym % 5,1; inf: 250,5 um +
5,3).

5.3 Pathologische Verdnderungen in den Retinae von AD- und PSP-Patienten

Neben den bisherigen Untersuchungen an den Retinae transgener Mausmodelle des
Morbus Alzheimer sollte der Frage nachgegangen werden, ob fibrillare Tau-Aggregate oder
AB-Plaques in den Retinae von humanen Alzheimer-Patienten zu finden sind. Hierzu wurden
histologische Paraffinschnitte der Retinae von AD- und PSP-Patienten (Tabelle 13) auf

Ablagerungen von AR oder hyperphosphoryliertem Tau untersucht.

Fall Krankheit Stadium Alter /Geschlecht Pl AT8 Retina
(Braak, CERAD)

1 AD VI, C 39/ m 7h +
2 AD VI, C 73/ w 20 h +
3 AD VI, C 85/m 27 h +
4 AD VI, C 56/ w 22 h +
5 AD VI, C 37/ m 24 h +
6 AD V,C 79/ m 72 h -
7 PSP - 67 /m 40 h ++
8 PSP - 84 /w 8h ++
9 Kontrolle 0 53/m 24 h -
10 Kontrolle 0 56/ m 72 h -
11 Kontrolle I 60/ w 18 h -
12 Kontrolle I 57/ m 16 h -

Tabelle 13: Untersuchte humane Falle

AD, Morbus Alzheimer; w, weiblich; m, mannlich; PIl, Postmortalintervall, PSP, progressive
supranukleare Blickparese; -, keine AT8-positiven Zellen; +, vereinzelte AT8-positive Zellen; ++, viele
AT8-positive Zellen. Das Stadium der Alzheimer-Demenz wurde durch histologische Untersuchungen
nach den Braak- und CERAD-KTriterien bestimmt (néhere Ausfihrungen vgl. Kapitel 4.4).
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Unter Verwendung des Antikdrpers AT8 konnte dabei in finf von sechs untersuchten AD-
und zwei PSP-Patienten hyperphosphoryliertes Tau nachgewiesen werden (Abbildung 22 a-
e). Bei beiden Erkrankungen waren vor allem einzelne Zellen der INL sowie die IPL von
diesen Ablagerungen betroffen. Bemerkenswerterweise waren auch bei zwei
verhaltnismaRig jungen Patienten mit Formen familidrer Alzheimer-Demenz (Fall 1 und 5, 39

bzw. 37 Jahre) diese Ablagerungen in einzelnen Zellen der INL (Abbildung 22 b, b') zu

beobachten.
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Abbildung 22: Pathologische Verdnderungen in den Retinae von humanen AD- und PSP-
Fallen.

Exemplarische vertikale Paraffinschnitte der Retinae und des Gehirns von verstorbenen Patienten.
Die Schnitte wurden mit dem Antikdrper AT8 gegen hyperphosphoryliertes Tau (a-d) bzw. 4G8
gegen AR (f, g) (DAB-Farbung, braun) und Hamatoxylin (blau) behandelt. e-e”
Immunhistochemische Farbung der Retina eines AD-Patienten mit AT8 (rot) und FSB (blau).

a-e Retinae von AD- und PSP-Patienten mit Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau
(Antikérper AT8), vor allem in Zellen der INL (Pfeile) d Kontrollfalle wiesen keine AT8-positiven
Ablagerungen auf. e-e”” AT8-positive Ablagerungen in den AD-Retinae konnten nicht mit FSB
markiert werden. f Die Retinae von AD-Patienten zeigten keine 4G8-positiven Ablagerungen von
AB, wahrend im Hippocampus dieser Patienten eindeutig AB-Plaques gefunden wurden (g). ONL,
aullere nukleare Schicht; OPL, auldere plexiforme Schicht; INL, innere nukleare Schicht; IPL, innere
plexiforme Schicht; GCL, Ganglienzellschicht. AD, Morbus Alzheimer; PSP, progressive
supranukleare Blickparese. Mafistab: 10 um
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Im Gegensatz zu den untersuchten AD-Fallen wiesen die Retinae der PSP-Patienten eine
zusatzliche AT8-positive Farbung in der RNFL auf und zeigten generell eine weitaus
intensivere Farbung als die Retinae der AD-Patienten (Abbildung 22 c). Die Retinae von
Patienten ohne neuropathologische Auffélligkeiten wiesen im Vergleich dazu kein
hyperphosphoryliertes Tau in der Retina auf (Abbildung 22 d).

Um zu klaren, ob es sich bei dem detektierten hyperphosphorylierten Tau um fibrillare Tau-
Aggregate handelt, wurden die Retina-Paraffinschnitte der AD- und PSP-Patienten mit dem
Fluorophor FSB und dem Antikdrper AT8 untersucht. Dabei war es nicht méglich, die AT8-
positiven Ablagerungen in den Retinae auch mit FSB zu markieren (Abbildung 22 e-e").
Zusatzlich wurden mit weiteren Markern versucht fibrillare Tau-Aggregate in den Retinae der
AD- und PSP-Falle nachzuweisen. Verwendet wurden hierzu Thioflavin-S, die Versilberung
nach der Gallyas-Methode sowie immunhistochemische Farbungen mit den Antikérpern
AT100, AT180, AT270 und PHF-1, die bevorzugt fibrillare Tau-Aggregate erkennen.
Allerdings konnte mit keinem dieser Marker ein positiver Nachweis fur fibrillares Tau erbracht
werden. In mitgefihrten humanen Gehirnschnitten von Alzheimer-Patienten konnten die
fibrilldren Tau- und AB-Aggregate allerdings mit allen verwendeten Markern nachgewiesen
werden.

Wie schon in den beschriebenen Experimenten an transgenen Mausmodellen des Morbus
Alzheimer (Kapitel 5.2.1), konnten auch in den humanen Retinae von AD-Patienten keinerlei
Ablagerungen von AB durch die spezifischen Antikorper 4G8 bzw. NAB228 nachgewiesen
werden (Abbildung 22 f). Mitgefihrte Paraffinschnitte vom Hippocampus der AD-Patienten
zeigten hingegen eindeutig extrazellulare AB-Plaques (Abbildung 22 g). Wie zuvor erdrtert,
wurden beim Versuch fibrillare Tau-Aggregate in den AD-Retinae nachzuweisen die Marker
FSB, Thioflavin-S und Gallyas-Silver verwendet. Diese Marker erkennen allerdings auch
fibrillare AB-Plaques. Jedoch resultierten diese Experimente in keiner positiven Farbung, die

auf AB-Plaques in den Retinae der AD-Falle hingedeutet hatte.
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6 Diskussion

Morbus Alzheimer ist die am weitesten verbreitete neurodegenerative Erkrankung mit fatalen
Folgen fir die Betroffenen, deren soziales Umfeld und mit erheblichen sozio6konomischen
Auswirkungen. Aktuell gilt die Krankheit als unheilbar, weshalb intensiv an den Ursachen und
einer moglichen Therapie geforscht wird. Ein zentrales Problem in der Identifizierung und
Validierung von neuen Therapieansatzen des Morbus Alzheimer liegt in der unzureichenden
Diagnose begrindet. Aktuell ist eine eindeutige Diagnose, mit Abgrenzung zu anderen
Demenzformen, auf histologische Untersuchungen am Gehirngewebe post mortem
beschrankt (Ballard et al, 2011; Braak et al, 2006). Man geht davon aus, dass erste
pathologische Veranderungen im Gehirn der Alzheimer-Patienten jedoch bereits
jahrzehntelang vor den klinischen Symptomen auftreten (Bateman et al, 2012; Jack et al,
2010). Deshalb wird die Krankheit im Regelfall erst zu einem Zeitpunkt diagnostiziert, bei
dem bereits irreversible Schaden an Synapsen, Nervenzellen und ganzen Arealen des
Gehirns vorliegen. Die zu spate Erkennung der Krankheit und der dadurch bedingte
verzdgerte Therapiebeginn werden als entscheidende Grinde fir das Scheitern von
klinischen Studien mit vielversprechenden Wirkstoffen angesehen, wie beispielsweise jungst
dem ApB-Antikérper Bapineuzumab (Pfizer). Ein Diagnoseverfahren zur frihzeitigen
Erkennung der Alzheimer-Demenz und fir eine klare Abgrenzung von anderen
neurodegenerativen Erkrankungen ist deshalb ebenso essentiell, wie die Etablierung neuer
Therapieansatze. Dieses dringend bendtigte Frihdiagnoseverfahren ist allerdings abhangig
von verlasslichen und krankheitsspezifischen Biomarkern. Bei der Alzheimer-Demenz liegt
die Hoffnung vor allem in der Detektion veranderter Spiegel von AR und Tau im zentralen
Nervensystem oder anderen Bereichen des Korpers (Barber, 2010).

In dieser Dissertation sollte ein Verfahren entwickelt werden, das einen Nachweis von AB-
Plaques bzw. hyperphosphoryliertem Tau in den Retinae von Mausmodellen der Alzheimer-
Demenz ermdglicht. Im Zuge dessen wurde eine Methode zur in vivo Darstellung von
fibrillaren Tau-Aggregaten in der Mausretina etabliert. Dieses Verfahren ermdglichte erstmals
die Langzeituntersuchung der Bildung fibrillarer Tau-Aggregate im Mausmodell. Diese
Methode konnte auch zur Therapiekontrolle von Wirkstoffen eingesetzt werden, die die
Bildung fibrillarer Tau-Aggregate aufhalten sollen. Darliber hinaus wurde Uberprtift, ob in den
Retinae von Alzheimer-Patienten A3- oder Tau-Aggregate zu finden sind und inwiefern diese

als Biomarker flr ein potentielles Diagnoseverfahren am Menschen in Frage kommen.
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6.1 Retinale AB-Pathologie in transgenen Mausmodellen des Morbus Alzheimer

Bisherige Studien, die sich mit der retinalen Pathologie in Mausmodellen des Morbus
Alzheimer beschéftigten, konzentrierten sich im Wesentlichen auf den Nachweis von AB. In
den letzten Jahren wurden mehrere Arbeiten veréffentlicht, in denen AB-Plaques in den
Retinae von DeltaE9- und Tg2576-Mausen nachgewiesen wurden (Koronyo-Hamaoui et al,
2011; Koronyo et al, 2012; Liu et al, 2009; Perez et al, 2009). Weitere Studien an denselben
Mauslinien konnten zwar eine erhohte Expression von APP in Zellen der GCL und INL
nachweisen, jedoch wurden nur geringe Mengen des AB-Peptids und keine Anzeichen fur
AB-Plaques in den Retinae gefunden (Dutescu et al, 2009; Ning et al, 2008). Als mdglicher
Grund fur die geringe retinale AB-Produktion, im Vergleich zum Gehirn der Tiere, wird eine
verminderte Expression der [(B-Sekretase in der Retina gesehen (Dutescu et al, 2009;
Lehman et al, 2003).

Der Nachweis von AB-Plaques in den Retinae von Tg2576- und DeltaE9-Mausen (Koronyo-
Hamaoui et al, 2011; Koronyo et al, 2012; Liu et al, 2009; Perez et al, 2009) konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Zum einen wurden Paraffinschnitte und
Wholemount-Praparate der Retinae dieser Mausmodelle immunhistologisch mit
verschiedenen AB-Antikérpern (4G8, 6E10 und NAB228) untersucht. Zum anderen wurden
die Retinae mit mehreren Fluorophoren (Methoxy-X04, BSc4090 und FSB) gefarbt, die an
fibrilldre Amyloid-Ablagerungen binden. Jedoch gelang weder mit den aufgezahlten
Antikérpern noch mit den Fluorophoren ein positiver Nachweis von AB-Plaques in den
Retinae der DeltaE9-, Tg2576-, APPPS1- und 3xTg-AD-Linie. Bemerkenswerterweise
benutzten die Studien von Liu et al (2009) und Koronyo-Hamaoui et al (2011) zum Nachweis
der retinalen AB-Plaques dieselben Antikérper 6E10 bzw. 4G8, die auch in der vorliegenden
Arbeit zum Einsatz kamen. Liu et al (2009) wiesen im Tg2576-Mausmodell retinale Ap-
Plagues mit dem Antikdrper 6E10 in einer Konzentration von 1:100 nach, eine Verdinnung,
die auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. In der Studie von Koronyo-Hamaoui et
al (2011) erfolgte der Nachweis von retinalen AB-Plaques unter anderem durch den
Antikorper 4G8 in einer Endkonzentration von 1:100. Die von uns durchgefihrten,
histologischen Experimente mit dem Antikdrper 4G8 in derselben Verdinnung (1:100)
resultierten in einer unspezifischen Farbung des gesamten Retinagewebes. Deshalb wurde
in der vorliegenden Arbeit mit hdheren Konzentrationen desselben Antikérpers (1:1000)
gearbeitet. Abgesehen von den verwendeten Antikorpern finden sich weitere Unterschiede in
den immunhistochemischen Protokollen der vorliegenden Arbeit und den diskutierten

Publikationen (Koronyo-Hamaoui et al, 2011; Koronyo et al, 2012; Liu et al, 2009; Perez et
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al, 2009). Diese Unterschiede beruhten zum Grofteil darauf, dass die aufgefiuihrten Studien
mit Kryostatschnitten anstatt den von uns verwendeten Paraffinschnitten arbeiteten. Hieraus
ergaben sich unter anderem verschiedene Vorgehensweisen in Fixation, Einbettung und
Vorbehandlung der Retinae. Deshalb Iasst sich nicht endgultig ausschlielen, dass die
Diskrepanzen zwischen den von uns gezeigten Negativergebnissen und den aufgefihrten
Publikationen auf methodischen Unterschieden beruhen. Allerdings bleibt zu betonen, dass
in der vorliegenden Arbeit mit histologischen Methoden gearbeitet wurde, die in der
Routinediagnose des Morbus Alzheimer etabliert sind, wobei vor allem die 4G8-Farbung an
Paraffinschnitten als Standardmethode hervorzuheben ist. Mit histologischen Verfahren, die
am Hirngewebe der transgenen Linien DeltaE9, Tg2576, APPPS1 und 3xTg-AD zu positiven
Signalen flihrten, gelang somit kein Nachweis von AB-Plaques in den Retinae dieser Mause.
Jedoch konnte in retinalen Wholemounts gealterter APPPS1- und Tg2576-Tiere ein 6E10-
positives, intrazellulares Signal in der GCL detektiert werden. Diese Beobachtung stimmt mit
den Befunden aus der Literatur zu gealterten Tieren der Linie Tg2576 und DeltaE9 Uberein
(Dutescu et al, 2009; Ning et al, 2008) und ist sehr wahrscheinlich durch eine APP-
Akkumulation als Folge der Uberexpression und weniger durch eine intrazelluldre AB-
Ablagerung bedingt. Da unser verwendeter Antikérper 6E10 jedoch gegen die AR-Domane
des APP gerichtet ist, kann diese Frage nicht eindeutig beantworten werden.

Des Weiteren wird in den Studien von Koronyo-Hamaoui et al (2011) und Koronyo et al
(2012) ein Verfahren zur in vivo Darstellung der von ihnen entdeckten retinalen Ap-Plaques
im DeltaE9-Mausmodell beschrieben. Hierflir wurde DeltaE9-Mausen der Farbstoff Curcumin
Uber funf Tage in Folge i.v. verabreicht und anschlieRend die Retinae der Tiere mittels einer
speziell fir Mause konzipierten Kamera (Micron Il) untersucht. In den Retinae der DeltaE9-
Mause wurden dabei kleine, fluoreszente Punkte detektiert, die von den Autoren als AB-
Plaques interpretiert wurden. In der vorliegenden Arbeit sollte ein in vivo Nachweis von
retinalen AB-Plaques analog zu den Arbeiten von Koronyo-Hamaoui et al (2011) und
Koronyo et al (2012) mit den Ap-affinen Farbstoffen FSB und BSc4090 erbracht werden.
Diese Experimente flhrten jedoch zu keinem positiven Nachweis von AB-Plaques in den
Retinae von DeltaE9-, Tg2576-, APPPS1- oder 3xTg-AD-Mausen und stimmen somit mit
unseren Negativbefunden aus den histologischen Untersuchungen Uberein. Auf Grund der
geringen Spezifitat von Curcumin fir fibrillare Proteinaggregate bevorzugten wir die
Fluorophore FSB und BSc4090 fir unsere in vivo Experimente. Neben der hohen Affinitat zu
fibrillaren AB- und Tau-Aggregaten, erflllten diese Fluorophore noch weitere wichtige
Kriterien: Dazu gehoérten neben einer geringen Toxizitat die Anregbarkeit der Fluorophore mit

Licht von Wellenlangen > 400 nm, da kurzere Wellenlangen von der Linse verstarkt
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absorbiert werden (Lerman, 1987). Eine weitere wichtige Eigenschaft der Fluorophore ist
deren Gangigkeit Uber die Blut-Hirn- bzw. Blut-Retina-Schranke. Wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, konnten durch eine einmalige Applikation von Bsc4090 und FSB AB-Plaques
im Mauscortex in vivo markiert werden (Abbildung 10), (Bolander et al, 2012; Higuchi et al,
2005). Bei dem Versuch AB-Plaques in den Retinae der DeltaE9-, Tg2576-, APPPS1- und
3xTg-AD-Mause nachzuweisen, wurden FSB und BSc4090 auf dieselbe Weise verabreicht,
wie zuvor fur die erfolgreiche in vivo Markierung der AB-Plaques im Gehirn. Die verabreichte
Konzentration der Fluorophore und die Wartezeit zwischen Applikation und Retinascan sind
demnach als Fehlerquelle fir die gescheiterte Detektion der AB-Plaques auszuschliel3en. Fir
diese in vivo Experimente wurde angenommen, dass die Fluorophore die Blut-Retina-
Schranke mit einer vergleichbaren Effizienz passieren wie die Blut-Hirn-Schranke.
Entscheidend flir unsere Versuche eines in vivo Nachweises von AB-Plaques in den Retinae
der transgenen Mausmodelle war der Ausschluss unspezifischer Signale bedingt durch
autofluoreszente Ablagerungen. Diese Punkte erhoéhter Autofluoreszenz kommen
bekannterweise in den Retinae gealterter Mause vor und treten bei in vivo Aufnahmen der
Retina deutlich als kleine fluoreszente Punkte hervor (Xu et al, 2008). Deshalb wurden in der
vorliegenden Arbeit Bilder der Mausretina vor und nach der Gabe der Fluorophore
aufgenommen und miteinander verglichen. Nach der Applikation von FSB oder BSc4090
wurden allerdings keine neuen fluoreszenten Signale detektiert, die auf AB-Plaques in den
Retinae der untersuchten Mausmodelle hingewiesen hatten. Die Diskrepanz zwischen
diesen Negativbefunden und dem in vivo Nachweis von retinalen AB-Plaques von Koronyo-
Hamaoui et al (2011) und Koronyo et al (2012) kdnnte dadurch erklart werden, dass beide
Arbeiten die diskutierten Signale erhohter Autofluoreszenz in der Mausretina nicht
bericksichtigen. Auffalligerweise beschreiben Koronyo-Hamaoui et al (2011) die Anregung
von Curcumin bei einer Wellenlange von 550/25 nm und die Detektion bei 605/70 nm. Diese
verwendeten Bandpassfilter sind mit dem Anregungs- und Emissionsspektrum von Curcumin
nicht vereinbar (Bong, 2000). Allerdings kénnen die in der Literatur beschriebenen
autofluoreszenten Aggregate in der Mausretina mit diesen Anregungs- und Emissionsfiltern
detektiert werden (Xu et al, 2008).

Zusammenfassend flhrten unsere histologischen Untersuchungen und in vivo Experimente
zu keinem positiven Nachweis von retinalen AB-Plaques in den untersuchten Mausmodellen
des Morbus Alzheimer (APPPS1, 3xTg-AD, DeltaE9 und Tg2576). Dabei kann das Alter der
Tiere diese negativen Befunde nicht erklaren. Alle untersuchten Mause hatten das Alter
Uberschritten, bei dem laut Literatur AB-Plaques im Gehirn (APPPS1, 3xTg-AD) bzw. in der

Retina und im Gehirn (DeltaE9, Tg2576) zu erwarten gewesen waren (vgl. dazu Tabelle 14).
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Literaturangaben

Eigene Befunde

i FEUEREE I ST zur Retinapathologie zur Retinapathologie
AB-Plaques ab 2 M
(Koronyo-Hamaoui et al, 2011)
) AB-Plaques ab 12 M keine AB-Plaques
DeltaE9 6‘;5&23&3 Zfa@; I\goo 4 (Perezetal, 2009) ex vivo: 16-28 M (n = 8)
y ’ keine AB-Plaques in vivo: 16-24 M (n = 7)
(Dutescu et al, 2009; Ning et
al, 2008)
AB-Plaques ab 14 M
_ (Liu et al, 2009) keine AB-Plaques
Uizt ’?ﬁs; '21‘:2? "’1‘%;5)'\" keine AB-Plaques ex vivo: 16-23 M (n = 5)
’ (Dutescu et al, 2009; Ning et in vivo: 16-22 M (n = 5)
al, 2008)
keine AB-Plaques
HPAHAT] AIE Plasnes &l 2 i keine Literaturangaben ex vivo: 8-22 M (n = 5)
(Radde et al, 2006) N v
in vivo: 11 M (n = 2)
AB-Plaques und keine AB-Plaques oder
3xTg-AD  hyperphosphoryliertes : . hyperphosphoryliertes Tau
Tau ab 15 M T T 26 ex vivo: 21-32 M (n = 5)
(Oddo et al, 2003) in vivo: 19-22 M (n = 2)
hyperphosphoryliertes R
P301S  Tauab3M Eggiafﬁn?i?a?bz%% fibrilldres Tau ab 2 M
(Hampton et al, 2010) P ’
Tabelle 14: Retinale Pathologie der untersuchten Mausmodelle laut Literatur und eigene
Befunde

6.2 Retinale Tau-Pathologie im Mausmodell und deren in vivo Darstellung

Transgene Mausmodelle des Morbus Alzheimer exprimieren FAD-assoziierte APP- oder
PS1-Mutationen und entwickeln eine dem humanen Alzheimer ahnliche AB-Pathologie.
Anders als bei Patienten des Morbus Alzheimer findet man jedoch bei diesen Tiermodellen
keine vergleichbare Auspragung der Tau-Pathologie. Oft werden deshalb in das Genom
dieser transgenen Tiermodelle zusatzliche Mutationen des MAPT-Gens eingebracht, die
man ursprunglich in Fallen der FTDP-17 gefunden hatte (Gotz & Ittner, 2008). Ein Beispiel
fur ein solches Vorgehen stellt die 3xTg-AD-Linie dar, die neben einer APP- und PS7- auch
eine MAPT-Mutation (P301L) exprimiert (Oddo et al, 2003). Fir spezielle Fragestellungen
bezlglich der Rolle der Tau-Pathologie im Morbus Alzheimer werden allerdings auch Linien
herangezogen, die ausschlielllich FTDP-17 assoziierte Mutationen exprimieren, wie die
P301S-Linie. Neben der 3xTg-AD-, war die P301S-Linie in der vorliegenden Arbeit von
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besonderem Interesse, da sie das am besten charakterisierte Modell mit retinaler Tau-
Pathologie ist (Bull et al, 2012; Gasparini et al, 2011; Magnani et al, 2007).

In den Retinae der 3xTg-AD-Mause konnten keine Ablagerungen von hyperphosphoryliertem
Tau in vivo oder ex vivo nachgewiesen werden. Allerdings gelang erstmals die in vivo
Darstellung von fibrillaren Tau-Aggregaten in der Retina der P301S-Linie mittels des
Fluorophors FSB. Dadurch wurde ein zentrales Ziel dieser Dissertation erfiillt: die
Etablierung eines in vivo Nachweisverfahrens von fibrillaren Tau-Aggregaten in der
Mausretina. Inwiefern sich dieses Nachweisverfahren auf diagnostische Fragestellungen bei
humanen Patienten Ubertragen lasst, wird in Kapitel 6.3 diskutiert. Des Weiteren gelang
erstmals die Etablierung einer Methode zur Langzeituntersuchung der Bildung fibrillarer Tau-
Aggregate. Um den Wert dieser Experimente einzuordnen, ist es hilfreich die aktuelle
Situation in der Literatur zu betrachten: Aktuell erlaubt die Methode der chronischen in vivo
2-Photonen-Mikroskopie die Untersuchung von pathologischen Veranderungen im Cortex
transgener Mausmodelle des Morbus Alzheimer. Beispielsweise kdnnen so die Formation
von AB-Plaques und der damit assoziierte Synapsenverlust Uber die Zeit verfolgt werden
(Bittner et al, 2012; Burgold et al, 2010). Jedoch steht die in vivo Untersuchung fibrillarer
Tau-Aggregate im zentralen Nervensystem und assoziierter neurodegenerativer Effekte noch
am Anfang. Dieses Defizit beruhte bisher vor allem auf methodischen Problemen. So erhéht
die intrazellulare Lokalisation des fibrillaren Taus die Anforderungen an systemisch-
applizierbare Fluorophore fir die in vivo Markierung dieser Aggregate. Dementsprechend
gelang es nur einmal fibrilldare Tau-Aggregate nach einer systemischen Applikation des
Fluorophors X-34 im Cortex eines transgenen FTDP-17-Modells (Tg4510) zu markieren und
durch in vivo 2-Photonen-Mikroskopie zu untersuchen (de Calignon et al, 2010). Ein
vergleichbares chronisches in vivo Imaging, um die Formation von fibrillaren Tau-Aggregaten
oder die direkte Auswirkung dieser Tau-Aggregate auf die betroffene Nervenzelle und deren
Synapsen zu untersuchen, wurde bisher nicht durchgefiihrt. Die in der vorliegenden Arbeit
vorgestellte Langzeituntersuchung im P301S-Mausmodell ermdglichte somit zum ersten Mal
Untersuchungen zur Kinetik der Formation fibrillarer Tau-Aggregate im zentralen
Nervensystem.

Hierdurch konnte der Vvieldiskutierten Frage im Forschungsfeld der Tauopathien
nachgegangen werden, inwiefern die Bildung fibrillarer Tau-Aggregate zum Untergang von
Nervenzellen flihrt (Spires-Jones et al, 2011). In unseren Untersuchungen konnte Uber
mehrere Monate ein konstanter Anstieg der Anzahl FSB-positiver Neurone in der Retina
beobachtet werden. Allerdings wurde die Bildung neuer Tau-Aggregate von keinem Verlust

einzelner FSB-positiver Zellen Uber die Zeit begleitet, was fur den Untergang der markierten



Diskussion 79

Zellen gesprochen hatte. Fir die Vitalitdit der FSB-positiven RGC sprechen auch die
begleitenden histologischen Untersuchungen. Zum einen konnten die FSB-positiven Zellen
ausnahmslos mit dem neuronalen Marker NeuN gefarbt und zum anderen keine
pathologischen Auffalligkeiten in den dendritischen Baumen dieser RGC festgestellt werden.
Als indirekter Indikator fir einen mdglichen Nervenzell- oder Synapsenverlust wurde zudem
die Retinadicke von P301S-Tieren mittels OCT-Messungen bestimmt. Dabei konnte kein
Anzeichen flir einen Gewebeverlust im Zeitraum zwischen dem 2. und 5. Lebensmonat
beobachtet werden. Entgegen den Erwartungen wurde sogar ein Zuwachs der Retinadicke
von P301S-Mausen zwischen 2 und 3 Monaten festgestellt. Die Messung der Retinadicke
mittels OCT zur Untersuchung pathologischer Veranderungen ist mittlerweile eine gangige
Methode in verschiedensten Mausmodellen. So zeigte eine friihere Arbeit, dass gewonnene
Daten von in vivo OCT-Untersuchungen mit einem vergleichbaren Gerat (HRA Spectralis)
bestens mit histologischen Dickenmessungen der Mausretina korrelieren (Fischer et al,
2009). All diese Befunde sprechen dafir, dass die Bildung von fibrillaren Tau-Aggregaten
innerhalb des untersuchten Zeitraums von 3 Monaten nicht ausreichend ist, um einen
Untergang von Neuronen auszuldsen, wie er in Tauopathien wie der FTDP-17 beobachtet
wird. Diese Schlussfolgerung wird weiterhin durch eine vorangegangene Studie untersttzt,
bei der die Anzahl RGC in gealterten P301S-Mausen quantifiziert und dabei kein
Unterschied zur Kontrollkohorte festgestellt wurde (Gasparini et al, 2011). Jingste
Untersuchungen im Cortex der Tg4510-Linie flhrten zu vergleichbaren Befunden: Hier
wurden ebenfalls fibrillare Tau-Aggregate in groRer Zahl identifiziert. Es fanden sich jedoch
keine Anzeichen dafir, dass Nervenzellen, die fibrillare Tau-Aggregate bilden auch daran zu
Grunde gehen (de Calignon et al, 2010). Eine weitere Studie zeigte, dass bei Tg4510-Tieren
mit pathologisch bedingten kognitiven Ausfallen eine Unterdriickung der Expression des
Tau-Transgens die Gedachtnisleistung und Neuronenzahl stabilisiert (Santacruz et al, 2005).
Diese Arbeiten weisen darauf hin, dass nicht fibrillare, sondern eine losliche Vorstufe der
Tau-Aggregate flr die neurotoxische Wirkung verantwortlich ist.

Weiterhin bietet der hier vorgestellte Ansatz zur Langzeituntersuchung fibrillarer Tau-
Aggregate erstmalig die Moglichkeit Therapieeffekte ,live* zu verfolgen. Dies sollte am
Beispiel der Wirkung von zwei GSK3-Inhibitoren gezeigt werden. Das Enzym GSK3 wurde
als therapeutisches Ziel ausgewahlt, da es sich um ein zentrales Schllisselenzym in der
Phosphorylierung des Tau-Proteins handelt. Diese Phosphorylierung gilt als initialer Schritt
fur die Bildung von fibrillaren Tau-Aggregaten (Hanger et al, 1992; Lucas et al, 2001). Das
Enzym ist aulierdem von besonderem Interesse, da es durch AR Gber den Insulin- oder Wnt-

Signalweg Uberaktiviert werden kann. Somit wird GSK3 als mdgliches Verbindungsglied
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zwischen AB und Tau in der Alzheimer-Pathogenese angesehen (Alvarez et al, 1999;
Busciglio et al, 1995; Hernandez et al, 2009; Magdesian et al, 2008; Townsend et al, 2007).
Mehrere praklinische Studien zeigten bereits eine Verminderung der Tau-Pathologie in
verschiedenen transgenen Mausmodellen durch die Behandlung mit dem unspezifischen
GSK3-Inhibitor Lithium (Caccamo et al, 2007; Nakashima et al, 2005; Shimada et al, 2012).
Fir einen mdoglichen Therapieansatz sind GSKS3-spezifische Inhibitoren jedoch einem
unspezifischen Inhibitor wie Lithium vorzuziehen. Deshalb wurden die Experimente in
unserer Arbeit mit den GSKS3-Inhibitoren NP12 und NP103 (Firma Noscira) durchgefihrt.
Wahrend sich NP103 aktuell noch in der praklinischen Phase befindet, war vor allem NP12
(Tideglusib) ein interessanter Wirkstoff flir eine Inhibition der Bildung fibrillarer Tau-
Aggregate. Die Effektivitat des Wirkstoffs NP12 wurde zum Zeitpunkt des Versuchs in einer
klinischen Phase Il b an Alzheimer- und PSP-Patienten getestet.

Fir das Therapieexperiment wurden P301S-Mause zwischen 2 und 5 Monaten mit den
GSK3-Inhibitoren behandelt und einmal monatlich nach der Applikation von FSB in vivo
untersucht. Es konnten dabei keine signifikanten Unterschiede auf die Bildung fibrillarer Tau-
Aggregate zwischen den NP12- bzw. NP103-behandelten und unbehandelten P301S-Tieren
beobachtet werden. Diese Befunde stehen im Widerspruch zu einer friiheren Studie, in der
eine Reduktion der Tau-Ablagerungen im Gehirn von NP12-behandelten transgenen Tieren
beschrieben wurde (Sereno et al, 2009). In der Studie von Sereno et al (2009) und in der
vorliegenden Arbeit wurden die transgenen Tiere mit NP12 in derselben Konzentration (200
Mg/g Koérpergewicht) und Verabreichungsweise (p.o.) sowie Uber denselben Zeitraum (3 M)
behandelt. Somit kénnen diese Parameter als Fehlerquellen fir die unterschiedlichen
Befunde ausgeschlossen werden. Der Hauptunterschied in den beiden Arbeiten liegt in den
untersuchten Mausmodellen. Wahrend in der vorliegenden Arbeit P301S-Mause behandelt
wurden, nutzten Sereno et al (2009) die APPg.-tauy,-Linie. Diese exprimieren eine
schwedische Doppelmutation (K670N-M671L) und drei verschiedenen Tau-Mutationen
(G272V, P301L und R406W). Die APPg,.-tau,,-Mause entwickeln erst ab einem Alter von 9
Monaten Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau (Perez et al, 2005), im Vergleich zu
der aulerst aggressiven Aggregation des Tau-Proteins im P301S-Mausmodell, die bereits
ab dem 3. Monat im Cortex und ab 6 Wochen in der Retina entsteht (Gasparini et al, 2011;
Hampton et al, 2010). Die starkere Tau-Pathologie der P301S-Linie mag als maogliche
Ursache fir den gescheiterten Therapieversuch in der vorliegenden Arbeit gelten.

Obwohl mit den verwendeten GSK3-Inhibitoren kein Effekt auf die Bildung fibrillarer Tau-
Aggregate beobachtet werden konnte, verdeutlichen diese Experimente das Prinzip nach

dem in Zukunft die Wirkungen einzelner Therapeutika Uber die Zeit in vivo verfolgt werden
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kénnen. Experimente dieser Art bieten erhebliche Vorteile im Vergleich zu bisherigen
Studien an MAPT-transgenen Mausen, bei denen die Wirksamkeit von Medikamenten
getestet wurde. So war eine nicht-invasive Untersuchung von Therapieerfolgen Uber die Zeit
bisher nur durch Verhaltensexperimente mdglich. Jedoch spiegelt die hierdurch gemessene
kognitive Lernfahigkeit der Tiere nur indirekt die Veranderungen in der Tau-Pathologie wider
(Gotz & Ittner, 2008). Bezuglich der Tau-Pathologie mussten sich bisherige Therapiestudien
stets auf histologische und biochemische Untersuchungen der Versuchskohorten verlassen.
Diese Experimente zeigen allerdings nur eine Momentaufnahme des Behandlungserfolgs
und unterliegen einem wohlbekannten und vieldiskutierten Problem der Heterogenitat der
Pathologieauspragung von Tier zu Tier. Durch die Mdglichkeit den Verlauf der Tau-
Pathologie einzelner Tiere Uber die Zeit zu verfolgen, wird dieses Problem kontrollierbar. Aus
tierschutzrechtlicher Sicht ist eine nicht-invasive Langzeituntersuchung ebenfalls sehr
attraktiv, da die Anzahl der bendétigten Tiere fir verschiedene Experimente erheblich
reduziert werden kann - insbesondere wenn es darum geht verschiedenen Alterskohorten zu
untersuchen.

Der hier vorgestellte Ansatz zur Langzeituntersuchung fibrillarer Tau-Aggregate in der Retina
bietet zudem neue Moglichkeiten interessante Fragestellungen im Kontext der intrazellularen
Tau-Aggregation zu verfolgen. So konnte in einer Studie kirzlich gezeigt werden, dass
hyperphosphoryliertes und aggregiertes Tau zu einem reduzierten axonalen Transport im
optischen Nerv der P301S-Linie fuhrt (Bull et al, 2012). Weiterhin demonstrierte diese Arbeit
auch eine erhohte Anfalligkeit der RGC dieser Mause fir exzitotoxischen Schaden, der
kiinstlich durch eine intravitreale Injektion von NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) hervorgerufen
wurde. In diesem Zusammenhang kénnte das in der vorliegenden Arbeit dargestellte
Verfahren zur in vivo Langzeituntersuchung der fibrillaren Tau-Aggregate eine Mdglichkeit
bieten, um die Kinetik des Zelluntergangs nach exzitotoxischen Schaden oder unter Einfluss
vergleichbarer Stressfaktoren zu untersuchen. Eine weitere interessante Moglichkeit ergibt
sich durch die in der vorliegenden Arbeit gezeigte, permanente Bindung des Fluorophors
FSB von mindestens 1 Monat an die fibrillaren Tau-Aggregate. Hierdurch wird eine Methode
denkbar, bei der die Zellen mit fibrillarem Tau in vivo durch FSB markiert werden und zeitlich
versetzt ex vivo histologische Untersuchungen an denselben Zellen durchgefiihrt werden.
Hierdurch ware beispielsweise eine hochauflésende Analyse am konfokalen System von
verschiedensten zellularen Faktoren in zeitlicher Abhangigkeit von der Bildung der fibrillaren
Tau-Aggregate mdéglich. Eine ahnliche ,time-stamp“-Methode wurde bereits im Cortex
transgener Mause flr die Wachstumsanalyse von AB-Plaques und der assoziierten

Neurotoxizitat verwendet (Condello et al, 2011).



82 Diskussion

6.3 Ubertragbarkeit der murinen Befunde auf ein humanes Diagnoseverfahren

In der bereits mehrfach diskutierten Studie von Koronyo-Hamaoui et al (2011) wurden neben
AB-Plagques in den Retinae von DeltaE9-Tieren auch erstmals die Prasenz dieser
Ablagerungen in postmortalen Retinae von Alzheimer-Patienten beschrieben. Die Autoren
fanden die AB-Plaques nicht nur in den Retinae von Alzheimer-Patienten im fortgeschrittenen
Stadium, sondern auch in Fallen, die im Frihstadium der Erkrankung verstorben waren. Die
Studie schirte damit groRe Hoffnungen fir ein mogliches Frihdiagnoseverfahren der
Erkrankung tber den Nachweis der AB-Plaques in der Retina.

In der vorliegenden Arbeit war es allerdings nicht moglich einen histologischen Nachweis von
AB-Plagues im postmortalen Retinagewebe von Alzheimer-Patienten zu erbringen. Die
Diskrepanz zu den Ergebnissen von Koronyo-Hamaoui et al (2011) kann unterschiedliche
Grunde haben. In erster Linie sind Unterschiede in der Prozessierung des Gewebes und den
verwendeten Antikdrperkonzentrationen (vgl. ausfuhrlichere Darstellung in Kapitel 6.1) zu
diskutieren. Deshalb Iasst sich auch an diesem Punkt nicht vollkommen ausschlie3en, dass
die Unterschiede zwischen den hier gezeigten Ergebnissen und den Befunden von Koronyo-
Hamaoui et al (2011) auf methodischen Abweichungen beruhen. An diesem Punkt sollte
jedoch nochmals darauf verwiesen werden, dass in der vorliegenden Arbeit standardisierte
Verfahren aus der Routinediagnostik des Morbus Alzheimer eingesetzt wurden, und die
Farbungen durchwegs an humanen Gehirnschnitten kontrolliert wurden. Unsere
Negativbefunde werden zudem durch friihere Publikationen gestitzt, in denen ebenfalls
keine AB-Plaques in den Retinae von neuropathologisch diagnostizierten Fallen (Blanks et
al, 1989; Hinton et al, 1986) bzw. Patienten mit klinischer Symptomatik (Leger et al, 2011)
des Morbus Alzheimer gefunden wurden. Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
ein Frihdiagnoseverfahren, das auf dem Nachweis von AB-Plaques in der humanen Retina
basiert, nicht moglich ist.

Anders sieht es jedoch mit Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau aus. Diese fanden
sich in den Retinae von Patienten mit sporadischem und familiarem Alzheimer, aber auch in
Fallen von PSP, einer weiteren Tauopathie. Der hierbei verwendete Antikorper AT8 erkennt
spezifisch Tau doppelt phosphoryliert an Ser202/Thr205 und findet weitverbreitet
Anwendung in der histologischen Routinediagnostik des Morbus Alzheimer (Biernat et al,
1992; Braak et al, 2006). Weitere histologische Untersuchungen mit Antikbrpern gegen
andere Phosphorylierungsstellen des Tau-Proteins (AT100: Ser212/214; AT180:
Thr231/Thr235; AT270: Thr181; PHF-1: Ser396/404) resultierten hingegen in keinen

positiven Farbungen der humanen Retinae. Diese offensichtlich schwierige Nachweisbarkeit
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der Tau-Aggregate bietet einen moglichen Erklarungsansatz, weshalb bisherige Studien am
postmortalen Retinagewebe von Alzheimer-Patienten keine Ablagerungen von
hyperphosphoryliertem Tau finden konnten (Blanks et al, 1989; Hinton et al, 1986; Leger et
al, 2011; Loffler et al, 1995). Ein weiterer genereller Faktor, der einen histologischen
Nachweis der retinalen Tau-Aggregate erschweren kénnte, ist das Postmortalintervall (Pl)
der einzelnen Falle. In der vorliegenden Arbeit zeigte nur einer von sechs der untersuchten
Alzheimer-Patienten keine AT8-positiven Ablagerungen in der Retina. Hierbei handelte es
sich um den Fall mit dem am weitesten fortgeschrittenen Pl von ca. 72 h. In einer friiheren
Studie konnte bereits gezeigt werden, dass Faktoren wie das Pl oder auch die
Umgebungstemperatur einen erheblichen Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad
verschiedenster Proteine haben (Oka et al, 2011). Fir das Tau-Protein wurde dieser
Sachverhalt allerdings noch nicht endglltig gezeigt.

An diesem Punkt stellt sich die Frage, inwiefern hyperphosphoryliertes Tau in der Retina fir
eine Alzheimer-Diagnose verwendet werden kann. Zunachst bleibt festzuhalten, dass
hyperphosphoryliertes Tau keine fir den Morbus Alzheimer spezifische pathologische
Veranderung darstellt, sondern alle Tauopathien diese Veranderungen aufweisen (Goedert,
2004). Generell nimmt man jedoch an, dass hyperphosphoryliertes Tau als Biomarker fur
einen moglichen Diagnoseansatz des Morbus Alzheimer besser geeignet ist als AB-Plaques.
Diese sind zwar typisch fir die Alzheimer-Erkrankung, jedoch korrelieren extrazellulare,
fibrillare AB-Ablagerungen im Gehirn nur unzureichend mit der klinischen Auspragung der
Demenz (Arriagada et al, 1992). Hingegen korreliert die Dichte und Verteilung versilberbarer,
intrazelluldrer Tau-Ablagerungen in Form von Tangles und Neuropilfaden im Gehirn
wesentlich besser mit dem Schweregrad der Erkrankung (McKee et al, 1991).

Der prasentierte in vivo Nachweis von fibrillarem Tau in den Retinae von P301S-Mausen
verdeutlicht, wie ein diagnostisches System an Alzheimer-Patienten prinzipiell funktionieren
kénnte. Um zu Uberprifen, ob der Ansatz einer Detektion von hyperphosphorylierten Tau-
Aggregaten auch beim Menschen denkbar ware, wurden die Retinae von AD- und PSP-
Fallen mit verschiedenen Fluorophoren gefarbt. Die AT8-positiven Ablagerungen dieser
Retinae konnten dabei allerdings weder mit den Fluorophoren FSB, BSc4090, Thioflavin-S
noch durch eine Versilberung nach Gallyas gegengefarbt werden. Insbesondere die Farbung
mit Thioflavin-S und die Versilberung nach Gallyas sind weitverbreitete Methoden, um
histologisch zwischen fibrillaren und nicht-fibrillaren Tau-Aggregaten zu unterscheiden. Diese
Farbungen beruhen dabei auf der charakteristischen B-Faltblattstruktur der Tau-Fibrillen
(Kuret et al, 2005; Sun et al, 2002). Es ist davon auszugehen, dass auch Fluorophore wie
FSB und BSc4090 abhangig von dieser B-Faltblattstruktur binden (Bolander et al, 2012; Sato
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et al, 2004). Dies wiederrum legt den Schluss nahe, dass es sich bei den AT8-positiven Tau-
Ablagerungen in den Retinae der AD- und PSP-Patienten nicht um fibrillare Aggregate
handelt.

Basierend auf den aktuell verfigbaren fluoreszenten Markern gegen AB und Tau ist
demnach ein Diagnoseverfahren des Morbus Alzheimer Uber einen Nachweis dieser

Proteinaggregate in der Retina nicht denkbar.

6.4 Ausblick fiir ein Diagnoseverfahren des Morbus Alzheimer uber die Retina

Um die beschriebenen AT8-positiven Anreicherungen in den humanen Alzheimer-Fallen als
Biomarker fUr ein Retina-basiertes Diagnoseverfahren nutzen zu kdnnen, wirde eine neue
fluoreszente Sonde bendtigt. Diese musste hyperphosphoryliertes Tau auch in seiner nicht-
fibrillaren Konformation erkennen. Sollte in Zukunft ein solcher Ansatz weiterverfolgt werden,
bleiben einige entscheidende Punkte zu klaren. Fir ein potentielles Friihdiagnoseverfahren
ware es zunachst essentiell zu wissen, ab welchem Zeitpunkt das hyperphosphorylierte Tau
in der Retina relativ zur Pathologie im Gehirn detektiert werden kann. Auch musste geklart
werden, ob die Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau in der Retina bei Alzheimer-
Patienten von pathologischen  Veranderungen bei Personen mit primaren
Augenerkrankungen abgrenzbar sind. So wurde beispielsweise bereits
hyperphosphoryliertes Tau in den postmortalen Retinae von Glaukom-Patienten
nachgewiesen (Gupta et al, 2008). Weiterhin kénnten Patienten, die an anderen Tauopathien
leiden, ebenfalls Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau in der Retina entwickeln,
was eine diagnostische Abgrenzung vom Morbus Alzheimer erschwert oder sogar unmaoglich
macht. So lieRen sich in der vorliegenden Studie in den Retinae von PSP-Patienten sehr
intensive AT8-positive Ablagerungen im Vergleich zu den Alzheimer-Fallen feststellen.

Abgesehen von den Biomarkern AR und Tau wurden in der Vergangenheit auch andere
Veranderungen in der Retina fir ein Diagnoseverfahren des Morbus Alzheimer in Betracht
gezogen. Beispielsweise wurden Verminderungen der RNFL-Dicke in OCT-Messungen (Iseri
et al, 2006; Lu et al, 2010; Paquet et al, 2007) oder Veranderungen im Elektroretinogramm
(ERG) von Alzheimer-Patienten beschrieben (Krasodomska et al, 2010). Beide Befunde
wurden bei Patienten im Frihstadium der Erkrankung beschrieben, weshalb ihre Relevanz
fur eine mogliche Frihdiagnose diskutiert wurde. Es ist anzunehmen, dass die
Veranderungen im OCT und dem ERG in der beschriebenen Ganglienzelldegeneration von

Alzheimer-Patienten begriindet liegen (Blanks et al, 1989; Hinton et al, 1986). Eine direkte
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Untersuchung der Degeneration von Ganglienzellen ware durch eine intravitreale Injektion
von Apoptosemarkern wie Annexin-V in vivo denkbar. Eine solche Untersuchungsmethode
wurde bereits erfolgreich an der Mausretina durchgefiihrt (Cordeiro et al, 2010; Cordeiro et
al, 2004; Guo et al, 2007). Weiterhin wurden bei Patienten des Morbus Alzheimer verengte
Venen und ein verminderter Blutfluss in der Retina festgestellt (Berisha et al, 2007). Auch
anderen Bereichen des Auges wurde eine potentielle diagnostische Verwertbarkeit
zugeschrieben. So wurden in der Linse und im Kammerwasser von Alzheimer-Patienten AB
in Konzentrationen festgestellt, die mit dem Gehirn bzw. CSF vergleichbar waren (Goldstein
et al, 2003). Zudem zeigten die Betroffenen eine Hypersensitivitdt gegen Augentropfen mit
dem Wirkstoff Tropicamid, einem cholinergen Antagonisten (Scinto et al, 1994). Fir all diese
Befunde bleibt jedoch abzuklaren, inwiefern sie von ausreichender Spezifitat sind.
Abgesehen von den potentiellen Frihdiagnoseverfahren (ber das Auge ist davon
auszugehen, dass in naher Zukunft Methoden, wie das MRT- und PET-Imaging oder die
biochemischen Untersuchungen am Liquor von AD-Patienten, weiter vorangetrieben werden
(Hansson et al, 2006; Klunk et al, 2004; Mattsson et al, 2009b; Nordberg, 2004). So wurde
vor kurzem eine Langzeitstudie veréffentlicht, die die Detektion einzelner Biomarker vor dem
Einsetzen erster klinischer Symptome bei FAD-Patienten beschreibt (Bateman et al, 2012).
Beispielsweise wurden 25 Jahre vor dem erwarteten Einsetzen erster Symptome der FAD-
Patienten ein verminderter Spiegel von AB4, im CSF nachgewiesen. 15 Jahre vor den ersten
Symptomen wurden aul’erdem ein erhéhter Spiegel von hyperphosphoryliertem Tau im CSF,
eine verstarkte Gehirnatrophie im MRT und AB-Plaques durch PET-Imaging festgestellt.
Diese Diagnoseverfahren haben jedoch mit generellen Nachteilen wie z.B. hohen Kosten
oder der Invasivitdt zu kampfen. Hierdurch vermindern sich die Aussichten auf ein breit
einsetzbares Fruhdiagnoseverfahren. Weiterhin bleibt abzuwarten, inwiefern die erzielten
Ergebnisse mit FAD-Patienten aus der Studie von Bateman et al (2012) auch bei

sporadischen Fallen der Erkrankung wiederholt werden kénnen (Mucke, 2009).
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