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Abstract

A good knowledge of the crucial brainstem areas and pathways for generating saccadic eye
movements forms the basis for the work presented here. The findings are expected to contribute
to the understanding of propagation pathways in tauopathies, particularly progressive
supranuclear palsy (PSP). In this post-mortem pilot project, it was investigated whether a
correlation exists between the type and severity of eye movement disorders and the
degeneration of the motoneurons of the extraocular muscles in PSP patients. For this purpose,
eight neuropathologically confirmed PSP cases with existing clinical symptoms and three
control cases were examined in the oculomotor nucleus (nlll), trochlear nucleus (nlV),
abducens nucleus (nVI), central caudal nucleus (CCN), and Edinger-Westphal nucleus central
projecting population (EWcp) by immunostaining with mouse anti-human PHF-Tau (ATS8) and
hemalaun counterstaining. The eight PSP cases were classified into four stages of disease. Stage
I shows no saccade deficits. Stage II is characterized by the presence of vertical gaze palsies.
In stage III, the vertical gaze palsies are accompanied by slowed horizontal saccades, and in
stage IV, complete gaze palsy in all directions is present. The vestibulo-ocular reflex (VOR)
was still present in stages I-III and could not be elicited in stage IV. After immunohistochemical
staining, the sections were digitized with a slide scanner at 20x magnification, viewed with the
"Panoramic viewer software", evaluated and then analyzed. With the help of the software
HistoQuant, fibers and glial cells could be recorded in addition to neurons. A semiquantitative
evaluation was also performed in the premotor gaze centers for horizontal and vertical saccades,
the paramediane pontine formatio reticularis (PPRF) and rostral interstitial nucleus of medial

longitudinal fasciculus (RIMLF), respectively.

In the oculomotor nuclei, there was essentially an increase in AT8 immunostaining from stage
['to I'V. There was no difference between the motor neurons responsible for horizontal or vertical

gaze directions, respectively. Comparing the two premotor gaze centers, the RIMLF was

\Y%



slightly more affected than the PPRF; even at low clinical expression (stage I) a considerable
AT8 immunoreactivity was present in the premotor centers. Degeneration of premotor areas,
such as RIMLF and PPREF, is most likely to be responsible for the observed eye movement

disorders in PSP.

This work demonstrated that tau pathology can be found within the oculomotor circuit up to the
level of motor nuclei supporting and is associated with the severity of the oculomotor
symptoms. Thereby these findings support a hypothesis that PSP pathology spreads along
neuronal connections. Further studies are needed to better understand the spread of PSP-

pathology and to obtain further diagnostic and therapeutic targets.
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1 Einleitung

1.1 Progressive supranukleire Blickparese

Der klassische Vertreter der progressiven supranukledre Blickparese (PSP) ist das Richardson-
Syndrom (PSP-RS), es wird auf Grund der Erstbeschreiber John Steele, Clifford Richardson
und Jerzy Olszewski auch als Steele-Richardson-Olszewski-Syndrom bezeichnet (Steele et al.,
1964; Williams und Lees, 2009). Bei PSP-Erkrankten wird oft im Krankheitsverlauf eine
vertikale Blickparese diagnostiziert (Litvan et al., 1996a). Vor dem Hintergrund der relativ gut
untersuchten pramotorischen Netzwerke zur Generation von Augenbewegungen liefert dies die
Grundlage der vorliegenden Arbeit, in der die Motoneurone der duBeren Augenmuskeln auf
degenerative Verdnderungen untersucht werden (Biittner und Biittner-Ennever, 2006;

Bhidayasiri et al., 2001; Ramat et al., 2007; Horn und Leigh, 2011).

1.1.1 Epidemiologie

Die PSP tritt meist in der zweiten Lebenshélfte auf und nimmt einen fortschreitenden Verlauf
(Litvan et al., 1996a). Die durchschnittliche Krankheitsdauer wird von Dickson et al. mit etwa
7 Jahren beschrieben (Dickson et al., 2007). Das mittlere Uberleben wird mit 7,3 Jahren
angegeben (Golbe und Ohman-Strickland, 2007). Die Privalenz fiir PSP wurde in mehreren
Studien bevolkerungsbezogen ermittelt. Sie variiert von 1,0 bis 17,3/100000 Einwohner, wobei
die Ergebnisse darauf hindeuten, dass die wahre Privalenz aufgrund von nicht diagnostizierten
oder fehldiagnostizierten Féllen moglicherweise unterschitzt wird (Golbe et al., 1988; Schrag
et al., 1999; Nath et al., 2001; Takigawa et al., 2016). Unter Einbeziehung von PSP-Subtypen
erhielt Takigawa et al. fiir Yonago (Japan) eine geschlechts- und altersadaptierte Pravalenz von
17,26/100.000 Einwohnern mit nahezu identischen Verhiltnissen fiir beide Geschlechter
(Takigawa et al., 2016). In einer grof3 angelegten Autopsie-Studie der ,,Society for Progressive
Supranuclear Palsy* der Gehirnbank der Mayo-Klinik waren allerdings mehr Ménner als
Frauen (227 zu 195) betroffen (Dickson et al., 2007), so dass die geschlechtsspezifische
Betroftenheit bei Erkrankten mit PSP weiterhin unklar bleibt (Takigawa et al., 2016).

1.1.2 Atiologie

Die PSP zéhlt wie die Alzheimer Erkrankung (AD, engl.: ,,Alzheimer disease), der Morbus
Pick, die Silberkornkrankheit (AGD, engl.: ,,Argyrophilic grain disease‘) und die kortikobasale



Degeneration (CBD, engl.: ,corticobasal degeneration”) zu den Tau-Pathologien (Yoshida,
2013). Wahrscheinlich tragen sowohl Umwelteinfliisse als auch eine genetische familidre
Belastung zum Risiko der Entwicklung einer Tauopathie bei (Donker Kaat et al., 2009;
Stamelou et al., 2010; Hoglinger et al., 2011). Auch ein niedriges Bildungsniveau kann das
Risiko fiir die Entwicklung einer PSP erhohen (Golbe et al., 1996). Weiterhin wird eine
Dysfunktion der Mitochondrien als moglicher Risikofaktor diskutiert (Stamelou et al., 2010).
Im Gegensatz dazu konnten Vidal et al. in einer Fallstudie keine signifikanten

Umweltrisikofaktoren identifizieren (Vidal et al., 2009).

Das genetische Risiko fiir die PSP ist teilweise abhingig von Verdnderungen in einem
Inversionspolymorphismus, der unter anderem das MAPT-Gen (engl.: ,,microtubule associated
protein tau®) enthélt, welches fiir das Tau-Protein kodiert (Stefansson et al., 2005; Hoglinger et
al., 2011). Weiterhin gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass auch andere Mutationen eine Rolle
spielen konnten, wie zum Beispiel die DCTN1-Mutation (Caroppo et al., 2014).

1.1.3 Molekularbiologie

Auf molekularer Ebene zeichnet sich die PSP-Pathologie durch Einschliisse von abnormal
hyperphosphoryliertem Tau-Protein und neurofibrilliren Filamenten in Neuronen und

Gliazellen aus und zéhlt deshalb zu den Tauopathien (Yoshida, 2013).

Das Tau-Protein wurde erstmals 1975 beschrieben (Weingarten et al., 1975). Es handelt sich
hierbei um ein Protein, das durch eine Kinase phosphoryliert werden kann und mit Mikrotubuli
assoziiert ist (Cleveland et al., 1977; Dickson, 2012). Auf dem MAPT-Gen des humanen
Chromosoms 17 wird das Tau-Protein kodiert (Buée et al., 2000; Ke et al., 2019). In der
Literatur wird die Selbstaggregation des Tau-Proteins im Zusammenhang mit der
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins und der damit verbundenen reduzierten Interaktion

mit Tubulin als mogliche Ursache diskutiert (Hasegawa, 2016).

In einem erwachsenen Gehirn konnen sechs Isoformen des Tau-Proteins nachgewiesen werden,
die durch alternatives Spleilen der mRNA zustande kommen (Goedert et al., 1989a, b;
Hasegawa, 2016). Das Tau-Protein besitzt in der Mikrotubuli bindenden Doméne 3-mal 31
»2Aminosdure-Wiederholungen“ (3R, engl.: ,3-repeat) oder 4-mal 31 , Aminosdure-
Wiederholungen* (4R, engl.: ,,4-repeat™) (Williams und Lees, 2009, zitiert nach Goedert, 2004).
In der Regel ist die Konzentration zwischen 3R und 4R in einem gesunden adulten Gehirn

ausgeglichen (Williams und Lees, 2009, zitiert nach Goedert, 2004). In mehreren Tau-



Pathologien konnte beobachtet werden, dass eine Dysregulation des alternativen Spleilens von
Exon 10 zu einem Ungleichgewicht der beiden Tau-Isoformen 3R und 4R fiihrt (Gu et al.,
2017). Es existieren sogar krankheitsspezifische Isoformen des Tau-Proteins, so lagern sich
zum Beispiel bei PSP vor allem 4R-Tau-Isoformen zu Filamenten zusammen (Buée und

Delacourte, 1999).

1.1.4 Neuropathologie der PSP

Fiir die Diagnose der PSP gibt es keine klaren klinischen Merkmale zu Lebzeiten, wobei jedoch
zunehmend Studien existieren, die ein ,,Staging* anhand der vielféltigen Symptome vornehmen
(Piot et al., 2020). Bisher existiert abgesehen von der neuropathologischen Untersuchung kein
anderes diagnostisches Verfahren, das die PSP mit einer nahezu hundertprozentigen Sensitivitit
und Sperzifitdt nachweisen kann (Hoglinger et al., 2017). Auch die neuen diagnostischen
IPMDS-PSP-Kriterien akzeptieren die neuropathologischen Untersuchungen als Goldstandard,
um die PSP als Krankheitsentitit zu definieren (Hauw et al., 1994; Litvan et al., 1996a, b;
Hoglinger et al., 2017).

Charakteristisch fiir die PSP sind neurofibrillire Biindel (NFTs, engl.: ,,neurofibrillary
tangles*), Einschliisse in den Oligodendrozyten, sogenannte ,,coiled bodies* (CBs), Einschliisse
in den Astrozyten, sogenannte ,tufted astrocytes* (TAs), und neuropile Fiden (NTs, engl.:
,»heuropil thread*) in bestimmten subkortikalen Regionen, Hirnstammkernen und dem Nucleus

dentatus (Litvan et al., 1996c; Dickson et al., 2007) (vgl. Abb. 7, vgl. 3.1).

Um die Diagnose PSP neuropathologisch stellen zu kénnen, werden die ,,National Institute of
Neurological Disorders and Stroke* (NINDS)-Kriterien angewendet (Litvan et al., 1996c). Die
Diagnose der klassischen PSP-RS im Sinne ihrer Erstbeschreiber Steele, Richardson und

Olszewski (Steele et al., 1964) kann nur unter bestimmten Kriterien gestellt werden.

Es muss eine hohe Dichte an NFTs und NTs in Substantia nigra, Globus pallidus, Nucleus
subthalamicus oder Pons nachgewiesen werden. Drei der vier genannten Areale miissen
betroffen sein, um die Diagnose PSP stellen zu kénnen. Zudem miissen mindestens drei der
folgenden Areale, wie Striatum, okulomotorischer Komplex, Medulla, Nucleus dentatus des
Zerebellums eine Pathologie aufweisen. Dariiber hinaus muss die klinische Anamnese mit der

Pathogenese der PSP iibereinstimmen (Litvan et al., 1996¢).

Der Nachweis von TAs wird in der Literatur als ein unterstiitzendes Merkmal fiir das

Vorhandensein einer PSP gewertet (Hauw et al., 1994; Ikeda et al., 2018). Das Vorkommen von



TAs wurde in mehreren Studien untersucht und wird vor allem im primér motorischen Kortex,
parietalen Kortex, Putamen, Nucleus caudatus, Globus pallidus, Substantia nigra, Nucleus ruber
und Nucleus olivaris inferior beschrieben und stimmt damit nur teilweise mit dem Auftreten
der NFTs iiberein (Dickson et al., 2002; Hattori et al., 2003; Iwasaki et al., 2004; Armstrong et
al., 2007; Ito et al., 2008; Dickson et al., 2011; Ikeda et al., 2018).

Es werden relativ wenige PSP-Erkrankte im frithen Stadium erkannt, moglicherweise auch auf
Grund der klinischen Heterogenitit (Boxer et al., 2017). Ein einheitliches neuropathologisches
»dtaging wie bei AD (Braak et al., 2006) wurde erst kiirzlich anhand des Verteilungsmusters
von AT8-positiven Neuronen und Gliazellen in verschiedenen Regionen bei verschiedenen
Subtypen entwickelt (Kovacs et al.,, 2020). Zudem wurden erste Anséitze zu einer

Klassifizierung der PSP anhand der klinischen Symptome ver6ffentlicht (Piot et al., 2020).

Aus neuropathologischer Sicht weisen PSP-Syndrome mit fiihrender kortikaler Symptomatik
wie die PSP mit kortikobasaler Symptomatik (PSP-CBS) (Ling et al., 2014), die PSP mit
iiberwiegender Rede-/Sprachstorung (PSP-SL) (Josephs et al., 2014a) und die PSP mit
vorherrschender frontaler Prisentation (PSP-F) entsprechend ihrer klinischen Symptomatik
eine ausgepragte kortikale Tau-Pathologie auf (Boxer et al., 2017). Andererseits zeigen die PSP
mit vorherrschendem Parkinsonsyndrom (PSP-P) und die PSP mit reiner Akinesie und
Gangstorungen (frither PAGF, jetzt PSP-PGF) eine stirkere Degeneration im Globus pallidus,
Nucleus subthalamicus und der Substantia nigra (Owens et al., 2016; Boxer et al., 2017). Bei
der PSP-RS zeigt sich primér eine neuronale Tau-Akkumulation in subkortikalen Regionen und
dem Hirnstamm mit einer oligodendrogliale Beteiligung des Globus pallidus und einer

astroglialen Beteiligung des Striatums (Kovacs et al., 2020).

Die unterschiedlichen PSP-Syndrome werden genauer in 1.1.5 erldutert.

1.1.5 Klinische Diagnosekriterien

Initial wurde die typische Form der PSP, die PSP-RS von vier ,,atypischen PSP“~Formen
abgegrenzt (Williams und Lees, 2009). 1. Die PSP-P, bei der Parkinson-Symptome wie Tremor,
ein méfBiges Ansprechen auf L-Dopa und ein asymmetrischer Beginn charakteristisch sind
(Williams et al., 2005). Erst im spdteren Krankheitsverlauf kommt es zu Blickparesen und
Stiirzen (Williams und Lees, 2009). 2. Die PSP mit kortikobasaler Symptomatik (PSP-CBS),
die durch asymmetrische Apraxie, Dystonie, kortikal gesteuerten Sensibilititsverlust und das

Nicht-Ansprechen auf L-Dopa geprigt ist (Williams und Lees, 2009). 3. Die PSP mit reiner



Akinesie, die sich vor allem auf die Sprache, das Schreiben und den Gang auswirkt und nicht
auf L-Dopa anspricht (Williams und Lees, 2009). 4. Ferner existiert die PSP, die mit
fortschreitender Aphasie einhergeht und bei der vor allem die langsame Initiation von
Bewegungen und Sprache eine Rolle spielt, die spitere PSP-SL (Williams und Lees, 2009;
Hoglinger et al., 2017). Mit der Beriicksichtigung zusitzlicher Kriterien kdnnen weitere PSP-

Dominanztypen unterschieden werden (vgl. 1.1.5.2).

1.1.5.1 NINDS-SPSP-Kriterien

Das ,,National Institute of Neurological Disorders* und die ,,Society for PSP* hatten bei einem
internationalen Workshop eindeutige und allgemein akzeptierte Diagnose-Kriterien fiir die PSP
festgelegt (Litvan et al., 1996a). Die NINDS-SPSP-Kriterien (NINDS, engl.: ,,National Institute
of Neurological Disorders”, SPSP, engl.: ,Stroke and Society for PSP*) ergeben drei Grade
diagnostischer Sicherheit mit der moglichen, der wahrscheinlichen und der eindeutigen PSP.
Die mogliche PSP definiert sich durch den Beginn mit dem 40. Lebensjahr oder spiter und dem
Vorhandensein einer fortschreitenden Stérung entweder mit einer vertikalen supranukledren
Blickparese oder mit einer Verlangsamung der vertikalen Sakkaden und einer ausgeprigten
posturalen Instabilitdt mit Stiirzen im ersten Jahr nach Krankheitsbeginn. Anzeichen anderer
Erkrankungen, die diese Eigenschaften erkldren konnten, wie beispielsweise eine Lewy-
Korper-Demenz oder eine Multisystematrophie et cetera miissen ausgeschlossen werden. Die
wahrscheinliche PSP zeichnet sich durch eine vertikale supranukledre Blickparese, eine
deutliche Haltungsinstabilitdt mit Stiirzen im ersten Jahr seit Krankheitsbeginn und die
Merkmale einer moglichen PSP aus. Die eindeutige PSP setzt eine Vorgeschichte mit
wahrscheinlicher oder moglicher PSP voraus und ergibt histopathologisch den Nachweis fiir
eine typische PSP. Zudem werden Kiriterien, die die Diagnose einer PSP unterstiitzen

beriicksichtigt (Litvan et al., 1996a).

1.1.5.2 IPMDS-PSP-Kriterien

Die NINDS-SPSP-Kriterien besitzen eine ausgezeichnete Spezifitdt, allerdings ist ihre
Sensitivitdt im Hinblick auf die unterschiedlichen PSP-Varianten gering (Litvan et al., 1996a;
Hoglinger et al., 2017), so dass die ,,International Parkinson Disease and Movement Disorder
Society PSP study group* (IPMDS-PSP) 2017 neue klinische Diagnosekriterien fiir die PSP,
die sogenannten IPMDS-PSP Kriterien, verdffentlicht hat (Hoglinger et al., 2017).



Es wurden zwingende Einschlusskriterien wie Lebensalter von 40 Jahren oder dlter zu Beginn
der ersten PSP-bedingten Symptome, sporadisches Auftreten und allmihliches Fortschreiten
der Symptome definiert. Weiterhin wurden zwingende Ausschlusskriterien definiert, die auf
klinischen, laborchemischen, genetischen und bildgebenden Untersuchungen beruhen.
Beispielsweise sollten unklare Halluzinationen, ungeklarte Beeintrachtigung des episodischen
Gedichtnisses, ein plotzliches Einsetzen oder schnelles Fortschreiten von Symptomen eher an
eine vaskuldre Atiologie, eine AD, eine Multisystematrophie, eine Autoimmunenzephalitis,
eine Lewy-Korper-Demenz, eine metabolische Enzephalopathie, eine Prionenerkrankung et

cetera denken lassen (Hoglinger et al., 2017).

Es werden vier Kerndoménen als klinische Hauptmanifestationen festgelegt (Hoglinger et al.,
2017). Die Fehlfunktion der Augenmotorik (O), die posturale Instabilitit (P), die Akinesie (A)
und die kognitive Fehlfunktion (C). Jede Doméne wird in Stufen von 1 (am hochsten) bis 3 (am
niedrigsten) eingeteilt, inwieweit die Diagnose einer PSP unterstiitzt wird. Zusétzlich existieren
unterstiitzende Merkmale (CC) wie beispielsweise ein Nicht-Ansprechen auf L-Dopa,
Dysphagie, Photophobie et cetera. Die diagnostische Sicherheit der PSP wird durch
Kombination von klinischen Merkmalen und klinischen Hinweisen erhalten. Die Einteilung
erfolgt in die eindeutige, die wahrscheinliche, die mdgliche und die suggestive PSP. Der
klinische vorherrschende Typ wird anhand der Kombination der klinischen Merkmale
bestimmt. Auf diese Weise wird in die PSP mit Richardson-Syndrom (PSP-RS), die PSP mit
vorherrschender Storung der Augenmotorik (PSP-OM, engl.: ,,ocular motor dysfunction®), die
PSP mit vorherrschender posturaler Instabilitdit (PSP-PI), die PSP mit vorherrschendem
Parkinson (PSP-P), die PSP mit vorherrschender frontaler Prasentation (PSP-F), die PSP mit
vorherrschendem kortikobasalem Syndrom (PSP-CBS) und die PSP mit iiberwiegend Rede-
/Sprachstérung (PSP-SL) unterschieden (Hoglinger et al., 2017).

Die PSP-RS und die PSP-OM zeichnen sich beide durch ausgeprigte okulomotorische Defizite
aus, die PSP-RS ist durch eine zusétzliche posturale Instabilitdt gekennzeichnet (vgl. Hoglinger

etal., 2017).

Wihrend die IPMDS-PSP-Kriterien bei der Unterscheidung der PSP von anderen
Erkrankungen recht niitzlich sind, benétigt es wohl noch eine weitere Verfeinerung dieser

Kriterien zur Unterscheidung zwischen den einzelnen PSP-Phénotypen (Shoeibi et al., 2019).



1.1.6 Symptome der PSP-RS

Als erste klinische Symptome der klassischen PSP-RS, die in der vorliegenden Arbeit im
Vordergrund steht, zeigen sich ab dem mittleren oder spidten Lebensalter eine vertikale
Blickparese, die das wichtigste Unterscheidungsmerkmal zu anderen Erkrankungen darstellt
(Litvan et al., 1996b). Weitere Kardinalsymptome der PSP sind posturale Instabilitét, axiale
Rigiditét, Dysphagie und Dysarthrie, jedoch kein Tremor (Steele et al., 1964; Hoglinger et al.,
2017). Die PSP wird manchmal auch zu den ,,Parkinson-Plus“-Storungen gezdhlt, da sie
klinische Merkmale umfasst, die iiber die typische Symptomatik eines Morbus Parkinson
hinausgehen, wie beispielsweise das Vorhandensein einer vertikalen Blickparese (Steele et al.,
1964; Dickson, 2012). Als diagnostisch richtungsweisend in Abgrenzung zum Morbus
Parkinson wurde das Nichtansprechen bzw. geringe Ansprechen auf dopaminerge

Medikamente beschrieben (Litvan et al., 1996a; Williams und Lees, 2009).

Im Folgenden soll auf die Augenbewegungstypen eingegangen werden, da das Auftreten von
Blickparesen vor dem Hintergrund der relativ gut untersuchten primotorischen Netzwerke zur

Generation von Augenbewegungen die Grundlage der vorliegenden Arbeit liefert.

1.1.7 Okulomotorik
1.1.7.1 Augenbewegungstypen

Beim Menschen lassen sich neben der Augenfixation fiinf Augenbewegungstypen
unterscheiden. Dazu zéhlen die Sakkaden, der vestibulookuldre Reflex (VOR), der
optokinetische Reflex (OKR), die langsamen Augenfolgebewegungen und die Vergenz (Horn
und Adamczyk, 2012).

Sie alle werden tiber anatomisch voneinander getrennte neuronale Kreise generiert, wobei die
Motoneurone in den Augenmuskelkernen die gemeinsame Endstrecke bilden (Horn und
Adamczyk, 2012). Durch den OKR und den VOR ist eine Bildstabilisierung bei Eigen- und
Umgebungsbewegungen moglich (Masseck und Hoffmann, 2009). Der VOR wird durch
vestibuldre Signale vermittelt, die durch Rotation oder Translation von Kopf und Korper
ausgelost werden und zu kompensatorischen Augenbewegungen fiithren (Sparks, 2002). Man
unterscheidet einen anguldren VOR, der iiber die Reizung der Bogengénge ausgeldst wird, von
einem linearen VOR, der {iber die Reizung von Sacculus und Utriculus erfolgt (Leigh und Zee,
2015). Der angulére und der lineare VOR sind beide wichtig fiir eine klare Sicht, indem sie das

gesehene Bild wihrend kurzer Kopfbewegungen, durch kompensatorische Augenbewegungen



auf der Retina stabil halten (Chen et al., 2010). Der VOR wird durch den OKR ergénzt. Zu einer
optokinetischen Stimulation kommt es wihrend einer anhaltenden Eigenbewegung des Kopfes,
der OKR stabilisiert dabei das gesehene Bild auf der Retina (Horn und Leigh, 2011). Sakkaden
erfolgen als schnelle Augenbewegungen zwischen der Fixierung von Blickzielen. Sie treten
auch als schnelle Phasen des optokinetischen oder vestibuldren Nystagmus auf (Horn und
Leigh, 2011). Langsame Folgebewegungen (engl.: ,,smooth persuit®) erlauben die Fixierung
kleiner bewegter Blickziele (Leigh und Zee, 2015; Horn und Leigh, 2011). Vergenzbewegungen
sind die einzigen diskonjugierten Augenbewegungen, bei denen sich die Augen aufeinander
zubewegen, um ein einziges Objekt auf beiden Foveae zu halten, wie zum Beispiel bei der

Fixierung naher Objekte (Leigh und Zee, 2015).

1.1.7.2 Augenbewegungsstorungen bei PSP

Im Anfangsstadium der PSP werden die vertikalen Sakkaden in beide Richtungen
typischerweise immer langsamer (Bhidayasiri et al., 2001; Chen et al., 2010). Im weiteren
Verlauf sind auch die horizontalen Sakkaden betroffen, welche nur noch langsam und
hypometrisch ausgefiihrt werden konnen (Leigh und Zee, 2015). Zusétzlich treten bei PSP
sogenannte ,,square wave jerks® auf, das sind Augenbewegungen die mit einer Sakkade
beginnen, die vom Ziel wegfiihrt und mit einer ,,Riickkehrsakkade* das Auge wieder auf das
initiale Ziel lenken (Otero-Millan et al., 2013). Die ,,square wave jerks® kommen in der
gesunden Bevolkerung auch vor, zeichnen sich aber durch ihre erhohte Haufigkeit und Grofle
bei bestimmten Parkinson-Erkrankungen aus (Rascol et al, 1991; Otero-Millan et al., 2013).
Bei der PSP zeigen sich die ,,square wave jerks* verlangsamt und weisen interessanterweise
eine verminderte vertikale Komponente auf (Otero-Millan et al., 2013). Weiterhin konnen
Lidbewegungsstorungen auftreten, wie beispielsweise in Form eines Blepharospasmus, einer
Lidapraxie oder einer verminderten Blinzelfrequenz bei starkem Lichteinfall (Armstrong, 2011;

Leigh und Zee, 2015).

Im Endstadium der PSP kann es zum Verlust aller Augenbewegungen kommen, wobei der VOR
und langsame Augenfolgebewegungen noch am ladngsten erhalten bleiben (Das und Leigh,

2000; Leigh und Zee, 2015).



1.2 Priamotorische Netzwerke zur Generierung von Sakkaden und VOR

Die iibergeordneten Zentren wie die Basalganglien, der Colliculus superior (SC), der rostrale
interstitielle Kern des Fasciculus longitudinalis medialis der mesenzephalen Formatio
reticularis (RIMLF), die paramediane pontine Formatio reticularis (PPRF) und der Nucleus
interstitialis Cajal (INC) spielen eine gro3e Rolle bei der Initiierung von Blickbewegungen
(Ubersicht: Sparks, 2002). Diese Kerne schlieBen auch relevante Areale der oben genannten
NINDS-KTriterien ein, und werden im Folgenden kurz beschrieben. Dazu zeigt Abb. 1 einen
Uberblick der primotorischen Hirnstammareale, die bei der Generierung von Sakkaden beim

Primaten eine Rolle spielen.



Thalamus

Cerebellum

Nachdruck aus “The anatomy and physiology of the ocular motor system” von Horn, A. K. and R. J. Leigh (2011),
Handbook of Clinical Neurology Vol 102, Seite 21-69, Copyright (2011), mit Genehmigung von Elsevier

Abb. 1 Sagittalschnitt durch den humanen Hirnstamm

Es werden die Regionen dargestellt, die fiir die Kontrolle der vertikalen und horizontalen Blickbewegungen
wichtig sind: Die mesenzephale Formatio reticularis (MRF) enthélt den rostralen interstitiellen Kern des
Fasciculus longitudinalis medialis (RIMLF), die M-Gruppe (M) und den Nucleus interstitialis Cajal (INC), die den
vertikalen Blick kontrollieren und die damit einhergehenden Lidbewegungen steuern. Die paramediane pontine
Formatio reticularis (PPRF) enthilt die exzitatorischen und inhibitorischen Burst-Neurone fiir den horizontalen
Blick sowie die Omnipause-Neurone im Nucleus raphe interpositus (RIP). Der Nucleus prepositus hypoglossi
(NPH) erstreckt sich zwischen dem Nucleus hypoglossus (XII) und dem Nucleus abducens (VI). Die Sternchen
zeigen die Position der Zellgruppen des Paramedian-Traktes an, die zum Flocculus projizieren. Nucleus
oculomotorius (IIT), Nucleus trochlearis (IV), Nucleus abducens (VI), Nucleus centralis caudalis (CCN), Griseum
centrale (CG), Nucleus interstitialis Cajal (INC), Oliva inferior (I0), M-Gruppe (M), Corpus mamillare (MB),
Fasciculus longitudinalis medialis (MLF), Tractus mamillothalamicus (MT), Nucleus Darkschewitsch (ND),
Fasern des Nervus oculomotorius (NIII), Fasern des Nervus abducens (NVI), Nucleus prepositus hypoglossi
(NPH), Nucleus reticularis tegmenti pontis (NRTP), Commissura posterior (PC), Formatio reticularis (RF),
Nucleus ruber (RN), Colliculus superior (SC), Pedunculus cerebellaris superior (SCP), Tractus retroflexus (TR)
(Horn und Leigh, 2011).

1.2.1 Basalganglien

Die Basalganglien spielen bei der Initiation von Augenbewegungen eine wichtige Rolle. Der
Nucleus caudatus und das Putamen projizieren vermutlich mit GABAergen Verbindungen auf
die nicht dopaminerge Substantia nigra pars reticulata (SNpr) (Watanabe und Munoz, 2011;
Leigh und Zee, 2015). Die Neurone in der SNpr bewirken eine GABAerge tonische Hemmung

der Neurone in den tiefen Schichten des SC und erhalten erregende Projektionen aus dem
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Nucleus subthalamicus (Hikosaka und Wurtz, 1983; Matsumura et al., 1992; Horn und Leigh,
2011). Erst wenn die SNpr ihrerseits gehemmt wird, kommt es zur Auslosung einer Sakkade

(Leigh und Zee, 2015).

1.2.2 Colliculus superior

Der dorsolaterale préafrontale Kortex sowie das frontale, parietale und supplementére Augenfeld
projizieren auf den Colliculus superior (SC) (Lynch et al., 1985; Segraves und Goldberg, 1987;
Stanton et al., 1988; Huerta und Kaas, 1990; Horn und Leigh, 2011). Der SC ist eine
mehrschichtige Struktur mit kommissuralen Projektionen (Takahashi et al., 2007), der das
Tectum des Mittelhirns bildet (Basso und May, 2017). Die Neurone in den dorsalen Schichten
erhalten visuelle Einginge {iiber die Retina, wihrend die ventralen Schichten zu den
pramotorischen Arealen zur Auslosung von Augenbewegungen in die Formatio reticularis
projizieren (Ubersicht: Sparks, 2002; Moschovakis et al., 1988; Moschovakis und Highstein,
1994; Horn, 2006). Beim Primaten hat man gezeigt, dass die ventralen Schichten des SC eine
motorische Karte enthalten, die die Gro3e und Richtung der Sakkaden représentiert und durch
Mikrostimulation induziert werden (Biittner-Ennever et al., 1999; Horn und Leigh, 2011).
Hierbei bewirken Neurone im rostralen Pol dieser motorischen Karte {iber ihre direkte
Projektion zu den Omnipause-Neuronen eine Blickfixation (Biittner-Ennever et al., 1999;
Takahashi et al., 2005a, b; Horn und Leigh, 2011). Die mehr kaudal gelegenen Neuronen
projizieren zu den Burst-Neuronen in der PPRF und RIMLF, wodurch Sakkaden ausgeldst
werden (Moschovakis et al., 1988; Sugiuchi et al., 2005; Shinoda et al., 2008; Horn, 2006).

1.2.3 Rostraler interstitieller Kern des Fasciculus longitudinalis medialis

Vertikale und torsionale Sakkaden werden im rostralen interstitiellen Kern des Fasciculus
longitudinalis medialis der mesenzephalen Formatio reticularis (RIMLF) generiert (Biittner et
al., 1977; Biittner-Ennever und Biittner, 1978). Das kaudale Ende des RIMLF wird von den
dorsoventral ziehenden Fasern des Tractus retroflexus markiert, das rostrale Ende durch die

kreuzenden Fasern des Tractus mamillothalamicus (Abb. 1) (Horn, 2006).

Jeder der paarig angelegten RIMLFs enthilt Neurone, die entweder bei aufwirts gerichteten
(Up-Burst-Neurone) oder bei abwirts gerichteten Sakkaden hochfrequent feuern (Biittner et al.,
1977, Villis et al., 1989; Horn und Biittner-Ennever, 1998). Mit Trakt-Tracing und kombinierten

Immunfirbungen konnte am Rhesusaffen gezeigt werden, dass die Burst-Neurone von einer
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extrazelluldren Matrix in Form von perineuronalen Netzen umgeben sind und das Kalzium-
bindende Protein Parvalbumin enthalten, womit diese Neurone auch beim Menschen

identifiziert werden konnen (Horn et al., 2003a; Adamczyk et al., 2015).

1.2.4 Paramediane pontine Formatio reticularis

Die paramediane pontine Formatio reticularis (PPRF) befindet sich rostral zum Nucleus
abducens im pontinen Tegmentum (Strassman et al., 1986a; Horn et al., 1995; Leigh und Zee,
2015). Die rostrale PPRF enthdlt die erregenden primotorischen Burst-Neurone, die
monosynaptisch auf die Motoneurone und internukledren Neurone im Nucleus abducens
projizieren und horizontale Sakkaden generieren (Sparks, 2002; Leigh und Zee, 2015). Im
kaudalen Teil der PPRF, dem Nucleus paragigantocellularis dorsalis, liegen inhibitorische
Burst-Neurone, die ebenfalls Eingénge von den erregenden Burst-Neuronen der PPRF erhalten
und den kontralateralen Nucleus abducens hemmen (Strassman et al., 1986b; Horn, 2006; Leigh
und Zee, 2015). Wie im RIMLF zeigen die prdmotorischen Burst-Neurone in der PPRF eine
Immunreaktivitdt auf Parvalbumin und sind von perineuronalen Netzen umgeben, was die
Identifizierung dieser Neurone auch in der zytoarchitektonisch wenig differenzierten pontinen

Formatio reticularis beim Menschen erméglicht (Horn et al., 1995; Horn und Adamczyk, 2012).

1.2.5 Nucleus interstitialis Cajal

Der Nucleus interstitialis Cajal (INC) liegt innerhalb des Fasciculus longitudinalis medialis
(MLF) als ein gut umschriebener Kern in der mesenzephalen Formatio reticularis seitlich zum
rostralen Pol des nlIls und grenzt an das periaquiduktale Grau an (Horn und Adamczyk, 2012).
Er ist unter anderem an der Blickstabilisierung von vertikalen Sakkaden beteiligt (Horn, 2006;
Horn und Adamczyk, 2012). Er enthélt Neurone, die die Signale der prdmotorischen Neurone
aus dem RIMLF in ein Augenpositionssignal umwandeln, welches an die Motoneurone
weitergegeben wird, im Sinne einer vertikalen Integrationsfunktion (Fukushima et al., 1992;
Horn und Leigh, 2011). Zudem besitzt er auch inhibitorische GABAerge Neurone, die die
entsprechenden Motoneurone der antagonistischen Augenmuskeln wéhrend einer vertikalen
Augenbewegungen hemmen (Horn et al., 2003b). Der INC enthélt zusétzlich auch Neurone,
die zu den Motoneuronen der Hals- und Rumpfmuskulatur projizieren. Dadurch wird die
koordinierte Bewegung von Auge und Kopf in der vertikalen Ebene vermittelt (Fukushima,

1987).
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Nachdem die Sakkaden bei PSP-Erkrankten relativ frith beeintrichtigt sind, im Unterschied
zum VOR, sollen diese zwei neuronalen Bahnen im Folgendem kurz dargestellt werden, bevor

auf die Motokerne als gemeinsame Endstrecke eingegangen wird.

1.3 Neuronale Bahnen zur Generierung von Sakkaden und VOR
1.3.1 Generierung von Sakkaden

Fiir die okulomotorischen Kerne nlll und nVI sind bisher keine direkten Projektionen von
Neuronen des Motorkortex auf die okuldren Motoneurone beschrieben worden (Iwatsubo et al.,
1990; Leigh und Zee, 2015). Vielmehr projizieren Bahnen von den frontalen Augenfeldern tiber
den SC und die prdmotorischen Blickzentren RIMLF und PPRF auf die Motoneurone der
duBeren Augenmuskeln (Stanton et al., 1988). Parallele Bahnen verlaufen iiber die
Basalganglien und das Zerebellum und dienen der Motivation und Genauigkeit der

Augenbewegung (Leigh und Zee, 2015).

Die glycinergen Omnipause-Neurone im Nucleus raphe interpositus in der PPRF iiben wihrend
der Fixation und bei langsamen Augenbewegungen eine tonische Hemmung auf die
pramotorischen sakkadischen Burst-Neurone in PPRF und RIMLF aus (Biittner-Ennever und
Biittner, 1978; Horn et al., 1994). Kurz vor und wihrend einer Sakkade werden die Omnipause-
Neurone ihrerseits gehemmt, vermutlich von glycinergen inhibitorischen Burst-Neuronen,
wodurch das Burst-Signal zu den Motoneuronen weitergeleitet werden kann (Kanda et al.,

2007; Shinoda et al., 2008).

Fiir die Generierung von vertikalen Sakkaden aktivieren die tiefen Schichten des SC die
exzitatorischen Burst-Neurone im RIMLF und hemmen gleichzeitig die Omnipause-Neurone
im Nucleus raphe interpositus, wodurch die Hemmung der Burst-Neurone im RIMLF durch die
Omnipause-Neurone aufgehoben wird (Horn, 2006). Bei abwirts gerichteten Sakkaden werden
exzitatorische Down-Burst-Neurone im RIMLF aktiviert, die monosynaptisch auf die
Motoneurone des ipsilateralen M. rectus inferior (IR) und kontralateralen M. obliquus superior
(SO) im Nucleus oculomotorius und Nucleus trochlearis projizieren (Moschovakis et al.,
1991b; Horn, 2006). Entsprechend aktivieren Up-Burst-Neurone im RIMLF die Motoneurone
des M. rectus superior (SR) und des M. obliquus inferior (IO) fiir Blickbewegungen nach oben
(Moschovakis et al., 1991a). Uber Kollaterale zu entsprechenden primotorischen Neuronen im
INC werden die Augengeschwindigkeitssignale in Positionssignale umgewandelt und an die

Motoneurone weitergegeben (Horn, 2006).
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Zur Generierung von horizontalen Sakkaden erfolgt ein exzitatorisches Signal aus den
zustidndigen tiefen Schichten des SC und aktiviert auf diese Weise den pridmotorischen
Schaltkreis in der PPRF (Horn, 2006). Die Motoneurone und internuklearen Neurone im
ipsilateralen Nucleus abducens werden durch exzitatorische Burst-Neurone erregt, wodurch
auch die Motoneurone des M. rectus medialis im kontralateralen Nucleus oculomotorius
aktiviert werden, hieraus resultiert eine horizontale Sakkade zur ipsilateralen Seite (Highstein
und Baker, 1978; Strassman et al., 1986a; Horn, 2006). Gleichzeitig werden inhibitorische
Burst-Neurone von exzitatorischen Burst-Neuronen aktiviert und hemmen auf diese Weise die
Motoneurone im kontralateralen Nucleus abducens, um eine konjugierte Sakkade

hervorzurufen (Strassman et al., 1986a, b; Horn, 2006).

1.3.2 Generierung des Vestibulookuliren Reflexes

Der VOR wird durch die sensorischen Signale aus dem Labyrinth und den Otolithen, die tiber
die Vestibulariskerne vermittelt werden, generiert. Hier findet auch die Modulation durch das
Zerebellum statt (Leigh und Zee, 2015). Von den Vestibulariskernen gelangt die Information
tiber den medialen longitudinalen Faszikel oder das Brachium conjunctivum zu den
entsprechenden Motoneuronengruppen in den Augenmuskelkernen (Ubersicht: Highstein und

Holstein, 2006; Horn 2020).

1.4  Motokerne der extraokuliren Augenmuskeln

Die duleren Augenmuskeln werden durch die Motoneurone, die in den drei Hirnnervenkernen,
dem Nucleus oculomotorius (nlll), dem Nucleus trochlearis (nIV) und dem Nucleus abducens
(nVI) liegen, innerviert (Biittner-Ennever, 2006). Aufgrund ihrer topographischen Lage werden
der Nucleus caudalis centralis (CCN) und der Nucleus Edinger-Westphal (EWcp und EWpg)

gemeinsam mit dem Nucleus-oculomotorius-Komplex besprochen.

1.4.1 MIF- und SIF-Motoneurone

Die &uBeren Augenmuskeln enthalten zwei Hauptkategorien an Muskelfasern. Man
unterscheidet die mehrfach-innervierten, langsamen, nicht zuckenden (engl.: ,,non twitch®),
ermiidungsbestindigen Muskelfasern (MIF, engl.: ,,multiply-innervated muscle fibers*) von

den einfach-innervierten (SIF, engl.: ,singly-innervated muscle fibers®), schnell
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kontrahierenden, zuckenden (engl.: ,twitch®) Muskelfasern (Biittner-Ennever et al., 2001;
Spencer und Porter, 2006). Trakt-Tracer-Versuche an Affen zeigen, dass die Motoneurone
dieser Muskelfasertypen anatomisch voneinander getrennt sind (Biittner-Ennever et al., 2001).
Die SIF-Motoneurone finden sich innerhalb der Motokerne von nlll, nIV, und nVI, wihrend
die MIF-Motoneurone als kleine Gruppen in der Peripherie liegen (Biittner-Ennever et al.,
2001; Biittner-Ennever und Horn, 2002). Beide Motoneuronengruppen zeigen Unterschiede in
ihren histochemischen Eigenschaften, anhand derer sie auch beim Menschen voneinander
abgegrenzt werden konnen (Eberhorn et al.,, 2005; Horn et al, 2008). Beide
Motoneuronengruppen erhalten unterschiedliche pramotorische Eingénge. Im Unterschied zu
den SIF-Motoneuronen erhalten die MIF-Motoneurone keine Eingéinge von den sakkadischen
Burst-Neuronen aus RIMLF und PPRF oder den vestibulookuldren Neuronen fiir den VOR
(Wasicky et al., 2004; Ugolini et al., 2006), so dass eine unterschiedliche Rolle von SIF- und
MIF-Motoneuronen bei der Durchfiihrung von Augenbewegungen angenommen wurde.
Kiirzlich durchgefiihrte Ableitversuche an der Katze zeigen jedoch, dass SIF- und MIF-

Motoneurone bei allen Augenbewegungstypen aktiv sind (Herndndez et al., 2019).

1.4.2 Der Nucleus-oculomotorius-Komplex und seine Subnuklei

Der nlll liegt paarig im Tegmentum des Mesencephalons, hinter den Fasern des MLF,
unmittelbar vor dem Aquidukt (Zeeh und Horn, 2012; Biittner-Ennever et al., 2014). Anhand
des histochemischen Profils und der Zytoarchitektur konnen folgende Subnuklei im Bereich
des nlII unterschieden werden, der Nucleus perlia (NP), der Nucleus caudalis centralis (CCN),
der zentral projizierende Nucleus Edinger-Westphal (EWcp) und der dorsal dazu gelegene
Nucleus Edinger-Westphal mit dem Sitz der prigangliondren Neuronen des Ganglion ciliare

(EWpg) (Kozicz et al., 2011; Zeeh und Horn, 2012; Che Ngwa et al., 2014).

Wihrend sich der NP unpaarig rostral zwischen dem rechten und linken nlII befindet und seine
Funktion noch ungeklirt ist (Zeeh und Horn, 2012), liegt der ebenfalls unpaare CCN dem
kaudalen Ende des nllI auf und enthélt die Motoneurone des M. levator palpebrae (LP), der das
Auge offenhilt (Porter et al., 1989; Zeeh und Horn, 2012).

Im Transversalschnitt durch das Mesencephalon ldsst sich der zytoarchitektonisch groB3zellige
nlIl gut von dem dorsal gelegenen kleinzelligen EWcp unterscheiden (Zeeh und Horn, 2012).
In der Vergangenheit wurde der zytoarchitektonisch gut abgrenzbare EWcp als Sitz der

pragangliondren Neurone des Ganglion ciliare betrachtet, die bei Akkommodation und
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Pupillenreflex die inneren Augenmuskeln M. sphincter pupillae und M. ciliaris zur Kontraktion
bringen. Aktuelle histochemische Befunde zeigen jedoch, dass der klassische EWcp beim
Menschen peptiderge Neurone, die fiir andere Funktionen wichtig sind, enthélt, wéhrend die
cholinergen priagangliondren Neurone als EWpg in einer weniger kompakten Gruppe dorsal

dazu sitzen (Horn et al., 2008; Kozicz et al., 2011; Zeeh und Horn, 2012).

Daneben lassen sich innerhalb des nlll die dorsolaterale (DL), die dorsomediale (DM), die
ventrale (VEN) und die zentrale (CEN) Gruppe voneinander abgrenzen (Che Ngwa et al.,
2014). Histochemisch wurden beim Menschen die DL- und VEN-Gruppe als die B- und A-
Gruppe des Musculus rectus medialis (MR) identifiziert (Che Ngwa et al., 2014). Die
Motoneurone des Musculus rectus superior (SR) und des Musculus obliquus inferior (I0) liegen
zusammen in der CEN-Gruppe (Che Ngwa et al., 2014). Wahrend die eher mittig gelegenen
SR-Motoneurone mit ihren Axonen zur anderen Seite kreuzen, bleiben die Axone der 10-
Motoneurone ipsilateral und ziehen mit den kontralateralen SR-Axonen zu den Augenmuskeln.
Somit fiihrt eine Aktivierung der CEN-Gruppe durch primotorische Afferenzen zu einer
Aufwirtsbewegung beider Augen (Zeeh und Horn, 2012; Che Ngwa et al.,, 2014). Die
Motoneurone des M. rectus inferior (IR) liegen in der DM-Gruppe, die sich in der rostralen
Ebene des nllIl der medialen B-Gruppe anlegt (Biittner-Ennever, 2006; Che Ngwa et al., 2014).
Beim Affen projizieren die internukledren Neurone hauptsdchlich von den Subgruppen des MR
zum kontralateralen nVI und spielen wahrscheinlich bei Vergenz-Bewegungen eine Rolle
(Clendaniel und Mays, 1994;). Daher wird vermutet, dass die internukledren Neurone beim
Menschen ebenfalls in dem Bereich der A- und B-Gruppe des MR liegen (Che Ngwa et al.,
2014; vgl. Abb. 2).
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Modifziert aus “Delineation of motoneuron subgroups supplying individual eye muscles in the human oculomotor
nucleus” mit Genehmigung von Emmanuel Che Ngwa et al., Front. Neuroanat. 2014 Feb 12; 8:2 (CC BY 4.0)

Abb. 2 Vorgeschlagene Karte der Motoneuronen fiir einzelne extraokuldre Muskeln beim Menschen, dargestellt in
vier reprisentativen Ebenen von kaudal nach rostral

Die rechte Hilfte zeigt entsprechende Schnitte in Nissl-Farbung zur Veranschaulichung der Zytoarchitektur: Der
Necl. caudalis centralis enthélt die Motoneuronen des M. levator. Der M. rectus medialis (MR) ist in zwei Gruppen
vertreten, die dorsolaterale B- und die ventrale A-Gruppe (A, B). Die zentrale Gruppe reprisentiert die
Motoneuronen des M. obliquus inferior (IO) und des M. rectus superior (SR). Der Nucleus perlia (NP) ist vom
Hauptkern getrennt, konnte aber ebenfalls Motoneuronen des M. rectus superior (SR) enthalten (B, C). Die
dorsomediale Gruppe entspricht den Motoneuronen des M. inferior rectus (IR) (A, B, C). Die zentral
projizierenden Neuronen des Edinger-Westphal-Kerns (EWcp) erscheinen als eine einzige laterale Gruppe auf der
kaudalen Ebenen dorsal von nlIl (A), an die sich eine mediale Gruppe weiter rostral anschlie3t (B), die beide zu
einer einzigen dorsalen Gruppe verschmelzen (C). Eine weitere ventrale Erweiterung des EWcep erscheint auf
rostralen Ebenen (D). Man beachte, dass die priagangliondren Neuronen im EWpg keinen kompakten Kern bilden
(B). Skalenbalken: (A-D) 500 um (Che Ngwa et al., 2014).

1.4.3 Der Nucleus trochlearis

Der Nucleus trochlearis (nIV) liegt paarig ebenfalls im Mesencephalon eingebettet in den
Nervenfasern des MLF (Biittner-Ennever et al, 2014). Er grenzt ventral an das zentrale
Hohlengrau an (Biittner-Ennever, 2006; Horn und Leigh, 2011). Der nIV enthdlt SIF-
Motoneurone, die die globalen ,,twitch““-Muskelfasern des kontralateralen M. obliquus superior

(SO) innervieren (Horn und Leigh, 2011). Die MIF-Motoneurone der ,non-twitch*-
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Muskelfasern bilden eine kompakte Kappe dorsal zum nIV (Biittner-Ennever et al., 2001;
Biittner-Ennever, 20006).

1.4.4 Der Nucleus abducens

Der paarig angelegte Nucleus abducens (nVI) befindet sich im pontomedulldren Hirnstamm
unterhalb des Bodens des vierten Ventrikels und grenzt an den MLF und den Nervus facialis an
(Horn und Adamczyk, 2012). Man differenziert im nVI mindestens vier Neuronengruppen, die
sich hinsichtlich ihrer Funktion unterscheiden (Biittner-Ennever, 2006; Horn et al., 2018). Die
SIF-Motoneurone liegen auch hier innerhalb der Kerngrenzen des nVI, wéhrend die MIF-
Motoneurone um den medialen und dorsalen Rand des nVI gruppiert sind und jeweils ,,twitch*-
und ,,non-twitch“-Muskelfasern des M. rectus lateralis (LR) innervieren (Biittner-Ennever et al.
2001; Horn und Leigh, 2011). Die internukledren Neuronen, deren Axone iiber den
kontralateralen MLF zu den MR-Motoneuronen im kontralateralen nlll ziehen, vermitteln
horizontale konjugierte Augenbewegungen (Highstein und Baker 1978; Biittner-Ennever,
2006). MIF- und SIF-Motoneurone und internukledre Neurone lassen sich anhand ihrer
Transmitter voneinander unterscheiden. Die Motoneurone sind cholinerg wohingegen die
internukledren Neurone glutaminerg sind (Spencer und Baker, 1986; Carpenter et al., 1992;
Nguyen und Spencer, 1999; Eberhorn et al., 2005; Eberhorn et al., 2006). Weiterhin gruppiert
sich die nicht-cholinergen Paramedianer-Trakt-(PMT) Neurone als eine ,rostrale Kappe*
zusammen und liegt dem Nucleus abducens an (Biittner-Ennever et al. 1989; Horn und Leigh,
2011). Die PMT-Neurone liegen beidseits der Mittellinie in der Formatio reticularis (Abb. 1,
Sterne) (Biittner-Ennever und Horn, 1996b; Horn und Leigh, 2011). Sie projizieren ihrerseits
zum Zerebellum und erhalten Afferenzen von allen bekannten pramotorischen Neuronen des
okulomotorischen Systems (Biittner-Ennever und Biittner, 1988; Biittner-Ennever und Horn,
1996b; Horn und Leigh, 2011). Auf diese Weise liefern sie dem Zerebellum Riickmeldungen
iiber die ablaufenden Augenbewegungen und spielen vermutlich eine Rolle bei der

Blickstabilisierung (Nakamagoe et al., 2000; Horn und Leigh, 2011).
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1.5  Zielsetzung des Projekts

Die guten Erkenntnisse iiber die Bahnen und Hirnstammareale, die zur Generierung von
sakkadischen Augenbewegungen wichtig sind, ermoglichen korrelative klinisch-anatomische
post-mortem-Studien an Fillen mit Sakkadenstorungen. Bei der Untersuchung von Féllen mit
einer fortschreitenden degenerativen Erkrankung, wie beispielsweise PSP, konnten die
(beobachteten Augenbewegungsstorungen die Ausbreitungswege der Pathologie sichtbar
machen, was als guter Biomarker dienen konnte. Es gibt zwar bereits zahlreiche
Untersuchungen zu den Verteilungsmustern AT8-positiver Profile bei der PSP (zur Ubersicht:
Kovacs et al., 2020), aber nicht spezifisch in Bezug auf die direkten Bahnen zur Steuerung von

Augenbewegungen.

Im Rahmen einer groBeren retrospektiven post-mortem-Studie von PSP-Féllen, bei der die
supranukledren Hirnstammareale und die Vestibulariskerne bei PSP-Erkrankten untersucht

werden, ist die vorliegende wissenschaftliche Arbeit entstanden.

Es wurde erstmalig die Tau-Pathologie in den motorischen Kernen des okulomotorischen
Systems bei PSP-Féllen mit klinisch dokumentierten Augenbewegungsstérungen durch ATS8-
Immunhistochemie beschrieben und quantifiziert. Die Befunde sollen einen Beitrag zum
Verteilungsmuster von AT8-positiven Profilen bei PSP liefern und auf diese Weise zum

Versténdnis fiir die Ausbreitungswege bei der PSP beitragen.

1.6 Fragestellung
In der vorliegenden Arbeit wurde folgende Frage untersucht:

Gibt es eine Korrelation zwischen Art (vertikale und/oder horizontale Blickparese) und
Schwere der Augenbewegungsstorungen und der Degeneration der Motoneurone der

dulleren Augenmuskeln bei PSP-Erkrankten in verschiedenen klinischen Stadien?

Dazu sollten die Augenmuskelkerne in post-mortem Gehirnen von PSP-Fillen mit
dokumentierten unterschiedlich stark ausgepriagten Sakkadenstdrungen auf ihre Tau-Pathologie
untersucht werden. Hierflir wurden Paraffinschnitte durch das Mittelhirn und den
pontomedulliren Ubergang angefertigt und mit Hilfe von Immunperoxidase-Methoden und
einem Antikorper zur Detektion von abnormal phosphoryliertem Tau-Protein (ATS8) geférbt
(Mercken et al., 1992; Braak et al., 1994). AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der ATS-

Féarbung an den digitalisierten Hirnschnitten.
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2 Material und Methoden

2.1 PSP-Fille

Aus dem Archiv der Miinchner Hirngewebe Bank (,,Brain-Bank*) der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen (LMU) wurden acht neuropathologisch bestitigte PSP-Fille anhand

folgender Kriterien fiir die Untersuchung herausgesucht:

1. Es stand Gewebe der zu untersuchenden Augenmuskelkerne und der supranukledren Areale

(RIMLF und PPRF) zur Verfiigung.
2. Es waren Informationen iiber aufgetretene Augenbewegungsstorungen verfiigbar.
3. Eine immunhistochemische Farbung auf hyperphosphoryliertes Tau-Protein war mdglich.

Die entsprechenden Hirnareale von drei weiteren Fillen, altersentsprechend und ohne
neurologische Erkrankungen zu Lebzeiten, dienten zum Vergleich und als Kontrollen (eine
weibliche und zwei ménnliche, Durchschnittsalter 69,33 + 6,66). Wie die PSP-Fille stammen
auch die Kontrollfélle aus der Neurobiobank der LMU und wurden mit dem Einverstédndnis der
nichsten Angehdrigen unter Einhaltung der ethischen Richtlinien, die in der Deklaration von
Helsinki 1964 zur medizinischen Forschung am Menschen festgelegt wurden und mit einem

positiven Votum der Ethikkommission der LMU, untersucht.

Acht humane Hirnstimme mit der neuropathologischen Diagnose PSP wurden als post-mortem
Studie untersucht (zwei weibliche und sechs mannliche, durchschnittliches Alter 72,50 + 6,48
Jahre, durchschnittliche Uberlebensdauer 5,56 + 2,53 Jahre). Als Uberlebensdauer wurde der

Zeitraum festgelegt zwischen dem Jahr mit den ersten Symptomen bis zum Todesjahr.

Tabelle 1 und 2 enthalten wichtige Informationen tiber die neuropathologischen Diagnosen der
hier verwendeten PSP- und Kontrollfdlle. Weiterhin konzentriert sich Tabelle 1 auf die
okulomotorische Symptomatik der PSP-Fille. Im Anhang wurde auf den Krankheitsverlauf
jedes einzelnen PSP-Falls in Schriftform genauer eingegangen, die Augenbewegungsdefizite

wurden durch Unterstreichen hervorgehoben (vgl. 7.1).
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Fall

PSP

Genus

Alter

Krankheits-

dauer [mind.]

V-BP

H-BP

VOR

KU a.m.
[Monate]

Neuropathologische Diagnosen

81

6 Jahre

48

1. PSP

2. Alzheimer-assoziierte
Verianderungen (Braak & Braak-
Stadium III, CERAD A)

3. Alte Hirninfarkte (Stadium III)

2

80

5 Jahre

1. PSP; typische Form

2. Alzheimer-assoziierte
Verdnderungen (Braak & Braak
Stadium III, CERAD 0)

3. AGD (Stadium II)

4. Kleiner kortikaler Infarkt links
und Status cribrosus

75

8 Jahre

++

36

1. PSP; typische Form

2. Alzheimer-assoziierte
Verdnderungen (Braak & Braak
Stadium III, CERAD A)

3. Gering- bis méBiggradige
Leukenzephalopathie und Status
cribrosus bei Mikroangiopathie

4

76

4,5 Jahre

++

12

1. PSP

2. AGD (Stadium II)

3. Amyloidangiopathie, Typ2

4. Amyloid-Plaques

(Thal-Phase 2)

5. TDP43-Pathologie in CA1/sub
CA2

4. FUS, Synuclein: negativ

64

9 Jahre

++

15

1. PSP; typische Form
2. AGD (Stadium II)

-6

65

7 Jahre

++

42

1. PSP

2. Alzheimer-assoziierte
Verénderungen (Braak & Braak-
Stadium I, CERAD 0)

3. Amyloid-Plaques

(Thal-Phase 1)

4. FUS, 43-TDP, Synuclein: negativ

-7

69

4 Jahre

++

48

1. PSP; typische Form

-8

70

1 Jahr

++

++

1. PSP; typische Form

2. Alzheimer-assoziierte
Verdnderungen (Braak & Braak-
Stadium IIT, CERAD 0)

3. beginnende AGD

4. Arteriosklerose und Kribliiren in
mehreren Hirnregionen

5. Kontusionsherd fronto-temporo-
basal links

Tab. 1 Ubersicht PSP-Fille

Dargestellt sind alle PSP-Falle mit Geschlecht, Alter, Krankheitsdauer, Todesjahr, Auspragung der Blickparese
(BP) komplette Blickparese: ,++°, inkomplette Blickparese: ,+‘, schwach ausgeprégt: ,-/+°, nicht vorhanden: ,-°.
Vorhandensein: ,+° bzw. Ausfall ,-* des VOR, Zeitpunkt ihrer letzten kdrperlichen Untersuchung (KU) a.m. und
die neuropathologischen Diagnosen.
Abkiirzungen: mind.: mindestens, V-BP: vertikale Blickparese, H-BP: horizontale Blickparese, AGD (engl.:
»Argyrophilic grain disease®, Silberkornkrankheit), FUS (engl.: ,,Fused in sarcoma protein“), TDP-43 (43-kDA-

TAR-DNA-Bindungsprotein-Pathologie).

Der Schweregrad der begleitenden Alzheimer Erkrankung in fiinf von acht PSP-Fillen

beziiglich der neurofibrillairen Pathologie innerhalb der GroBhirnrinde wurde nach dem
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etablierten Staging-Verfahren von Braak klassifiziert (Braak et al., 2006). Die PSP-Félle weisen
Stadium II-III nach Braak auf (Braak et al., 2006). Weiterhin wurden die CERAD-Kriterien
(Murayama und Saito, 2004), die Thal-Phase der Amyloid-Ablagerung (Thal et al., 2002) und
das Schweregrad einer begleitenden AGD angegeben (Saito et al., 2004; Ferrer et al., 2008).
Von einer begleitenden AGD sind vier der acht PSP-Fille betroffen. Auch das
Mitvorhandensein einer TDP43-Pathologie wurde in einem PSP-Fall dokumentiert (vgl. Tab. 1
und 2).

2.2 Kontrollfille

Die Kontrollfille hatten ein Alter zwischen 62 und 75 Jahren erreicht. Zu Lebzeiten bestanden
keinerlei neurologische oder okulomotorische Symptome. Dennoch weisen die Kontrollfille
KO-1 und KO-2 geringgradige Alzheimer-assoziierte Verdnderungen (Braak & Braak Stadium
I, CERAD 0) auf, am ehesten altersbedingt. In Tab. 2 sind die Kontrollfille zur Ubersicht
aufgefiihrt.

Kontroll-Fall Genus Alter | Todesursache Neuropathologische Diagnose

1. méBiggradige, leicht stenosierende Atherosklerose der
Hirnbasisgefille

2. MiBiggradige temporomesiale Atrophie, die links
stirker als rechts ausgeprégt ist, mit leichter Atrophie des
frontalen Kortex

3. Fraglich Teleangiektasie im okzipito-lateralen
Marklager rechts

KO-1 m 71 Multiorganversagen

KO-2 W 75 Septischer Schock 1. Subkortil_<ale athefosklerotische En_zephalgpathie

2. alter, kleiner, zystisch umgebauter ischdmischer

bei V.a. Pneumonie | nfarkt im okzipitalen Marklager links (Stadium III)

3. Arterio-und Arteriolosklerose der zerebralen Gefal3e,
am chesten hypertensiv bedingt

4. Geringgradige Alzheimer-assoziierte Verdnderungen
(Braak & Braak-Stadium I, CERAD 0)

KO-3 m 62 Hepatisch 1. Arteriqlosklerose .(Neokortex, Riickenmark), geringe
) leptomenigeale Arteriosklerose

metastasiertes 2. Kleine iltere Blutung in der Adenohypophyse

3. Geringgradige Alzheimer-assoziierte Verdnderungen
(Braak & Braak-Stadium I, CERAD 0)

Pankreaskarzinom

Tab. 2 Ubersicht Kontrollfille
Dargestellt sind alle Kontrollfdlle mit Genus, Alter, Todesursache und neuropathologischer Diagnose.

2.3 Paraffinschnitte

Das Gehirn aller untersuchten PSP- und Kontrollfille wurde nach der Obduktion und

entsprechender Priparation des Hirnstammes in einem Fixativ mit 10%igem Formalin fiir
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mindestens sieben Tage und maximal zehn Jahre eingelegt und anschlieBend in etwa 3 cm dicke

Blocke in Transversalebene zerteilt, entwissert und in Paraffin eingebettet.

Anschlielend wurden die Paraffinblocke, welche die okulomotorischen Kerne enthielten in
Schnitte von 10 um und 5 pum Dicke mit einem Leica SM2000 R Schlittenmikrotom
geschnitten. Nach Streckung in einem Wasserbad bei 48-50 °C wurden die Schnitte mit Hilfe
eines Seidenpapiers aus dem Wasser aufgenommen, auf Superfrost-Objekttriger aufgezogen

und iiber Nacht im Brutschrank bei 40°C getrocknet.

2.4  Farbungen

Alle Féarbungen erfolgten an den auf Objekttrigern aufgezogenen Paraffinschnitten (vgl. 7.2).

24.1 Ubersichtsfirbung mit Kresylviolett

Die Kresylviolett Firbung diente als erste Ubersichtsfarbung zur Identifizierung der
untersuchten Kernareale nach Olszewski und Baxter (1982) (Biittner-Ennever und Horn, 2014).
Hierzu wurden 10 pm dicke Paraffinschnitte mit Kresylviolett, welches das raue
endoplasmatischen Retikulum (Nissl-Schollen) sichtbar werden lédsst, angefédrbt. Die Schnitte
wurden zuerst ca. 30 min in Xylol eingelegt, um sie zu entparaffinieren. Dann wurden sie fiir
je 5 min in 100%igem Alkohol, 96%igem Alkohol, 90%igem Alkohol, 70%igem Alkohol
gelegt, um eine Rehydrierung zu gewihrleisten. Es folgten 5 min in Aqua dest. und waschen
mit 1%iger Essigsdure. Anschlieend wurden die Schnitte in 0,1%ige Kresylviolett mit 0,5 ml
Eisessig pro 1 Liter Farblosung fiir 8 min gelegt, dann kurz in 1%iger Essigsdure gewaschen
und in 100%igem Alkohol differenziert. Nach Entwisserung, in einer aufsteigenden
Alkoholreihe fiir je 2 min (70%igem, 90%igem, 96%igem und 100%igem Alkohol) und
abschlieBender Inkubation in Xylol fiir zwei Mal 15 min, wurden die Schnitte mit dem

Eindeckmedium DePex (Serva, Heidelberg) eingedeckelt (Mulisch und Welsch, 2015).

2.4.2 Immunhistochemische Firbung

Fiir die immunhistochemischen Farbungen wurden die flach auf den Objekttragern liegenden
Paraffinschnitte angefarbt. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte 15 min in Xylol und 15

weitere min in frisches Xylol eingestellt. Die Rehydrierung erfolgte {iber eine absteigende
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Alkoholreihe mit je 10 min in 100%igem, 96%igem, 90%igem und 70%igem Alkohol und einer

kurzen Spiilung in Aqua dest.

Anschlieend wurden die Schnitte zur Antigen-Demaskierung in ein Farbegestell eingeordnet
und in mikrowellengeeignete Plastik-Kiivetten gestellt. Diese wurden mit 0,01 M Natrium-
Citrate-Puffer (pH-Wert 6,0) befiillt. Die Schnitte wurden fiinf Mal fiir je 3 min in der
Mikrowelle auf Stufe 8 gekocht, dazwischen wurde mit 0,01M Citrate Puffer nachgefiillt, um

zu verhindern, dass die Schnitte durch die starke Verdunstung austrocknen.

Bei diesem Projekt wurde eine Immun-Peroxidase-Methode eingesetzt. Dabei wird die
Peroxidase mit dem Chromogen Diamionbenzidin (DAB) und H>O» nachgewiesen. Um eine
unspezifische Anfiarbung der endogenen Peroxidase des jeweils untersuchten Schnitts zu
vermeiden, erfolgte eine 20-miniitige Inkubation mit 5%igem H>O> in Methanol. Weiterhin
wurde darauf geachtet, dass wihrend der DAB-Reaktion keine direkte Lichtstrahlung auf die
Schnitte erfolgte.

243 Immunhistochemische Firbung mit Maus anti-humanes PHF-Tau

Antikorper

Um das krankheitstypische hyperphosphorylierte Tau-Protein mit paarigen Filamenten (PHF-
Tau) bei PSP-Erkrankten darzustellen, wurde ein monoklonaler Maus anti-humanes PHF-Tau
Antikorper (AT8) (Thermo Scientific, clone ATS, Lot Number; ME156738, Konzentration 200
ug/ml, Verdiinnung 1:500) verwendet. Dieser Antikorper ist gegen das hyperphosphorylierte
Epitop der Aminosduren Ser202/Thr205 gerichtet (Goedert et al., 1995; Goedert, 1996) und
erkennt somit Phosphatase-sensible Epitope bei PHF-Tau, wobei keine Kreuzreaktivitit mit

normalen Epitopen des Tau-Proteins beobachtet wird (Mercken et al., 1992; Braak et al., 1994).

Weiterhin wird ein 2-Schritt-Polymersystem Kit (,,SuperVision 2; DCS Innovative Diagnostik
Systeme) benétigt. Die ,,Blocking-Losung® wird aus 1%igem Sera Plus, der Firma PAN Biotech
GmbH mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS engl.: ,,phosphate buffered saline*)

hergestellt. Sera Plus entspricht einem speziell prozessierten fetalen Kalberserum.

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte sowie der Vorbehandlung in der
Mikrowelle wurden die Objekttriger zur Inhibierung der endogenen Peroxidase in 5%iges H2O»
und Methanol gegeben, anschlieBend in Leitungswasser gelegt und kurz mit Aqua dest.
umspiilt. Es folgten 5 min in 0,1 M PBS (pH 7,3) und weitere 5 min in der ,,Blocking*-Losung,
bis der primédre Antikdrper (Maus anti-Tau (1:500)) dazugegeben wurde. Nach einer
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Inkubationszeit von 48 h bei 4°C wurden die Schnitte mit 0,1 M PBS (pH 7,3) gewaschen und
das zweite Reagenz, ein ,,Serum Enhancer* mit PBS, fiir 30 min hinzugegeben. Erneut wurden
die Schnitte mit 0,1 M PBS (pH 7,3) gewaschen und fiir 30 min in das ,,SuperVision 2* Kit
gelegt. Bevor DAB (Sigma-Aldrich) aufgetropft und fiir ca. 5 min inkubiert wurde, bis sich eine
Farbentwicklung zeigte, anschlieend wurden die Objekttrager wieder mit 0,1 M PBS (pH 7,3)
gewaschen (vgl. 7.2.2).

Um die umliegende Zytoarchitektur gut sichtbar zu machen, wurde nach dem Spiilen in Aqua
dest. eine Himalaun-Losung hinzugegeben. Das Blduen erfolgte in Leitungswasser. Nach der
aufsteigenden Alkoholreihe folgten 30 min in Xylol bis die Schnitte mit dem Eindeckmedium
DePex (Serva, Heidelberg) eingedeckelt wurden.

2.5  Auswertung
2.5.1 Einteilung der PSP-Fille in Stadium I bis IV anhand der Okulomotorik

Anhand der vorbeschriebenen Augenbewegungsstorungen beziiglich vertikaler und
horizontaler Sakkaden und der Auslosbarkeit des VOR wurden die Fille entsprechend der
Schwere der Augenbewegungsdefizite in verschiedene Stadien eingeteilt (vgl. Tab. 3). Im
frithesten Stadium (Stadium I) wurden noch keine Sakkadendefizite beschrieben, ein mittleres
Stadium wird durch das Auftreten von vertikalen Blickparesen gekennzeichnet (Stadium II),
die teilweise schon von verlangsamten horizontalen Sakkaden (Stadium III) begleitet werden.
Im spéten Stadium (Stadium IV) ist eine komplette Blickparese in alle Richtungen manifest.
Der VOR war in den frithen und mittleren Stadien (Stadium I-IIT) noch vorhanden, lief3 sich

aber in dem Fall PSP-8 mit kompletter Blickparese (Stadium IV) nicht mehr auslosen.
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Fall Blickparese |Blickparese |Blickparese |VOR |KU Krankheitsstadium
vertikal (1) vertikal (|) horizontale a.m.

PSP-1 - - - + 48 Stadium I

PSP-2 4+ 4+ - 4 1 Stadium II

PSP-3 ++ + -/+ + 36 Stadium II

PSP-4 + ++ + + 12 Stadium III

PSP-5 ++ ++ & + 15 Stadium III

PSP-6 A= 4=+ 3 A 42 Stadium III

PSP-7 A= 4=+ 3 A 48 Stadium III

Tab. 3 Stadieneinteilung anhand der Schwere der Augenbewegungsstérungen

Die Stadien wurden im Hinblick auf die Augenmotorik vergeben. KU: letzte kdrperliche Untersuchung a.m. in
Monaten, komplette Blickparese: ,++°, inkomplette Blickparese: ,+‘, schwach ausgeprégt: ,-/+°,

nicht vorhanden: ,-‘. Vorhandensein: ,+‘ bzw. Ausfall ,-* des VOR.

252 Sicherstellung einer ausreichenden Firbegiite

Bei der Auswahl der verwendeten Schnitte wurde auf eine gute Qualitdt der Farbung geachtet.
Diese wurde bei jedem einzelnen Schnitt gepriift, indem nicht nur die verwendeten Kernareale,
sondern auch zum Beispiel der Nucleus raphe dorsalis und der EWcp betrachtet wurden. Beide
Hirnareale zeichnen sich dadurch aus, dass sie bei post-mortem Gehirnen hoheren Lebensalters,
auch bei Kontrollen, oft AT8-positive Neurone aufweisen (Parvizi et al., 2001; Simic et al.,

2017).

253 Digitalisierung und Analyse der histologischen Priparate

Nach der Sicherstellung einer ausreichenden Firbegiite, wurden die ATS8-gefdrbten
Paraffinschnitte aller PSP- und Kontrollfille, welche die Augenmuskelkerne enthielten, mit
einem Slide-Scanner (Mirax MIDI, Zeiss), der mit einem aplanem, apochromatischen Objektiv
(20x) ausgestattet ist, digitalisiert und auf einem Computer abgespeichert. Anschliefend
wurden die digitalisierten Bilder mit der Viewer-Software Panoramic Viewer (3D Histech;
1.152.3) gesichtet und ausgewertet. Dazu wurden zunichst die wichtigen Kernareale fiir nllI,
nlV und nVI bei allen acht PSP-Fillen auf den digitalisierten Schnittbildern markiert.

Zusétzlich wurden auch die Subgruppen des nlll umrandet und ausgewertet, basierend auf den
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erhobenen Befunden von Che Ngwa et al. (Zeeh und Horn, 2012; Che Ngwa et al., 2014; vgl.
Abb. 2 und Abb. 5).

Anschliefend wurden innerhalb der gekennzeichneten Areale die ATS8-positiven und ATS8-
negativen Neurone auf den digitalisierten Bildern ausgezihlt, indem sie mit unterschiedlichen
Markern (3DHistech; Counting Modul) versehen wurden. Dabei kennzeichnen rote Kreise die
AT8-positiven Neurone und griine Kreise die AT8-negativen Neurone. Fiir jeden Fall und jedes
Kernareal wurden auf diese Weise mindestens 26 Neurone ausgezihlt. Zusétzlich wurden die

Férbeergebnisse immer auch direkt am Mikroskop kontrolliert (Abb. 3).
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Abb. 3 ,,Screenshot® der Arbeitsfliche am Panoramic Viewer

Darstellung eines Transversalschnitts durch den kaudalen nlll im Fall PSP-7. Gezeigt sind die umrandeten Areale
des CCN, sowie des nIII rechts und links. Beim Uberfahren der Neurone mit dem Cursor erschien eine
Vergroflerung in einem eigenen Fenster, die eine Kontrolle der Immunférbung (monoklonale Maus anti-humanes
PHF-Tau Farbung mit Himalaun-Gegenfarbung) erlaubte.

Die AT8-Immunfarbung zeigte sich in unterschiedlichen Intensitdten, die sowohl innerhalb
eines Falls als auch zwischen den Fillen variierte. Zur quantitativen Analyse wurden alle ATS-
positiven Neurone gewertet und den AT8-negativen Neuronen gegeniibergestellt. Der

prozentuale Anteil der AT8-positiven Neurone konnte iiber die Funktion ,,Marker Counter
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Statistic* pro umrandetes Areal/Kerngebiet ausgewertet werden und in ein Arbeitsblatt des

Tabellenkalkulationsprogramms Excel (Microsoft) {ibertragen werden (Abb. 4).

Annotation Name:

13AT8430cHi v

Abb. 4 Funktion ,,Marker Counter Statistic*
In diesem Fall wurden 8 AT8-positive Neurone im

Overal Area: 0.95 mmZ ¥ linken nllI gez&hlt, was bei einer Gesamtzahl von 83
Number of Markers: 83 Neuronen einen Prozentsatz von 9,6 % ergibt.
°]
Number  Rel Number n
cel 75 904 %
AT8 8 96%

Um die gewonnen Daten mit denen der anderen Kernareale vergleichen zu konnen, wurden sie
in Excel (Microsoft) aufgelistet. AnschlieBend wurde von jedem Kernareal der Mittelwert und
die Standardabweichung der AT8-positiven Neurone berechnet. Mit diesen Daten wurden dann
Balkendiagramme angefertigt, um die unterschiedlichen Kernareale und PSP-Stadium I-IV

miteinander zu verglichen.

Weiterhin wurden anhand der Daten auch Diagramme und Grafiken mit Graphpad Prism
(Version 5) erstellt. Sie beruhen ebenfalls auf der Grundlage von Mittelwerten der einzelnen
Kernareale innerhalb eines Stadiums. Unter Beriicksichtigung der Anzahl der verwendeten
Schnitte wurden zudem Boxplots erstellt. Auf diese Weise konnte innerhalb eines Diagramms
die Anzahl der ausgewerteten Schnitte innerhalb eines PSP-Stadiums und der Streuung der

Daten zum prozentualen Anteil AT8-positiver Neurone besser betrachtet werden.

254 Subgruppen des nllIl

Innerhalb des nllIl wurde zwischen den Subgruppen, die sich zytoarchitektonisch voneinander
abgrenzen lassen, unterschieden (vgl. 1.4.2; Zeeh und Horn, 2012; Che Ngwa et al., 2014).
Dabei wird die CEN-Gruppe als Lokalisation der SR- und IO-Motoneurone angenommen,
welche die Blickbewegungen nach oben vermitteln. Die DM-Gruppe enthidlt die IR-
Motoneurone, die zusammen mit den SO-Motoneuronen im nIV die Blickbewegungen nach
unten bewirken. Die MR-Motoneurone werden durch die dorsolaterale B-Gruppe und die

ventrale A-Gruppe présentiert (Abb. 5b) (Che Ngwa et al., 2014). Bisher gibt es keine Hinweise
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dafiir, dass sich A- und B-Gruppe in ihrer Funktion unterscheiden (Biittner-Ennever, 2006), so
dass im Folgenden die A- und B-Gruppe zur gemeinsamen MR-Gruppe zusammengefasst
wurden. Abbildung 5a zeigt dazu den nlll ohne Beschriftungen in der AT8-Féarbung (Maus anti-
humanes PHF-Tau) und Hiamalaun-Gegenfiarbung zur Demonstration der Zytoarchitektur. In
Abbildung 5b wird die Verteilung der Subgruppen farblich mit den Zeichenwerkzeugen der

Bildanalyse-Software HistoQuant veranschaulicht.

29



’ Jees N S000m

CCN

500pm -

b)

AbD. 5 Darstellung der Subgruppen des nllI in der Bildanalyse-Software HistoQuant

Transversalschnitt durch den Nucleus oculomotorius eines PSP-Falls mit AT8-Immunfarbung (braun, Pfeile) und
Himalaun-Gegenfirbung. In der Ubersicht ohne Beschriftung (a). (b) zeigt (a) mit eingetragenen Abgrenzungen
der Motoneurongruppen individueller Augenmuskeln: Motoneurone des M. levator palpebrae im CCN (schwarz),
M. rectus inferior (IR, blau), des M. rectus superior (SR) und M. obliquus inferior (I0) in der CEN-Gruppe (rot).
Die Motoneurone des M. rectus medialis (MR) zeigen sich in einer dorsolateralen B-Gruppe (griin) und in der
ventralen A-Gruppe (pink).
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2.5.5 HistoQuant-Analyse

Um nicht nur eine Einschitzung iiber die AT8-Féarbung der Neurone, sondern auch der
Gliazellen und der Fasern im gesamten Kernareal bzw. den Subgruppen im nlll zu erhalten,
wurden die gefarbten Schnitte zusitzlich mit der Bildanalyse-Software HistoQuant 1.14 SP1
(3DHistech) untersucht. Dies Methode wurde beispielsweise auch von Willroider et al.
angewendet um die Taubelastung bei AD und PSP in kortikalen Regionen der grauen Substanz

zu beurteilen (Willroider et al., 2021).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde bei den ausgewédhlten Schnitten auf eine ausreichende
Giite der Farbungen geachtet. Mit Hilfe der Software HistoQuant wurde anhand der
Braunfirbung von AT8-positiven Strukturen fiir jeden Schnitt eine Maske erstellt, die solange
fein justiert wurde, bis sie der AT8-Farbung entsprach (vgl. Abb. 6a und 6b). AnschlieSend
wurde die Flache der Maske von der Software berechnet. Man erhielt auf diese Weise den
prozentualen Anteil der Flache in der definierten ,,Region of interest” (ROI) die AT8-positiv

war und zusitzlich AT8-positive Neurone enthielt.

Abbildung 6a zeigt dazu beispielhaft den Uberblick iiber ein ausgewihltes Kernareal auf ATS-
gefdrbt und dazu die von der Software erstellte Maske in rot (Abb. 6b). Der prozentuale Anteil
der ATS8-positiven Flachen innerhalb des untersuchten Kernareals aller Falle wurde in einem
Tabellenkalkulationsprogramm  (Excel;  Microsoft) erfasst und anschlieBend in

Balkendiagrammen miteinander verglichen.

Der nlII von Fall PSP-2 konnte nicht mit der HistoQuant-Analyse ausgewertet werden, da die
Schnitte aufgrund ihrer Schnittfiihrung auf grofere Objekttriger aufgezogen waren, die nicht

mit dem Slide-Scanner erfasst werden konnten.
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Abb. 6 ,,Screenshots definierter Kernareale mit der Bildanalyse-Software HistoQuant
Darstellung der ,,Region of interest™ (ROI) fiir den nlll im Transversalschnitt von Fall PSP-3 in der AT8-Féarbung
(braun) mit Himalaun-Gegenfirbung. In der Ubersicht ohne Beschriftung (a). (b) zeigt (a) mit Erstellen einer
Maske (rot) iiber die AT8-positiven Strukturen mit dem Programm HistoQuant.
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3 Ergebnisse
3.1 ATS8-Fiarbung in PSP-Fillen

Fiir die progressive supranukledre Blickparese sind neurofibrillire Biindel (NFTs, engl.:
,neurofibrillary tangles), Einschliisse in Oligodendroglia (CBs, engl.: ,,coiled bodies®),
Einschliisse in Astrozyten, die zu ,,gebilischelten Astrozyten® (TAs, engl.: ,,tufted astrocytes*)
fiihren und neuropile Féden in subkortikalen Regionen, in den Hirnstammkernen und dem

Nucleus dentatus charakteristisch (Litvan et al., 1996c¢; Dickson et al., 2007; vgl. Abb. 7).

) Sho mEANE Wav Sy SUEIERS B e B o,

o |

Abb. 7 Detailaufnahme PSP-typischer neuropathologischer Verdnderungen

Transversalschnitt durch den Hirnstamm eines PSP-Falls mit immunhistochemischer AT8-Féarbung (braun) und
Héamalaun-Gegenfarbung. (a) Neurofibrilldre Biindel (NFTs, engl.: ,,neurofibrillary tangles*), (b) Einschliisse in
Oligodendroglia (CBs, engl.: ,,coiled bodies*), (c) Einschliisse in Astrozyten (TAs, engl.: ,tufted astrocytes®).

3.2 Unterscheidung AT8-Immunfirbung vs. Lipofuszin

Zahlreiche Neurone der Motokerne enthielten Lipofuszin, ein Altersprotein, das gelbbraun und
kornig im Zytoplasma erscheint. Um Fehlinterpretationen der AT8-Immunfirbung zu
vermeiden, die als brauner feinkdrniger Farbniederschlag auftritt und deshalb mit Lipofuszin-
Ablagerungen verwechselt werden konnte, wurde mit zweifelhaft markierten Neuronen
folgendermaflen  verfahren: Sie  wurden im  Fluoreszenzmikroskop  unter
Fluoreszenzbeleuchtung betrachtet, wobei Lipofuszin anhand seiner Autofluoreszenz eindeutig

identifiziert werden konnte, wéhrend die DAB-gefiarbten Neurone keine Autofluoreszenz

zeigten (Abb. 8).
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Abb. 8 Unterscheidung AT8-Immunfarbung vs. Lipofuszin

Detailaufnahmen von AT8-immungefarbten Schnitten aus dem Fall PSP-1 mit Himalaun-Gegenfarbung

a) Darstellung der AT8-positiven (a, rote Pfeile) und Lipofuszin-reichen Neurone (a, griine Pfeile) im Hellfeld.

b) Bei Fluoreszenzbeleuchtung zeigen Lipofuszin-haltige Neurone eine deutliche Autofluoreszenz (b, griine
Pfeile), wohingegen die braune AT8-Immunfarbung keine Autofluoreszenz aufweist (b; rote Pfeile).

33 Kontrollfille

Zum Vergleich mit den PSP-Féllen wurden drei Kontrollfélle mit AT8-Immunhistochemie und
Héamalaun-Gegenfarbung untersucht. Keiner der Kontrollfdlle enthielt AT8-positive Strukturen
in den untersuchten Motokernen nlll, CCN, nIV und nVI (Abb. 9). Im Kontrollfall KO-1
zeigten sich vereinzelt AT8-positive Fdden und Zellen im Nucleus raphe dorsalis. Kontrollfall

KO-2 zeigte vereinzelt AT8-positive Neurone im modulatorischen EWcp (Abb. 10, Pfeile).

a) : ______ s \

SimG e e

Abb. 9 Kontrollfall KO-1

Transversalschnitt durch den nIll und EWcep (a) und den nVI des Kontrollfalls KO-1 mit AT8-Immunfirbung
(braun) und Hamalaun-Gegenfarbung. Die dargestellten Areale sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet. (a)
Darstellung von nlll und EWcp: ohne Nachweis AT8-positiver Neurone und (b) Darstellung von nIV: ohne
Nachweis AT8-positiver Neurone.
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Abb. 10 Kontrollfall KO-2
Transversalschnitt durch den nlll und EWcp (a) und den kaudalen EWcp (b) des Kontrollfalls KO-2 mit AT8-
Immunfirbung (braun) und Hamalaun-Gegenfiarbung. Die dargestellten Areale sind mit gestrichelten Linien
gekennzeichnet. (a) Darstellung EWcep mit Nachweis von zwei AT8-positiven Neuronen (Pfeile), bei AT8-
negativem nlll (b) Detailaufnahme des kaudalen EWcp mit Nachweis von vier AT8-positven Neuronen (Pfeile)
und AT8-positiven Fasern.

3.4  Semiquantitative Beurteilung der AT8-Firbung in RIMLF und PPRF

Bei allen PSP-Fillen der Studie wurden, soweit vorhanden, die supranukledren
Hirnstammareale RIMLF und PPREF, die fiir die Generierung von Sakkaden eine wichtige Rolle
spielen (Leigh und Zee, 2015) vorab nach der AT8-Immunfirbung orientierend mikroskopiert.
Die AT8-Positivitit der Gliazellen und Neurone wurde mit nicht ,0°, vereinzelt ,#‘, maBig ,##°
und stark ,###° AT8-positiv bewertet und den vorab beschriebenen Stadien zugeordnet (vgl.
2.5.1). Beispielhaft ist die AT8-Immunfirbung im RIMLF und PPRF der Fille PSP-2 (Stadium
IT), PSP-5 (Stadium III) und PSP-8 (Stadium IV) in Abbildung 11 dargestellt. Allerdings
wurden in der vorliegenden Studie keine begleitenden Immunférbungen an Nachbarschnitten
durchgefiihrt, die spezifisch fiir Burst-Neurone sind, wie zum Beispiel der Nachweis von

Parvalbumin oder perineuronalen Netzen (Horn et al., 2003a).

Im Fall PSP-1 mit dem Stadium I ohne beschriebene Augenbewegungsstorungen wiesen die
Neurone im RIMLF keine AT8-Positivitdt auf, die Gliazellen waren jedoch maBig betroffen. In
der PPRF zeigten Neurone und Gliazellen eine geringe AT8-Immunreaktion (Tab. 4). Im
Stadium II und II1, in denen neben deutlichen vertikalen Blickparesen auch Beeintrachtigungen
der horizontalen Sakkaden auftraten, wies der RIMLF beziiglich der Neurone einen méfigen

,»AT8-Tau-Load* auf, wohingegen der ,,AT8-Tau-Load“in der PPRF geringer ausfiel. Die
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Gliazellen zeigten einen dhnlichen ,,AT8-Tau-Load* in beiden Blickzentren (Tab. 4, Abb. 11).
Im Stadium IV, das durch eine komplette Blickparese in alle Richtungen charakterisiert wird,
zeigte sich bei Fall PSP-8 eine starke ATS8-Fiarbung zahlreicher Neurone und Gliazellen im
RIMLF und PPRF (Tab. 4, Abb. 11). Insgesamt schien der ,,AT8-Tau-Load* in den Gliazellen
innerhalb eines Falls immer gleich oder stérker als der in den Neuronen zu sein. Im Vergleich
der beiden pradmotorischen Blickzentren war der RIMLF stérker betroffen als die PPRF. Bei
allen untersuchten PSP-Fillen bestand bereits bei geringer klinischer Auspriagung der
Augenmotilitit (Stadium I) eine AT8-Immunreaktivitit in den pramotorischen Zentren. Damit
lieB sich qualitativ beobachten, dass der ,,AT8-Tau-Load* in den beiden Blickzentren bei sieben
der acht wuntersuchten PSP-Fille in erster Anndherung mit den beschriebenen
Augenbewegungsstorungen korrelierte. Eine Ausnahme bildete der Fall PSP-6, der nur eine
geringe AT8-Immunreaktivitit in Neuronen und Gliazellen der primotorischen Blickzentren
aufwies, vergleichbar mit PSP-1 (Stadium I), aber anhand der klinischen Befunde mit einer
kompletten vertikalen und teilweisen horizontalen Blickparese dem Stadium III zugeordnet war

(Tab. 4).

In Tabelle 4 werden die Ergebnisse dieser semiquantitativen Auswertung dargestellt. Zusatzlich
werden die Krankheitsstadien I-IV anhand der Augenmotilitit (vgl. 2.5.1) angegeben. Bei Fall
PSP-3 war kein Gewebeblock der PPRF verfiigbar, so dass hier das horizontale Blickzentrum
nicht berticksichtigt werden konnte. Eine systematische quantitative Analyse dieser Areale

erfolgt im Rahmen einer anderen Teilstudie.
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Abb. 11 AT8-Immunféarbung in den pramotorischen Blickzentren RIMLF und PPRF

Detailaufnahmen von Transversalschnitten durch den rostralen interstitiellen Kern des Fasciculus longitudinalis
medialis (RIMLF, obere Reihe: a) - ¢)) und die paramediane pontine Formatio reticularis (PPRF, untere Reihe: d)
- 1)) von drei PSP-Fillen in verschiedenen Stadien, die immunhistochemisch mit dem AT8-Antikorper behandelt
und mit Himalaun gegengeférbt wurden. Dargestellt sind die Fille: PSP-2, PSP-5 und PSP-8 von links nach rechts.
Die AT8-Positivitdt wurde in den Gliazellen und den Neuronen mit keine: ,0°, vereinzelt: ,#°, maBig: ,##° und
stark: ,###° bewertet. Die Auswertung der Gliazellen ist in Klammern dargestellt; die der Neurone ohne. Wahrend
der Fall aus Stadium I noch wenige AT8-positive Neurone und Glia aufweist, zeigen sich in Stadium I'V mit einer
kompletten Blickparese zahlreiche AT8-positive Neurone und Gliazellen.

RIMLF PPRF Krankheitsstadien
Fall Neurone Gliazellen Neurone Gliazellen

PSP-1 0 (##) # #) Stadium I

PSP-2 # #) #) 0 Stadium II

PSP-3 # (H#) *) *) Stadium II

PSP-4 #it (##) # (##) Stadium I11

PSP-5 Hit (##) # (##) Stadium I11

PSP-6 0 #) # #) Stadium III

PSP-7 ## bis ### (H##) ## bis #H# (H##) Stadium III

PSP-8 Hit# (H##) Hit (H##) Stadium IV

Tab. 4 Semiquantitative Analyse der AT8-positiven Neurone in RIMLF und PPRF

Auflistung der PSP-Fille mit Angabe der Stadien anhand ihrer Augenmotilitit und der beobachteten ATS-
Positivitét in den Gliazellen und den Neuronen, klassifiziert in keine: ,0°, vereinzelt: ,#, méaBig: ,##‘ und stark:
J# . Die Auswertung der Gliazellen ist in Klammern dargestellt; die der Neurone ohne. *) Keine Daten verfiigbar.
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3.5  Quantitative Analyse der AT8-Firbung in den motorischen Kernen
3.5.1 ATS8-Firbung in den Motoneuronen

Abbildung 12 zeigt beispielhaft den nlll nach der immunhistochemischen Féarbung mit dem
monoklonalen Maus anti-humanes PHF-Tau (AT8) Antikorper und anschlieBender Himalaun-
Gegenfiarbung im frithen (Stadium I), mittleren (Stadium III) und spaten Stadium (Stadium IV)
(vgl. 2.5.1). Im Stadium I traten in den Motokernen weder AT8-positive Neurone noch
Gliazellen auf, nur vereinzelte AT8-positive Fasern in anderen Arealen (Abb. 12a). Im Stadium
III fanden sich vereinzelt AT8-positive Motoneurone sowie zunehmend AT8-positive Gliazellen
und Fasern (Abb. 12b). Im Stadium IV zeigte sich ein hiufiges Auftreten von AT8-positiven
Neuronen, zahlreichen AT8-positive Fasern und Gliazellen (Abb. 12c¢).

Neben klar AT8-positiven Neuronen finden sich auch ATS8-negative Neurone, die von
punktartigen AT8-positiven Profilen und Fasern umgeben sind (Abb. 12d, Pfeilspitzen).
Daneben finden sich Neurone mit feinen punktformigen AT8-positiven Ablagerungen innerhalb
des Zytoplasmas, die moglicherweise Pretangles représentieren, eine Form nicht-fibrilldrer
Tau-Ablagerungen (Abb. 12d, offener Pfeil) (vgl. Uchihara, 2014). Es zeigen sich auch AT8-
negative Neurone, die dicht von AT8-positiven Fasern umgeben sind (Abb. 12e) neben
Neuronen, deren komplettes Zytoplasma mit proximalen Dendriten AT8-Immunoreaktivitét

aufweist, das typische Bild neurofibrillarer Tangles (Abb. 12f) (vgl. Uchihara, 2014).
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Abb. 12 Detailaufnahme von Neuronen, Gliazellen und Fasern mit AT8-Immunfirbung und Hidmalaun-
Gegenfirbung

a) - ¢) im nlII in unterschiedlichen PSP-Stadien: a) Fall PSP-1 (Stadium I), der noch keine AT8-Immunpositivitit
aufweist. b) Fall PSP-7 (Stadium III) enthilt AT8-positive Neurone (geschlossener Pfeil) und vereinzelt ATS-
positive Gliazellen (offener Pfeil) und Fasern (Pfeilspitzen). c) Fall PSP-8 (Stadium IV) enthélt stark AT8-positive
Neurone (geschlossener Pfeil) und zahlreiche AT8-positive Fasern (Pfeilspitzen) und Gliazellen (offener Pfeil).
d) - f) Verschiedene AT8-Farbemuster im nlIl im Fall PSP-4 (Stadium III): d) AT8-negative Neurone, die von
punktartigen ATS8-positiven Strukturen und Fasern umgeben sind, die moglicherweise afferente Axone mit
synaptischen Kontakten darstellen (Pfeilspitzen), Neurone mit feinen ATS8-positiven Granula im Zytoplasma
(offener Pfeil). e) AT8-negative Neurone, die dicht von AT8-positiven Fasern umgeben sind. f) Neurone, deren
komplettes Zytoplasma mit proximalen Dendriten AT8-Immunoreaktivitit aufweist.

3.5.2 Quantitativer Vergleich von AT8-positiven Neuronen im linken und

rechten nVI

Nicht fiir jeden der Archivfille standen beide Hirnstammhélften zur Verfiigung. Wo vorhanden
wurden jedoch die Augenmuskelkerne beider Seiten getrennt analysiert und dann miteinander
verglichen. In Abb. 13 sind dazu beispielhaft die Daten fiir den nVI fiir beide Seiten bei allen
PSP-Fillen, mit Ausnahme von Fall PSP-8, bei dem kein linkes Kernareal existierte, aufgefiihrt.
Die quantitative Auswertung in den Augenmuskelkernen beider Seiten innerhalb der einzelnen
PSP-Fille zeigte dhnliche prozentuale Anteile AT8-positiver Neurone. Im Stadium I bei Fall
PSP-1 zeigte sich im rechten nVI 9,46 % und im linken nVI 7,58 % AT8-positive Neurone. Bei
Fall PSP-2 im Stadium II bestand die grofte Diskrepanz zwischen rechtem und linken nVI mit
fast 10 % (2,10 % rechts vs. 11,60 % links), wobei lediglich ein Schnitt mit dem linken nVI
existiert und somit die 10 % nur gering aussagekriftig sind. Im Fall PSP-3 waren 18,54 % im
rechten nVI und 14,60 % im linken nVI AT8-positiv. Der Fall PSP-4 hatte eine Differenz
zwischen rechtem und linken nVI von 2,85 %, Fall PSP-5 hatte eine von nur 0,25 %, Fall PSP-
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6 von 1,70 % und Fall PSP-7 von 3,2 %. So betrug die Diskrepanz zwischen rechten und linkem
nVI, wenn man den Fall PSP-2 nicht beriicksichtigt, im Rahmen dieser Auswertung maximal

3,94 % (vgl. Abb. 13).

Wenn nicht anders angegeben wurden im Folgenden jeweils die rechten Kernareale miteinander

verglichen.
801 Vergleich rechter vs. linker VI
70+

Stadium I Stadium 11 Stadium IIT Stadium IV

Anteil AT8-positiver Neurone [%0]

TNy

’ , . Q}
PO

Abb. 13 AT8-positive Neuronenpopulation im Vergleich des rechten und linken nVI

Dargestellt sind weiterhin Stadium I bis IV, die anhand der klinischen Beschwerden festgelegt wurden (vgl. Tab.
3). Die schwarzen Balken zeigen als prozentualen Anteil der gesamten Population der Degeneration im rechten
Kernareal und die weilen Balken fiir das linke Kernareal. Bei Fall PSP-8 existierte kein linkes Kernareal, so dass
hiervon keine Darstellung erfolgt.

3.53 Nucleus oculomotorius (nlII)

Fiir den nlIT wurden zwischen 296 und 1796 Neurone pro PSP-Fall ausgewertet. Im Stadium I
und II waren zwischen 2,5 bis 15,7 % der gesamten Neuronenpopulation ATS8-positiv, im
Stadium III und I'V waren es zwischen 1,5 bis 27,8 %. Das spite Stadium IV zeigte die grofite

Population an ATS8-positiven Neuronen mit 55%. In den anderen Stadien zeigte sich der
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Prozentsatz der betroffenen Neurone etwas variabel (vgl. Abb. 14). Die Analyse beziiglich der
funktionellen Subgruppen fiir vertikale und horizontale Augenbewegung erfolgt in Abschnitt

3.5.8.

354 Nucleus Edinger-Westphal zentral-projizierender Teil (EWcp)

Fiir das gesamte Areal des EWcp wurden zwischen 52 und 369 Neurone je PSP-Fall
ausgewertet. Haufig fiel bereits bei einem ersten orientierenden Blick durch das Mikroskop auf,
dass der EWcp eine hohere Dichte von AT8-positiven Neuronen zeigte als der nlll. Dieser
Eindruck bestitigte sich dann auch in der systematischen quantitativen Analyse der ATS-
positiven Neurone (vgl. Abb. 14). Im Stadium I bis IV zeigte sich unabhingig vom PSP-
Stadium ein Anteil von 44 Dbis 46,0 % AT8-positiver Neurone in der
Gesamtneuronenpopulation im EWep. Im EWcp des Kontrollfalls KO-2 waren 14,6 % der
Neurone AT8-positiv, wihrend sich in den Kontrollfdllen KO-1 und KO-3 keine AT8-Positivitét
in den Neuronen des EWcps zeigte (vgl. Abb. 14).

3.5.5 Nucleus centralis caudalis (CCN)

Im CCN, der die Motoneurone beider Lidheber enthilt (Porter et al., 1989; Zeeh und Horn,
2012), wurden jeweils zwischen 26 und 90 Neurone pro vorhandenem PSP-Fall ausgewertet.
Zu den Fallen PSP-3, PSP-5 und PSP-6 existierten keine Gewebeblocke, die die Schnittebenen
des CCN enthielten und konnten somit nicht beriicksichtigt werden. Im Stadium I und II war
eine geringe Anzahl von ca. 3,5 % der Motoneurone AT8-positiv, wohingegen im Stadium I1I

und IV mehr als 30 % der Motoneurone betroffen waren (vgl. Abb. 14).
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Abb. 14 Vergleichende quantitative Analyse AT8-positiver Neurone im Nucleus-oculomotorius-Komplex
Prozentualer Anteil AT8-positiver Neurone des nlll, CCN und EWcp bei PSP-Fillen verschiedener Stadien der
Augenmotilitdt im Vergleich. Von den drei Kontrollfdllen ist KO-2 mit aufgefiihrt, der nur im EWcp ATS8-positive
Neurone enthielt (vgl. Abb. 10).

3.5.6 Nucleus trochlearis (nIV)

Im Nucleus trochlearis wurden zwischen 72 und 324 Motoneurone pro PSP-Fall ausgewertet,
wobei bei den Fillen PSP-2, PSP-5, PSP-6 und PSP-8 keine Schnittebenen mit nIV zur
Verfligung standen. Aufgrund der geringen Anzahl von Schnitten wurden hier der rechte und
linke nIV jeweils zusammengefasst. Die Krankheitsstadien wurden wie in 2.5.1 (vgl. Tab. 3)

dargestellt eingeteilt.

Von Stadium I bis III zeigte sich eine Zunahme der Population AT8-positiver Neurone im nlV.
Im Stadium I fanden sich zwischen 3,3 und 9,3 % AT8-positive Neurone, im Stadium II lag der
Anteil AT8-positiver Neurone zwischen 0 bis 13,3 %, im Stadium III zwischen 7,1 und 33,3 %.
Damit zeigte sich ein Trend fiir die Zunahme des relativen Anteils AT8-positiver Neurone von

Stadium I bis III (vgl. Abb. 15).
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Abb. 15 Vergleichende quantitative Analyse AT8-positiver Neurone im nlV

a) Boxplot zur Darstellung der ausgewerteten Schnittzahl und der Streuung der Daten zum prozentualen Anteil
AT8-positiver Neurone im nI'V. Stadium I bis IIT der PSP-Fille. N gibt die Anzahl der PSP-Fille innerhalb eines
Stadiums an. b) Balkendiagramm zur Veranschaulichung der durchschnittlichen Werte des prozentualen Anteils
AT8-positiver Neurone im nIV in Stadium I bis III. ,N° gibt die Anzahl der PSP-Fille innerhalb eines Stadiums
an. Die AT8-positiven Neurone im Kernareal des rechten und linken nIV wurden zusammengefasst (R+L).

3.5.7 Nucleus abducens (nVI)

Im nVI wurden zwischen 57 und 467 Neurone pro PSP-Fall ausgewertet. Der nVI ist mit der
MR-A- und der MR-B-Gruppe des nlllI fiir die horizontalen Blickbewegungen verantwortlich
(Che Ngwa et al., 2014). Im folgenden Diagramm sind nur die Daten der rechten Kernareale
des paarigen nVI enthalten. Im Stadium I und II lag der Anteil von AT8-positiven Neuronen
noch unter 20 %, stieg aber bis tiber 50 % im Stadium IV an (Abb. 16). Anzumerken ist, dass
aus methodischen Griinden eine Unterscheidung zwischen internukledren Neuronen und

Motoneuronen innerhalb des nVI nicht durchgefiihrt werden konnte.
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Abb. 16 Vergleichende quantitative Analyse AT8-positiver Neurone im nVI

a) Boxplot zur Darstellung der Anzahl der ausgewerteten Schnitte und der Streuung der Daten zum prozentualen
Anteil AT8-positiver Neurone im nVI. Stadium I — I'V der PSP-Fille wurden betrachtet. b) Balkendiagramm zur
Veranschaulichung der durchschnittlichen Werte des prozentualen Anteils AT8-positiver Neurone im nVI in
Stadium I-IV. ,N° gibt die Anzahl der PSP-Félle innerhalb eines Stadiums an und ,n‘ gibt Auskunft iber die Anzahl
der ausgewerteten Schnitte.

3.5.8 Vergleich AT8-positiver Neurone fiir vertikale und horizontale

Augenbewegung

Im Hinblick auf die bei der PSP friih auftretende vertikale Blickparese wird in Abbildung 17
der prozentuale Anteil AT8-positiver Neurone in den Neuronengruppen fiir vertikale
Augenbewegungen (SR-, IO-, IR- und SO-Neuronen: blau dargestellt) dem prozentualen Anteil
AT8-positiver Neurone in den Neuronengruppen fiir horizontale Augenbewegungen (MR- und
nVI-Neurone: griin dargestellt) gegeniibergestellt. Wie bereits beschrieben werden auch in
dieser Abbildung (Abb. 17) die MR-A- und die MR-B-Gruppe zu einer gemeinsamen MR-
Gruppe zusammengefasst (vgl. 2.5.4). Auf die Darstellung der Kontrollféille wurde verzichtet,

da sie in keinem dieser Kernareale AT8-positive Neurone aufwiesen.
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Neuronengruppen fiir vertikale vs. horizontale
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Abb. 17 Vergleich des Anteils AT8-positiver Neurone fiir vertikale und horizontale Augenbewegungen
Dargestellt ist der prozentuale Anteil AT8-positiver Neurone in den Neuronengruppen fiir vertikale (blau) und
horizontale Augenbewegungen (griin) bei PSP-Fall 1 bis 8 mit unterschiedlich schwer ausgeprigten
Augenbewegungsdefiziten (Stadium I bis IV). Die Daten fiir Neurone, die beim Aufwiértsblick beteiligt sind (SR-
10) erscheinen in hellblau, die fiir Neurone fiir den Abwiértsblick (IR, nVI) in mittel- und dunkelblau.

Insgesamt zeigte sich von Stadium I bis IV ein steigender prozentualer Anteil AT8-positiver
Neurone in den untersuchten Kernarealen. Nur im Fall PSP-6, der eine vertikale und horizontale
Blickparese aufwies, waren die Populationen AT8-positiver Neurone vergleichsweise gering.
Im Fall PSP-1, der keinerlei Augenbewegungsdefizite aufwies, fand sich in allen untersuchten
Neuronensubgruppen ein Anteil von unter 10 % an AT8-positiven Neuronen. Auffallig war, dass
nahezu alle untersuchten PSP-Fille (bis auf PSP-6), auch ohne beschriebene horizontale
Blickparese eine etwa gleich groe Population an AT8-positiven Neuronen in den
Neuronensubgruppen fiir Horizontalbewegungen (griine Balken in Abb. 17) und fiir
Vertikalbewegungen (blaue Balken in Abb. 17) aufwiesen. Im Stadium IV erreichte der Anteil
AT8-positiver Neurone im nVI, der horizontale Blickbewegungen generiert, sogar iiber 50 %.
Somit konnte kein Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil AT8-positiver Neurone
in den Subgruppen der individuellen Augenmuskeln und einer beschriebenen Horizontal- oder

Vertikalparese in den PSP-Fillen gezeigt werden.
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3.6  HistoQuant-Analyse

In einer parallelen Untersuchung mit halb-automatischer Auswertung mit der Bildanalyse-
Software HistQuant (3DHistech) wurde in den zuvor definierten Kernarealen die Fliche
samtlicher ATS8-positiver Strukturen bestimmt. Dabei wurden nicht nur die einzelnen Neurone

erfasst, sondern auch AT8-positive Gliazellen und Fasern (vgl. 2.5.5).

Zur Analyse der Schnitte mittels HistoQuant wurde von jedem Fall ein reprasentativer Schnitt
fiir alle existierenden Kernareale ausgewertet. Eine Standardabweichung wurde bei der

Auswertung eines Schnittes in den folgenden Diagrammen nicht dargestellt.

3.6.1 HistoQuant-Analyse des CCN

Abbildung 18 zeigt die Darstellung der HistoQuant-Analyse des unpaaren CCN, der die
Motoneurone des M. levator palpebrae (LP) enthilt, durch den die Augen offengehalten werden
(Porter et al., 1989; Zeeh und Horn, 2012). Bei keinem der hier dargestellten PSP-Féllen war
eine Ptosis beschrieben worden. Auch wenn der Fall PSP-2 hier mit 0,13 % nur eine sehr
geringe AT8-Immunreaktivitit aufwies, 1dsst sich trotzdem von Stadium I zu Stadium III und
IV eine Zunahme der AT8-positiven Areale innerhalb des CCN feststellen. Im Stadium IV

wurde ein relativer Prozentsatz von 8,13 % ermittelt (vgl. Abb. 18).
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Abb. 18 HistoQuant-Analyse des Flachenanteils AT8-positiver Strukturen im CCN

Balkendiagramm zur Darstellung des prozentualen Anteils der Flache an AT8-positiven Strukturen mit Neuronen,
Gliazellen, Fasern innerhalb des umrandeten Nucleus centralis caudalis (CCN). Dargestellt sind die einzelnen PSP-
Fille in Stadium I-IV.

3.6.2 HistoQuant-Analyse paariger Kernareale: rechts vs. links

Nachdem nlll, nIV, nVI und EWcp paarig vorkommen wurde zunidchst die ATS-
Immunoreaktivitdt pro Fall rechts vs. links ausgewertet. Hierbei wurden nur diejenigen Félle
dargestellt, bei denen beide Seiten existieren. Deshalb wurde Fall PSP-8 mit Stadium IV nicht
beriicksichtigt (Abb. 19).

Es zeigte sich, dass sich der prozentuale Anteil an AT8-positiver Fldche in den jeweiligen
Kernarealen im Vergleich der Fille dhnlich verhielt wie bei der Auswertung der relativen
Anzahl AT8-positiver Neurone (vgl. 3.5.2). Dabei unterschieden sich die linke und rechte Seite
bei allen Fillen nur wenig (maximal um 0,64 %), mit etwas stirkeren Differenzen beim EWcp,

mit maximal 1,98 % Unterschied.
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HistoQuant-Analyse nllI, nIV, nVI, EWcp:
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Abb. 19 HistoQuant-Analyse des Flachenanteils paariger Kernareale im Seitenvergleich

Balkendiagramm zur Darstellung und Vergleich des prozentualen Flachenanteils an AT8-positiven Strukturen mit
Neuronen, Gliazellen, Fasern innerhalb der umrandeten rechten und linken Kernareale von nlll, nIV, nVI und
EWcp in den Stadien I-IIl. Die jeweiligen Paare werden in einer Farbe im Balkendiagramm nebeneinander
dargestellt.

3.7  Vergleich der HistoQuant-Analyse mit der manuellen quantitativen Erfassung

AT8-positiver Neurone

Im Folgenden wird die HistoQuant-Analyse aller AT8-positiven Strukturen mit der manuellen
Analyse der AT8-positiven Neurone verglichen. Bei der HistoQuant-Analyse wurde jeweils ein
reprisentativer Schnitt analysiert, wohingegen bei der Analyse der Neurone, je nach
Verfligbarkeit, zwischen ein und neun Schnitte ausgezdhlt wurden und der Mittelwert gebildet
wurde, so dass die beiden Methoden nicht direkt miteinander verglichen werden koénnen.
Dennoch wurden die Abbildungen nebeneinander angeordnet, um einen Trend erkennen zu

konnen (vgl. Abb. 20).

3.7.1 HistoQuant-Analyse vs. manuelle Analyse der Neurone im nlIl, nIV und

nVI

Stellt man die automatische HistoQuant-Analyse der gefarbten AT8-positiven Strukturen der

manuellen Analyse der AT8-positiven Neurone gegeniiber, so ist ein vergleichbarer Trend in
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der AT8-Immunoreaktivitit erkennbar. In der HistoQuant-Analyse im nlIl zeigte sich eine
starker verbreitete AT8-Expression in Fasern und Gliazellen im Vergleich zum nVI, wihrend
der prozentuale Anteil von AT8-positiven Neuronen bei fast allen Stadien im nVI groBer ist als
in nIV und nlll. Insgesamt zeigen alle ausgewerteten PSP-Félle dhnliche Trends im ,,ATS8-
Load* von Glia und Fasern, verglichen mit den Neuronen (Abb. 20a, b). Auffillig ist bei Fall
PSP-6, dass eine relativ starke AT8-Féarbung des Neuropils im nlII nur wenigen AT8-positiven
Neuronen im nlII gegeniibersteht. Bei Fall PSP-5 ist das genau umgekehrt. Dort finden sich mit
30 % vergleichsweise viele AT8-positive Neurone im nVI, wihrend die AT8-Fiarbung im

Neuropil mit unter 1 % gering ausfillt (Abb. 20a, b).
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Abb. 20 Automatische HistoQuant-Analyse vs. manuelle quantitative Analyse der Neurone

Betrachtung der Balkendiagramme zweier unterschiedlicher quantitativer Methoden im Uberblick, der
automatischen HistoQuant-Analyse zur Bestimmung der AT8-positiven Fléche in nlll, nIV und nVI (a) und der
manuellen Bestimmung AT8-positiver Neurone in nlll, nIV und nVI (b). Die Kernareale nlll (grau), nIV
(dunkelblau) und nVI (dunkelgriin) der PSP-Falle von Stadium I-1V sind dargestellt.
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3.7.2 HistoQuant-Analyse vs. manuelle Analyse der funktionellen

Neuronengruppen

Da bei der PSP die vertikalen Sakkaden friih betroffen sind, soll erneut das Augenmerk auf die
funktionellen Neuronengruppen des vertikalen vs. horizontalen Augenbewegungssystems
gerichtet werden. Die beiden Analysen zur Quantifizierung der AT8-positiven Strukturen im
Neuropil mit HistoQuant-Analyse und Quantifizierung der ATS8-positiven Neurone in den

Augenmuskelkernen werden nebeneinander betrachtet.

Abgesehen von Fall PSP-2 wird bereits im Stadium I, in dem noch keine
Augenbewegungsstorungen registriert wurden, eine vergleichsweise grofle Fliche ATS-
positiver Strukturen in der HistoQuant-Analyse erfasst, die dann auch nur auf die etwa dreifache
prozentuale Fliche im Stadium IV mit einer kompletten Blickparese anstieg. Es fiel auf, dass
PSP-2 insgesamt nur eine geringe AT8-Immunférbung sowohl in den Neuronen, wie auch im
Neuropil zeigte. Bei PSP-6, der eine komplette vertikale und inkomplette horizontale
Blickparese aufwies, waren vergleichsweise wenig AT8-positive Neurone in den Motokernen,
vor allem fiir horizontale Augenbewegungen, angefarbt, aber die AT8-Immunoreaktivitit im

Neuropil erfasste eine dhnliche Ausbreitung, wie die der PSP-Félle im Stadium III und I'V.

Bei nahezu allen untersuchten PSP-Féllen (bis auf PSP-6) zeigte sich, auch ohne
vorbeschriebene horizontale Blickparese eine etwa gleich gro3e Population an AT8-positiven

Neuronen in den Neuronensubgruppen fiir horizontal und vertikale Augenbewegungen.

Diese Beobachtung traf in gleicher Weise auf die quantitative Auswertung der AT8-positiven
Neurone, sowie auf das AT8-positive Neuropil in den entsprechenden Kernregionen zu (Abb.

21a, b).

Insgesamt zeigte der Fall PSP-8, der eine komplette Blickparese in alle Richtungen aufwies und
keinen VOR zeigte, die ausgeprigteste AT8-Pathologie von allen hier betrachteten Fallen.
Nahezu dhnlich hohe Werte fiir die AT8-positiven Neurone und Fiarbungen im Neuropil zeigte
der Fall PSP-7, der eine komplette vertikale Blickparese mit deutlich verlangsamten
horizontalen Sakkaden vier Jahre ante mortem hatte (Abb. 21a, b). Interessanterweise zeigte
der Fall PSP-2, der nach klinischen Kriterien in das Stadium II eingeteilt worden war, nach
beiden Auswerteverfahren eine geringe AT8-Pathologie der Neurone und des gesamten

Neuropils als Fall PSP-1, der keine Augenbewegungsstérungen gezeigt hatte.
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Abb. 21 Automatische HistoQuant-Analyse vs. manuelle quantitative Analyse der Neurone in nlII, nIV und nVI

Betrachtung der Balkendiagramme zweier unterschiedlicher quantitativer Methoden: der automatischen
HistoQuant-Analyse zur Bestimmung der AT8-positiven Fliache (a) und der manuellen Bestimmung AT8-positiver

Neurone (b) in den Subgruppen von nlll, nIV und nVI im Stadium I bis IV, der PSP-Fille.

Dabei sind die Kernareale fiir die vertikalen Blickbewegungen (SR-10, IR, nIV) blau und die fiir die horizontalen

Blickbewegungen (MR, nVI) griin dargestellt.
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4 Diskussion

Es wurden acht PSP-Félle mit unterschiedlich dokumentierten Stadien von Augenbewegungs-
storungen beziiglich der Tau-Pathologie post-mortem analysiert und mit Kontrollfallen
entsprechenden Alters verglichen. In diesem Pilotprojekt wurde der prozentuale Anteil ATS-
positiver Neurone in den Augenmuskelkernen untersucht. Dazu konnten folgende

Hauptbefunde erhoben werden:

Die Motokerne von PSP-Fillen mit keinen oder nur schwach ausgepriagten Blickparesen
enthielten weniger AT8-positive Neurone und insgesamt einen geringeren ,,Tau-Load* glialer
Zellen, als die Motokerne der spiteren PSP-Stadien, welche deutliche vertikale Blickparesen
bis hin zu kompletten Blickparesen aufwiesen. Dies entsprach Beobachtungen in den

pramotorischen Blickzentren PPRF und RIMLF.

Im Vergleich zeigten sich im prozentualen Anteil AT8-positiver Neurone und im gesamten
»lau-Load*“ in den Motokernen fiir horizontale versus vertikale Augenbewegungen keine

Unterschiede. Stadien abhéngig waren die Motokernareale nahezu gleich stark betroffen.

AT8-positive Gliazellen und Fasern traten in allen untersuchten Arealen bereits in PSP-Stadien
auf, die noch keine Augenbewegungsstdrungen zeigten. Im Vergleich zeigte sich der RIMLF
geringfiigig stirker betroffen als die PPRF. Hierbei war der ,,Tau-Load* in den Gliazellen

innerhalb eines Falls immer gleich oder héher als in den Neuronen.

4.1  Automatisierte Quantifizierung mit HistoQuant vs. manueller quantitativer

Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Methoden die quantitative Analyse an den
ausgewdhlten Regionen in den digitalisierten Schnitten durchgefiihrt. Zur Beschreibung der
AT8-Pathologie in PPRF und RIMLF wurden semiquantitative Schitzungen vorgenommen, bei
denen in vier Stufen (,,0, ,.#*, , ##“, , ###*) der ,,Tau-Load* von Neuronen und Glia erfasst
wurde. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Verfahren, beispielsweise wird auch die Lewy-
Korper-Demenz neuropathologisch in mehreren kortikalen und subkortikalen Bereichen durch
mehrere semiquantitative Stadieneinteilungen definiert (vgl.: Braak et al., 2003; Beach et al.,

2009; McKeith et al., 2005; McKeith et al., 2017).

Die manuelle Quantifizierung ist subjektiv, sie kann daher zwischen verschiedenen
Untersuchern variieren und erlaubt nur eine begrenzte Statistik (Neltner et al., 2012). In der

vorliegenden Arbeit diente die Abschitzung der AT8-Pathologie hauptsichlich dazu,
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sicherzustellen, dass eine ATS8-Pathologie bei allen PSP-Féllen iiberhaupt in den
pramotorischen Arealen vorlag. Interessanterweise zeigten die iibergeordneten Zentren RIMLF
und PPRF in der semiquantitativen Auswertung bereits im Stadium 1 eine ATS-
Immunreaktivitét, vor allem in den Gliazellen. Hierbei schien der AT8-positive ,,Tau-Load* in
den Gliazellen innerhalb eines Falls immer gleich oder hoher zu sein als in den Neuronen.
Réaumlich scheint die Pathologie der Neurone und Gliazellen bei der PSP nicht miteinander zu
korrelieren (Armstrong und Cairns, 2013; Ikeda et al., 2018). Insgesamt scheint in der
vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der AT8-positiven Neurone und
der klinischen Symptomatik zu bestehen. Inwieweit die Gliazellen hierbei eine Rolle spielen,
muss noch weiter untersucht werden. Es gibt bereits Hinweise dafiir, dass sich die neuronale
und gliale Tau-Belastung in den unterschiedlichen PSP-Subtypen voneinander unterscheiden,
wobei der Mechanismus der glialen Tau-Ubertragung noch unbekannt ist (Kovacs et al., 2020;

Narasimhan et al., 2020).

Bei der Analyse der Motokerne wurde mit manuellen Zéhlungen an den digitalisierten Schnitten
die relative Héiufigkeit von ATS8-positiven Neuronen als prozentualer Anteil der
Gesamtpopulation von Neuronen im untersuchten Kern bestimmt. Bouras et al. verwendeten
ebenfalls diese Methode, um die Dichte der NFTs als Prozentsatz der Gesamtzahl der Neuronen
in einer bestimmten kortikalen Schicht bei Féllen ohne dementielle Entwicklung auszudriicken
(Bouras et al., 1993). Unter der Voraussetzung, dass keine Haufung von AT8-positiven Profilen
innerhalb der untersuchten Kerne auftraten, waren teilweise unterschiedlich viele Schnitte pro
Kernareal ausgewertet worden, was aber keine Auswirkungen auf die Prozentzahl haben sollte.
Mit Hilfe der HistoQuant-Methode erfolgte die Bestimmung der prozentualen Fliche ATS-
positiver Profile anhand der Farbwerte der immunhistochemischen Féarbung. Es gingen daher
AT8-positive Neurone, Gliazellen und Fiden in die Analyse ein. Automatisierte Verfahren zur
Quantifizierung immunhistochemischer Fiarbungen haben den Vorteil, dass sie objektiv sind
und sehr schnell durchgefiihrt werden konnen, weshalb auch immer mehr Systeme verfiigbar
sind (Rojo et al., 2009). Voraussetzung ist allerdings eine gute Abgrenzbarkeit der Signale aus
der Immunhistochemie fiir die Erstellung einer exakten Maske, welche die AT8-Firbung
abbildet (Taylor und Levenson, 2006). Die automatische Analyse der Tau-Pathologie erlaubt
damit die Erfassung diffuser ATS8-positiver neuronaler und glialer Profile, jedoch keine
selektive Auswertung fiir zum Beispiel nur Neurone. Deshalb liefern beide Methoden
nebeneinander wertvolle Daten (Irwin et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit konnte mit

beiden Methoden gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil AT8-positiver Neurone vom
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Stadium I bis IV in den Motokernen ansteigt, was weitgehend dem gesamten ,,Tau-Load* in
den Motokernen entspricht. Diese zwei unterschiedlichen Methoden sind nicht direkt
miteinander vergleichbar. Dennoch ermoéglichen sie es, die untersuchten Kernareale

ganzheitlich zu betrachten.

4.2  Grenzen des Projekts
4.2.1 Fallzahlen

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Pilotprojektes, in dem wihrend der Zeitspanne der
vorliegenden Arbeit nur eine kleine Fallzahl in die Auswertung einbezogen werden konnte. In
der Neurobiobank der LMU werden zwar anhaltend Félle gesammelt, aber zunédchst miissen die
Gehirne mit Verdacht auf PSP anhand klinischer Parameter nach den NINDS-Kriterien durch
die Beschiftigten des Instituts fiir Neuropathologie der LMU verifiziert werden (Litvan et al.,
1996¢). Die Fixierung, Paraffineinbettung, Anfertigung von Schnitten mit Farbung bendtigt
eine betrdchtliche Zeitspanne, bis dann der abschlieende neuropathologische Befund erhoben
werden kann. AuBlerdem miissen die klinischen Angaben beziiglich der Dokumentation der
Augenbewegungen gesichtet werden. Deshalb enthélt die vorliegende Arbeit hauptsidchlich
Archivfille, bei der Paraffinblocke entsprechend der Sektionsprotokolle schon vorlagen,
ebenso die klinischen Befunde. Allerdings musste besonders fiir das Mittelhirn mit dem
vertikalen Blickzentrum und dem rostralen Nucleus oculomotorius bei geeigneten Fillen, deren
klinische Angaben ausfiihrlich genug waren, nochmals Gewebeblocke die noch in Formalin
gelagert waren nachgeschnitten wurden, da bei Routine-Sektionen diese Gebiete nicht
asserviert worden waren. Das bedeutet, dass diese Blocke iiber einen Zeitraum von sechs
Monaten bis zu zehn Jahren in Formalin lagen, wodurch die Firbeeigenschaften variieren

konnen.

Die Hirnstimme einiger Félle waren median halbiert worden, um eine Halfte fiir
molekularbiologische Untersuchungen bei -80°C zu lagern, so dass beispielsweise bei PSP-8
nur eine Hirnstammhilfte zur Verfiigung stand. Da die vorliegenden vergleichenden
Untersuchungen von Motokernen beider Seiten keine gravierenden Unterschiede im ,,AT8-
Load* zeigten, hat die Einbeziehung jeweils nur eines Motokerns keine Auswirkungen auf die

durchgefiihrte Datenanalyse.

Die Dokumentation der klinischen Beschwerden insbesondere der Augenbewegungsdefizite

waren in jedem hier verwendeten PSP-Fall ausreichend dokumentiert, um sie in eines der hier
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beschriebenen Stadien einzuordnen. Allerdings handelte es sich um unterschiedliche
Untersucher und Kliniken, ohne standardisierte Fragebdgen oder feste Termine zur
korperlichen Untersuchung. Kritisch ist auch der Zeitpunkt der letzten klinischen Untersuchung
der PSP-Fille ante mortem zu werten. In der Fallsichtung gab es Intervalle von bis zu zehn
Jahren, in denen sich die Symptome mdglicherweise stark verdndert haben. In der vorliegenden
Arbeit wurden daher nur solche PSP-Fille in die Studie einbezogen, deren Intervall von der
letzten klinischen Untersuchung bis zum Tod hochstens 48 Monate betrug, wobei auch hier
nicht ausgeschlossen werden kann, dass in diesem Intervall noch weitere

Augenbewegungsdefizite auftraten.

Anhand der beschriebenen Kriterien und Verfligbarkeit von entsprechendem Gewebe lieBen
sich im Rahmen dieser Doktorarbeit nur acht PSP-Fille, von denen fiinf aus
neuropathologischer Sicht als die typische PSP beschrieben wurden, verwenden. Eine korrekte
statistische Evaluation lief} sich aufgrund der niedrigen Fallzahl vor allem innerhalb der Stadien

daher nicht durchfiihren, so dass sich hier nur Tendenzen zeigen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es aber auch nicht Signifikanzen oder eine umfassende
statistische Analyse iiber einen Nucleus zu erhalten. Es sollte vielmehr das okulomotorische
System in seiner Gesamtheit mit den pramotorischen Zentren und den Motokernen mit den
einzelnen Motoneuronengruppen im Zusammenhang mit Augenbewegungsdefiziten untersucht
werden, um die Ausbreitung bei der PSP besser zu verstehen und Zusammenhédnge bzw.
Tendenzen beziiglich okulomotorischen Klinik zu erhalten. Weitere grof3er angelegte Studien

miissen erfolgen, um die hier erhobenen Befunde zu validieren.

4.2.2 Begleitende Tauopathien

Eine weitere Limitation bildet das Auftreten von zusétzlichen Tauopathien, die von der PSP
abgegrenzt werden miissen. Insgesamt muss davon ausgegangen werden, dass die PSP-
Pathologie haufig mit mehr oder minder altersbedingten anderen degenerativen Verdnderungen
kombiniert vorkommt (Jecmenica-Lukic et al., 2020). Dazu zeigt eine systematische
europdische Multi-Center-Studie, dass von 101 PSP-Féllen, nur 8 % der Fille eine reine PSP
hatten, wihrend 84 % zusitzlich Marker fiir Alzheimer-assoziierte Verdnderungen, 58 % fiir die
Silberkornkrankheit (AGD) und 6 % fiir die TDP-43-Pathologie aufwiesen (Jecmenica-Lukic
et al., 2020). Geringere Prozentzahlen fiir eine Kopathologie mit AD und AGD wurden von
Dugger et al. beschrieben (Dugger et al., 2014). Eine begleitende AGD in PSP-Fillen lag in
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weiteren Studien zwischen 18,8 % (Togo et al., 2002) und 80 % (Martinez-Lage und Munoz,
1997; Yokota et al., 2018).

Auch bei den hier vorliegenden Féllen wurde neben der PSP Komorbidititen, wie AD-
assoziierte Verdnderungen (sechs Fille), AGD (vier Félle) und eine TDP-43-Pathologie (ein
Fall) durch die Neuropathologie der LMU diagnostiziert (vgl. Tab. 1). Deshalb muss
angenommen werden, dass viele AT8-positive Profile der hier untersuchten PSP-Fille auch die
begleitenden Tauopathien widerspiegeln, jedoch mit Unterschieden im Erscheinungsbild und
der Lokalisation (Ebashi et al., 2019). Im Folgenden werden die begleitenden Tauopathien kurz

beschrieben.

4.2.2.1 TDP-43 Pathologie

Etwa 19-57 % der Betroffenen mit einer Alzheimer-Pathologie haben eine komorbide 43-kDA-
TAR-DNA-Bindungsprotein-Pathologie (TDP-43) (Josephs et al., 2014b). Eine abnormale
TDP-43-Akkumulation ist mit einer frontotemporalen Lobédrdegeneration (FTLD) und einer
Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) assoziiert (Neumann et al., 2006). Klinisch ist die FTLD
mit Enthemmung, Apathie oder Trégheit, Verlust von Sympathie oder Empathie, beharrlichem,
stereotypem oder zwanghaftem Verhalten, Hyperoralitit und Erndhrungsumstellungen
assoziiert (Rascovsky et al., 2011). Das zentrale diagnostische Kriterium fiir ALS ist die
kombinierte Degeneration oberer Motoneurone des Tractus corticospinalis und unterer
Motoneurone in den Hirnstammkernen und dem Vorderhorn des Riickenmarks (Brooks, 1994).
Die Augenmuskelkerne sind vergleichsweise wenig betroffen, weshalb die Augenmotilitét bei
ALS-Erkrankten erhalten bleibt (Nijssen et al., 2017). Es werden bei ALS allerdings eine Reihe
von okulomotorischen Dysfunktionen beobachtet, dazu zdhlen Sakkadendysmetrie, ,,square
wave jerks® (vgl. 1.1.7.2), ein Positionsnystagmus zentraler Genese, sowie ein abnormales
Zahnradphdnomen bei langsamen Folgebewegungen und Kopfschiitteln (Kang et al., 2018).
Storungen der vertikalen Augenbewegungen bei ALS werden am ehesten auf eine Stérung der
Leitungsbahn vom frontalen Kortex zum Mesencephalon zuriickgefiihrt (Nemoto et al., 1991).
Bei zwei ALS-Féllen wurden verlangsamte Sakkaden zu Lebzeiten bei der post-mortem
Analyse mit einem Neuronenverlust im RIMLF erklért, wihrend der Nucleus oculomotorius
normal erschien (Averbuch-Heller et al., 1998). Trotz dieser vereinzelten Beobachtungen, ist
eine vertikale Blickparese nicht das Kardinalsymptom bei ALS im Unterschied zur PSP (Litvan
et al., 1996a), so dass davon ausgegangen wird, dass der Nachweis der TDP-43-Pathologie in
Fall PSP-4 keine Auswirkung auf die hier durchgefiihte Untersuchung hat.
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4.2.2.2 Silberkornkrankheit

Die AGD ist durch das Vorhandensein silberpositiver korndhnlicher Strukturen vor allem im
anteromedialen Temporallappen einschlieBlich Amygdala, Hippocampus und dem
entorhinalem Kortex gekennzeichnet (Braak und Braak, 1998). Umgekehrt werden argyrophile
Korner kaum in den Basalganglien, Hirnstammkernen oder dem Zerebellum beobachtet (Ikeda

etal., 2016).

Die beschriebenen AGD-Stadien in den untersuchten PSP-Fillen sind nicht ungewohnlich in
dieser Altersgruppe. Die Anwesenheit der argyrophilen Korner wird auf 5-9 % bei der Autopsie
Erwachsener geschitzt (Tolnay et al., 1997; Braak und Braak, 1998). Bei etwa 33 % der Gehirne
von normal gealterten Individuen im Alter von 85,4 +5,4 Jahren wird eine AGD diagnostiziert
(Knopman et al., 2003). AGD kann man in verschiedene Stadien einteilen, wobei in den hier
untersuchten PSP-Féllen maximal Stadium II auftrat. Wéhrend sich im Stadium I argyrophile
Korner auf den Gyrus ambiens und seine Umgebung beschridnken, finden sie sich im Stadium
IT verstirkt im vorderen und hinteren medialen Temporallappen, einschlieBlich des
Temporalpols, im Subiculum und im entorhinalen Kortex (Saito et al., 2004). Erst im Stadium
III und IV konnen in seltenen Fallen auch argyrophile Korner im Hirnstamm gefunden werden
(Saito et al., 2004; Ishihara et al., 2005; Ferrer et al., 2008). Allerdings beinhaltet die
Stadieneinteilung von argyrophilen Kornern keine begleitenden Tau-Verdnderungen wie
Pretangles, CBs und TAs (Ferrer et al., 2008). Einige Autoren beschreiben in einigen AGD-
Féllen NFTs oder TAs in den Basalganglien und den Hirnstammkernen (Itagaki et al., 1989;
Hitoshi et al., 1994; Ishihara et al., 2005; Kovacs et al., 2011). Ikeda et al. unterscheidet in eine
AGD-Gruppe mit TAs bzw. TAls (engl.: ,,TA-like astrocytic inclusions®, TA-&hnliche
Astrozyten Einschliisse: Gallyas-negative, Tau-positiv) und in eine AGD-Gruppe ohne TAs
bzw. TAls (Ikeda et al., 2016). Die Verteilung von NFTs in der AGD-Gruppe mit TAs wurde
dhnlich wie die bei PSP-Fillen beschrieben, sie zeigten sich in den Basalganglien, dem nlIl und

dem Nucleus dentatus (Ikeda et al., 2016).

Im Gegensatz zu der PSP gibt es bei der AGD kein spezifisches klinisches Merkmal, das mit
dem Auftreten der oben beschriebenen AGD-Pathologie assoziiert ist (Litvan et al., 1996a,b;
Josephs, 2017; Das und Ishaque 2018). Als klinische Symptomatik zeigt sich vor allem eine
progressive milde kognitive Beeintrachtigung in Form einer Amnesie verbunden mit
Reizbarkeit und Unruhe (Togo et al., 2005) Weiterhin kann es auch zu psychiatrischen
Erscheinungen  wie Depressionen ~ kommen (Das  und Ishaque 2018).

Augenbewegungsstorungen bei AGD wurden bisher nicht beschrieben. In der vorliegenden
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Arbeit wurden die verwendeten PSP-Fille explizit anhand ihrer klinischen Présentation vor
allem im Hinblick auf ihre Blickparesen zu Lebzeiten ausgewdhlt, so dass davon ausgegangen
wird, dass die AGD-Komorbiditét keine Auswirkung auf die hier durchgefiihrte Untersuchung
hat.

4.2.2.3 Alzheimer-assoziierte Verinderungen

Wie die PSP ist auch AD durch intrazelluldre neurofibrillire Lésionen gekennzeichnet, die
hyperphosphorylierte filamentdse Tau-Einschliisse enthalten (Goedert und Spillantini, 2006).
Personen mit leichter oder sehr leichter Alzheimer Erkrankung zeigen variable, aber
signifikante Verdnderungen vor allem im alltiglichen Leben, wie leichte bis mittelschwere
Beeintrachtigungen in mehreren kognitiven und funktionellen Verhaltensbereichen (Atri,
2019). Die NIA-AA-Kriterien (engl.: ,National Institute on Aging and Alzheimer's
Association®) fiir Alzheimer Erkrankungen von 2011 erkennen nichtamnestische
Prisentationen an, die sprachliche, visuelle und exekutive Funktionsstérungen umfassen
(McKhann et al., 2011; Atri, 2019). Neuropathologisch zeichnet sich die AD durch eine
extrazelluldre Ablagerung von Amyloid-B und durch gepaarte helikale Tau-Filamente mit drei
(3R) und vier (4R) Aminosdure-Wiederholungen (engl.: ,repeats”) in der Mikrotubuli-
Bindungsdoméne aus (Sisodia et al., 1990; Liu et al., 2001; Cope et al., 2018). Wobei das
Verhiltnis von 3R zu 4R zugunsten 3R verschoben ist (Liu et al., 2001). Die pathologischen
Tau-Proteine treten bei AD friih im transentorhinalen Kortex auf und breiten sich von dort
zundchst auf limbische Regionen und anschlieBend auf den Neokortex aus (Braak und Braak,
1991; Braak und Braak, 1995). Im Gegensatz dazu bestehen die pathologischen Tau-
Ablagerungen bei der PSP aus geraden Filamenten von liberwiegend 4R-Tau, betreffen auch
die Gliazellen und zeigen sich eher in subkortikalen Regionen, den Hirnstammkernen und dem

Nucleus dentatus (Litvan et al., 1996c¢; Dickson et al., 2007; Taniguchi-Watanabe et al., 2016).

In einer Studie an AD- und PSP-Gehirnen wurden kiirzlich gezielt die unterschiedlichen Tau-
Lasionen anhand der Tau-Isoformen 4R und 3R, ihr Auftreten in Neuronen und/oder Glia und
unterschiedlichen zerebralen Regionen analysiert (Ebashi et al., 2019). Dabei manifestiert sich
AD vor allem im insuldren Kortex und im Hippocampus (Ebashi et al., 2019). Zusétzlich wird
eine umfassende ATS8-Pathologie bei AD in Hirnstammarealen beschrieben (Uematsu et al.,
2018). Eine Tau-Pathologie bei AD findet sich insbesondere im Nucleus dorsalis nervi vagi,
Nucleus tractus solitarius, Nucleus ambiguus, in den modulatorischen Neuronen des

noradrenergen Locus coeruleus, in den serotonergen Raphe-Kernen, und in den urocortinergen
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Neuronen im Edinger-Westphal-Kern (EW) (Parvizi et al., 2001; Horn et al., 2008; Simic et al.,
2017). Diese Beobachtungen zu einer frithen Tau-Pathologie im EW bei AD wurde auch in
anderen Studien beschrieben (Scinto et al., 1999; Riib et al., 2001). Dazu ist festzuhalten, dass
die AT8-Pathologie nicht die pragangliondren Neurone des Ganglion ciliare betrifft, sondern
die modulatorischen Urocortin-immunpositiven Neurone im nicht-priaganglioniren Teil des
EW, der als ,,central projecting EW (EWcp) vom praganglioniren cholinergen EW (EWpg)
abgegrenzt wird (Horn et al., 2008; Kozicz et al., 2011; Che Ngwa et al., 2014). Eine Studie
mit paralleler Untersuchung von 3R-Tau- und 4R-Tau-positiven Lasionen von AD-Féllen
verschiedener Stadien mit Doppelimmunfluoreszenz zeigte, dass der nlll keine Tau-positiven
Neurone enthielt. Interessanterweise waren in dieser Studie PSP-Fille ausgeschlossen worden
(Uematsu et al., 2018), so dass die in vorliegender Arbeit beobachteten AT8-positiven Neurone
die Tau-Pathologie von der PSP widerspiegelt. Widerspriichliche Angaben gibt es zu einer ATS-
Pathologie im RIMLF von AD-Féllen. Wéhrend in einer post-mortem Studie an AD-Féllen
AT8-positive Neurone im RIMLF beschrieben wurden (Riib et al., 2001), erfasste die Tau-
Pathologie in einer anderen Studie zwar umgebende Areale, aber nicht den RIMLF (Morawski

etal., 2010).

Die meisten Augenbewegungsstorungen sind bei AD auf den Verlust des Fokussierens und
Verlagerns der visuellen Aufmerksamkeit zuriickzufithren. Beispielsweise kann die Féhigkeit
ein visuelles Ziel dauerhaft zu fixieren durch eine groB3e sakkadische Abfolge unterbrochen
werden, die meist auf einen ablenkenden Reiz zurilickzufiihren ist (Molitor et al. 2015; Leigh
und Zee, 2015). Dennoch zeigen sich auch Sakkaden und langsame Augenfolgebewegungen
deutlich langsamer (Leigh und Zee, 2015). Weiterhin wird vermutet, dass die schlechte
Durchfithrung von Sakkaden, die weg vom Ziel fiihren, bei AD in erster Linie auf eine
Hemmungsstorung oder eine Beeintrachtigung des Arbeitsgeddchtnisses zuriickzufiihren ist
(Molitor et al. 2015). Eine direkte Schidigung pramotorischer Bahnen ist bisher nicht

beschrieben worden.

Es wurden gezielte Untersuchungen zum Einfluss von Kopathologien im Vergleich zu reinen
PSP-Fillen durchgefiihrt, hier ergaben sich keine Unterschiede fiir die Prdvalenz und dem
Zeitpunkt bis zum Auftreten der wichtigsten klinischen Merkmale (Jecmenica-Lukic et al.,
2020). Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass die AT8-Farbungen in den Motokernen und
im RIMLF in der vorliegenden Arbeit mit dem klinischen Bild der hier gewéhlten PSP-Fille
mit Augenbewegungsstérungen einhergehen. Diese Beobachtung steht mit Robinson et al. im

Einklang, die davon ausgehen, dass begleitende Kopathologien vor allem durch Alter und
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genetische Risikofaktoren bestimmt werden, wohingegen die primére Tauopathie-Belastung

das stirkste Korrelat der PSP zu sein scheint (Robinson et al., 2020).

4.3 Tau-Pathologie in den Motokernen der dufleren Augenmuskeln

In der vorliegenden Arbeit wurden mit dem monoklonalen AT8-Antikorper konsistente,
auswertbare Immunfarbungen in den Augenmuskelkernen vorgelegt, auch bei Gewebebldcken
mit sehr langen Fixationszeiten. Das deckt sich mit Beschreibungen fiir den hier eingesetzten
AT8-Antikorper von verschiedenen Arbeitsgruppen, der zum Nachweis von NFTs und NTs
(engl.: ,,neuropil thread*) bei Tauopathien erfolgreich verwendet wird (Mercken et al., 1992;
Braak et al., 1994; Goedert et al., 1995; Riib et al., 2002). 2006 wurden durch Braak et al. das
Staging von AD anhand der Alzheimer-assoziierten neurofibrilliren Pathologie unter
Verwendung von Paraffin-Schnitten mit der Immunreaktion durch AT8-Férbung fiir das
hyperphosphorylierte Tau-Protein etabliert (Braak et al., 2006). Der monoklonale ATS-
Antikdrper Tau interagiert nur, wenn multiple Bindestellen um Ser202, einschlieBlich Ser199,
Ser202 und Thr205 phosphoryliert sind. Einzelne Phosphorylierungen reichen fiir eine
Reaktion nicht aus (Simic et al., 2009).

4.3.1 Motoneurone und internukleire Neurone

Im Unterschied zu zahlreichen anderen Untersuchungen zur Bestimmung des allgemeinen
»Tau-Loads* in verschiedenen Hirnregionen (Parvizi et al., 2001; Kaalund et al., 2020), wurde
in vorliegender Arbeit die Tau-Pathologie gezielt in den Motokernen untersucht, von denen aus
unmittelbar die Augenbewegungen initiiert werden. Damit erfasste die Auswertung vorwiegend
einen funktionellen Neuronentyp, die Motoneurone der d&u3eren Augenmuskeln fiir horizontale
und vertikale Augenbewegungen. Dies traf insbesondere auf den nIV und den CCN zu, die
beide ausschlieBlich Motoneurone enthalten (Biittner-Ennever, 2006; Che Ngwa al., 2014). Der
nVI enthédlt neben den cholinergen Motoneuronen auch glutamaterge internukledre Neurone,
die zu den MR-Motoneuronen im kontralateralen nlll projizieren (Nguyen und Spencer, 1999;
Biittner-Ennever, 2006; Che Ngwa al., 2014). Die internukleiren Neurone machen beim
Menschen etwa 38 % der Neurone im nVI aus (Horn et al., 2018) und projizieren zu den
Motoneuronen des kontralateralen MRs im nlIl zur Durchfiihrung konjugierter horizontaler
Augenbewegungen (Biittner-Ennever und Akert, 1981; Biittner-Ennever, 2006). Auch der nlIl

enthilt eine kleinere Population von internukledren Neuronen, hauptséchlich innerhalb der A-
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und B-Gruppe der Motoneurone des MR, die zu den Motoneuronen im kontralateralen nVI
projizieren und auf diese Weise ebenfalls zur Koordination der horizontalen konjugierten
Augenbewegungen beitragen (Clendaniel und Mays, 1994; Maciewicz et al., 1975; Che Ngwa
al., 2014). Das bedeutet, dass die Analyse der AT8-positiven Neurone im nVI und im nlII
sowohl Motoneurone, als auch internukledre Neurone erfasste. In der vorliegenden Arbeit war
eine Abgrenzung beider Neuronenpopulationen anhand des Transmitters nicht moglich, da die
Farbung auf Cholinacetyltransferase (ChAT) zur Darstellung der cholinergen Motoneurone
nicht gelang. Es wird vermutet, dass eine zu starke Maskierung der Antigene bei der langen
Fixationszeit in Formalin urséchlich ist (Shiurba et al., 1998; Liu et al., 2010). Da die
internukledren Neurone im nlll und nVI, wie die entsprechenden Motoneurone, nur bei
Horizontalbewegungen aktiv sind (Fuchs et al., 1988; Clendaniel und Mays, 1994), spielte die
fehlende Unterscheidung in die beiden Neuronengruppen bei der Analyse nur eine
untergeordnete Rolle. Die nicht-cholinergen PMT-Neurone in der rostralen Kappe des nVI
konnen anhand ihrer Morphologie und Lage von Motoneuronen und internukleéren Neuronen
klar abgegrenzt werden (Horn et al., 2018) und konnten deshalb in der durchgefiihrten Analyse
sicher ausgeschlossen werden. Sie sind in eine Riickmeldungsschleife zwischen
pramotorischen Neuronen und dem Flocculus des Zerebellums eingebunden und spielen eine

Rolle bei der Blickstabilisierung (Nakamagoe et al., 2000).

4.3.2 SIF- und MIF-Motoneurone

Des Weiteren erfolgte in der vorliegenden Arbeit keine Unterscheidung zwischen SIF- und
MIF-Motoneuronen, die man eindeutig nur mit Doppelfarbungen auf ChAT und perineuronale
Netze identifizieren kann (Horn et al., 2008; Horn et al., 2018). Die peripher um die Motokerne
gelegenen MIF-Motoneurone machen beim Rhesusaffen einen Anteil von etwa 20 % der
jeweiligen Gesamtpopulation der Motoneurone individueller Augenmuskeln aus (Eberhorn et
al., 2005). Die MIF-Motoneurone wurden beim Menschen zwar auch identifiziert, aber die
genaue PopulationsgrofBe ist noch unbekannt (Horn et al., 2008, Horn et al., 2018, Lienbacher
etal., 2019). Die Funktion der MIF-Motoneurone ist noch nicht abschlieBend geklért. Aufgrund
der von ihnen innervierten tonischen Muskelfasern ging man urspriinglich davon aus, dass die
MIF-Motoneurone eher langsame Augenbewegungen vermitteln, im Unterschied zu den SIF-
Motoneuronen, die schnell kontrahierende ,twitch“-Muskelfasern innervieren (Biittner-
Ennever et al.,, 2001; Spencer und Porter, 2006). Dazu zeigen neue Untersuchungen am

Rhesusaffen, dass MIF- und SIF-Motoneurone gleichermaflen Kvl.1-Kalium-Kanile
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exprimieren, aber nur die SIF-Motoneurone auch den Kv3.1b-Kalium-Kanal, der eine
besonders schnelle Riickfiihrung des Membranpotentials und damit besonders hohe
Entladungsfrequenzen ermoglicht (Mayadali et al., 2021). Hernandez et al. leiteten MIF- und
SIF-Motoneuronen im nVI der Katze elektrophysiologisch ab, hier zeigte sich, dass MIF- und
SIF-Motoneurone an allen Augenbewegungen beteiligt sind (Hernandez et al., 2019). Trotz
verschieden innervierter Muskelfasern mit einer unterschiedlichen Histochemie dieser beiden
Motoneuronentypen scheint die Gesamtheit aller Motoneurone funktionell ein kontinuierliches
Spektrum zu bilden, an deren Enden zum einen die SIF- und zum anderen die MIF-
Motoneurone stechen (Horn und Straka, 2021). Verschiedene Trakt-Tracerstudien am Affen
zeigten, dass sakkadische prdmotorische Burst-Neurone aus RIMLF und PPRF vornehmlich
auf SIF-Motoneurone projizieren und nicht auf MIF-Motoneurone (Wasicky et al., 2004;
Ugolini et al., 2006). Weil die auftretenden Blickparesen bei PSP-Erkrankten vor allem das
Sakkadensystem betreffen und damit die von RIMLF und PPRF innervierten SIF-Motoneurone
(Ugolini et al., 2006; Horn und Leigh, 2011), standen diese im Fokus der vorliegenden Arbeit.
Nachdem MIF-Motoneurone eher in der Peripherie, zum Teil abgesetzt von den Motokernen
liegen (Biittner-Ennever et al., 2001), kann davon ausgegangen werden, dass in der
vorliegenden Arbeit mit Analyse der Neurone innerhalb der Augenmuskelkerne vornehmlich

SIF-Motoneurone erfasst wurden.

4.3.3 Motoneurone des Lidhebers

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Bezug der AT8-Pathologie des CCN zu den
beschriebenen Defiziten der PSP-Fille hergestellt werden. Nur fiir PSP-Fall 6, von dem kein
Gewebe mit dem CCN vorlag, war iiber eine Ptosis berichtet worden. Allerdings steht die hier
in allen Stadien durchweg beobachtete relativ starke AT8-Pathologie im CCN im Einklang mit
anderen Studien, die etwa bei einem Drittel der PSP-Erkrankten eine Storung der
Augenlidmotilitit beschreiben (Golbe et al., 1989; Grandas und Esteban, 1994). Dazu passend
beschreiben weitere Autoren in 30 % bis 40 % aller PSP-Erkrankten eine ,,Lidapraxie®
(Armstrong, 2011; Hamedani und Gold 2017; Hoglinger et al., 2017), welche erstmals 1965
von Goldstein und Cogan als ,,Apraxie der Lidoffnung* charakterisiert wurde (Goldstein und
Cogan, 1965). Hierunter versteht man eine Beeintrachtigung der willentlichen motorischen
Kontrolle der Augenlider mit Schwierigkeiten beim Einleiten einer gewollten Augendffnung
nach einem willentlichen Lidschluss und deren Aufrechterhalten wihrend des normalen

Wachzustands kommt (Goldstein und Cogan, 1965; Hamedani und Gold, 2017).
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Elektromyographisch zeigen sich Episoden einer vollstindigen Hemmung der Aktivitdt des M.
levator palpebrae (LP) bei gleichzeitiger Inaktivitdt des M. orbicularis oculi. Dies fiihrt zur
Absenkung des Oberlids, manchmal gefolgt von ldngeren Episoden unwillkiirlicher Hemmung
der LP-Aktivitit, die es unmoglich macht, die Augen zu o6ffnen (Aramideh et al., 1994).
Reflexartiges und spontanes Blinzeln sind klinisch und elektrophysiologisch unauffillig, was
vermuten lisst, dass der neuromuskuldre Apparat des LP intakt und eine Stérung der

supranukledren Kontrolle wahrscheinlich ist (Hamedani und Gold, 2017).

Am Affen konnte mit Trakt-Tracing-Versuchen medial zum RIMLF die sogenannte M-Gruppe
identifiziert werden, die Motoneurone des LP, SR und IO innerviert und vermutlich die
Kopplung des Oberlids mit vertikalen Augenbewegungen bewirkt (Horn et al., 2000). Aufgrund
axonaler Verbindungen wird vermutet, dass die M-Gruppe eine Kopie von priamotorischen
Burst-Signalen tliber Kollateralen aus dem RIMLF erhilt, wodurch synchrone vertikale Augen-
und Lidbewegungen erfolgen (Horn und Biittner-Ennever, 2008). Ob die M-Gruppe bei PSP-
Erkrankten in gleicher Weise wie der RIMLF degenerative Verdnderungen aufweist, die die
Ursache fiir die beobachtete Lid-Apraxie sein konnten, ist nicht bekannt. Allerdings kann man
aus der weitgehend nicht beschriebenen Ptosis der hier untersuchten PSP-Fille darauf
schlieBen, dass die Augenlider trotz des relativ hohen Anteils an LP-Motoneuronen mit einer

Tau-Pathologie noch ausreichend bewegt werden konnten.

4.3.4 Funktionalitit von AT8-positiven Motoneuronen

Evidente et al. untersuchte flinf Félle mit histopathologischen Befunden, die auf eine PSP
hindeuteten, aber kein klinisches Korrelat zu Lebzeiten aufwiesen. Es wurde die Gallyas-
positiven PSP-Merkmale der moglichen neuropathologischen PSP mit denen der klinisch
manifesten PSP verglichen. Die Gallyas-positiven PSP-Merkmale der moglichen PSP zeigten
sich deutlich reduziert, so dass davon ausgegangen wird, dass es sich hierbei um das frithe oder
prasymptomatische Stadium der PSP handelt. Zudem wird vermutet, dass eine bestimmte
Schwelle der pathologischen Degeneration in den bekannten Prédilektionsarealen der PSP

erreicht sein muss bis es zu einer klinischen Prasentation kommt (Evidente et al., 2011).

Diese Untersuchungen stehen im Einklang mit den hier erhobenen Befunden, dass die
Motokerne von PSP-Fillen mit keinen oder nur schwach ausgeprigten Blickparesen weniger
AT8-positive Neurone und insgesamt einen geringeren ,,Tau Load“ glialer Zellen als die

Motokerne der spiteren PSP-Stadien enthielten.
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Im hier bezeichneten Stadium I zeigten sich weniger als 10 % AT8-positive Neurone in den
okulomotorischen Motokernen, ohne dass Augenbewegungsdefizite bei den Erkrankten
klinisch beschrieben worden waren. Auch im CCN in dem die Motoneurone des Lidhebers
liegen zeigte sich eine Degeneration mit Tau-Protein, aber ohne Ptosis oder einer ausgepragten

Lidapraxie, die man vermuten wiirde.

Es stellt sich die Frage inwieweit die AT8-Fiarbung zur Kenntlichmachung der Tau-Pathologie

die Funktionalitit der einzelnen Neuronen widerspiegelt.

Dass das abnormale Tau-Protein bei der Neurodegeneration eine Rolle spielt, wird durch
Erkenntnisse aus Untersuchungen der familidren Frontotemporalen Demenz mit
Parkinsonismus (FTDP) unterstiitzt. Hier hat man intrinsische und extrinsische Mutationen im
Mikrotubuli assoziiertem Tau-Protein auf Chromosom 17 (FTDP-17) gefunden (Poorkaj et al.,
1998; Spillantini et al., 1998). Mehrere Tau-Gen-Mutationen sind als pathogen fiir FTDP-17
identifiziert worden (Lee et al., 2001). Vor dem Hintergrund, dass Tau-Polymorphismen
genetische Risikofaktoren fiir PSP und CBD zu sein scheinen, werden Tau-Anomalien direkt
mit der Atiologie und Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen in Verbindung gebracht
(Lee et al., 2001). Verschiedene Studien stiitzen seit langem die Vorstellung, dass Tau die
Hauptkomponente der NFTs ist und positiv mit dem Schweregrad von AD korreliert (Grundke-
Igbal et al. 1986; Kondo et al., 1988; Braak und Braak, 1991; Braak et al., 2006; Khan und
Bloom, 2016). Daten aus anderen Studien, die teilweise zwischen unterschiedlichen Tau-
Aggregaten unterscheiden, deuten jedoch auf eine moglicherweise neutrale, wenn nicht gar
schiitzende Rolle der NFTs hin (Bretteville und Planel, 2008; Cowan und Mudher, 2013). Diese
Vermutung steht auch mit den Beobachtungen von Santacruz et al. im Einklang, dass NFTs
nicht per se toxisch sein miissen. Mit Hilfe eines transgenen Maus-Models, das eine
unterdriickbare menschliche Tau-Variante exprimiert, wurde die Entwicklung von
altersbedingten NFTs mit neuronalem Verlust und Verhaltensbeeintrichtigungen untersucht
(Santacruz et al., 2005). Nach der Unterdriickung des transgenen Tau-Proteins in den Méusen
erholte sich die Gedédchtnisfunktion, und die Anzahl der Neurone stabilisierte sich, wohingegen
sich die NFTs hiuften (Santacruz et al., 2005). Deswegen wird vermutet, dass das Auftreten
von NFTs nicht ausreicht, um in diesem Tauopathie-Modell einen kognitiven Verlust oder den

Untergang von Neuronen zu verursachen (Santacruz et al., 2005).

Mittels Patch-Clamp-Ableitungen und Biocytin-Fiillung erfolgten Untersuchungen von
Pyramidenzellen in kortikalen Schnitten bei Wildtyp und transgenen (rTg4510) Mausen. Die

transgenen Miuse exprimieren eine mutierte menschliche Tau-Variante P301L (Rocher et al.,
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2010). Die Zellen der transgenen Mause wurden in NFT-positive (42%) mit einem eindeutigen
Thioflavin-S-positiven Einschluss im Soma und NFT-negative (58%) ohne einen Thioflavin-S-
positiven Einschluss unterteilt (Rocher et al., 2010). Elektrophysiologisch fiel bei den
transgenen Zellen ein deutlich depolarisiertes Ruhemembranpotential mit entsprechend
erhohtem evozierten repetitiven Aktionspotential auf (Rocher et al., 2010). Morphologische
Verdnderungen zeigten sich unter anderem bei der dentritischen Stacheldicht, Komplexitit und
Lange. Zudem bestand eine Atrophie bzw. ein Verlust der periphere Dendritenaufzweigungen
tiefer gelegener Pyramidenzellen (Rocher et al., 2010). Hinsichtlich der morphologischen und
der elektrophysiologischen Eigenschaften bestanden keine Unterschiede zwischen NFT-
negativem und NFT-positivem Status (Rocher et al., 2010). Diese Beobachtungen zeigten, dass
die Expression von mutiertem Tau zu signifikanten strukturellen und funktionellen
Verdnderungen in Neuronen fiihrt, aber dass diese Verdnderungen unabhéingig von der NFT-
Bildung auftraten (Rocher et al., 2010). Das bedeutet, dass eine Tau-Mutation groflen Einfluss
auf Morphologie und Physiologie von Neuronen hat und dass nicht fibrilldre Tau-Spezies, die
von Thioflavin-S nicht nachgewiesen werden konnen, ebenfalls erhebliche nachteilige

Auswirkungen auf die Struktur und Funktion von Neuronen haben kénnen (Rocher et al., 2010).

Ubertrigt man diese Befunde auf die der vorliegenden Arbeit, bedeutet es, dass der Nachweis
von NFTs mit dem AT8-Antikorper keine Aussage zur Funktionalitit des einzelnen Neurons
liefert. Die Tatsache, dass sich in der vorliegenden Arbeit bereits AT8-positive Neurone im nVI
zeigen, bevor eine horizontale Blickparese auftritt spricht auch dafiir, dass zumindest ein

ausreichender Anteil von Motoneuronen des nVI noch funktionell ist.

Allerdings gibt es nur wenige Untersuchungen zur erforderlichen Anzahl von Motoneuronen

fiir unbeeintriachtigte Augenbewegungen.

Eine Studie an zwei Rhesusaffen, die nach Ableitversuchen im nVI {iber zwei Jahre mit 59 bzw.
100 direkten Elektrodenpenetrationen eine Neuronenreduktion von durchschnittlich 22%
aufwiesen, zeigten keine Augenbewegungsstorungen (McClung et al., 2004). Diese waren vor
und nach den elektrophysiologischen Untersuchungen aufgezeichtnet worden und zeigten sich

vergleichbar (McClung et al., 2004).

Insgesamt scheint eine Neuronenreduktion von 22 % im nVI bei McClung et al. noch gut
kompensierbar gewesen zu sein (McClung et al., 2004). Betrachtet man im Gegenzug die in der
vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde, zeigen sich bei der PSP im Hinblick auf die
Okulomotorik im asymptomatischen Stadium I weniger als 10 % der Neuronen in den

Motokernen AT8-positiv. Im Stadium II zeigten sich bis zu 20% der Neurone ATS8-positiv,
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klinisch bestand bereits eine vertikale Blickparese, so dass davon ausgegangen wird, dass
wahrscheinlich nicht allein die Degeneration der Motokerne, sondern auch die Degeneration

der pramotorischen Zentren bei der okulomotorischen Symptomatik bei PSP eine Rolle spielt.

4.4  ATS8-Pathologie in primotorischen sakkadischen Blickzentren

Die hier beschriebenen Untersuchungen der Tau-Pathologie in den Motokernen erfolgte in
Zusammenschau mit dem AT8-Verteilungsmuster in den prdmotorischen sakkadischen

Blickzentren.

Das Wissen um die prdmotorischen Verbindungen zur Generierung von Augenbewegungen
kann bei PSP-Fillen verschiedener Stadien helfen, die Ausbreitungswege der Tau-Pathologie

besser zu verstehen (Chen et al., 2010; Leigh und Zee, 2015).

Die vorliegende Arbeit zeigte in allen hier untersuchten PSP-Féllen und Stadien eine mehr oder
minder ausgeprédgte AT8-Pathologie im PPRF und RIMLF bereits im Stadium I, in dem noch
keine Augenbewegungsstorungen beschrieben wurden. Bei fast allen PSP-Fillen fand sich eine
AT8-Pathologie in Neuronen und Gliazellen, und ging aufler in PSP-1, mit den beschriebenen
horizontalen und vertikalen Blickparesen einher. Die hier in der Schdtzung beobachtete
vornehmliche Betroffenheit von Gliazellen in PPRF und RIMLF deckt sich nicht ganz mit der
Beobachtung von Kovacs et al. Die Autoren fanden in den von ihnen untersuchten
Hirnstammarealen (Substantia nigra, Locus coeruleus, Medulla oblongata) bei einer schwach
ausgeprigten Tau-Pathologie beim PSP-RS-Typ eher AT8-positive Neurone als AT8-positive
Gliazellen (Kovacs et al., 2020), wohingegen sich dieser Trend in den frithen Stadien in den

Motokernen in der vorliegenden Arbeit auch zeigte.

Die hier erhobenen Daten kdnnten zum einen dazu beitragen, dass kiirzlich definierte Schema
zur Abgrenzung verschiedener PSP-Subtypen anhand des neuronalen und glialen
Verteilungsmusters zu unterstiitzen (Kovacs et al., 2020). Zum andern konnen die Daten
hilfreich sein, dass fiir den PSP-RS-Typ vorgeschlagene Staging, das auf Modellierungen zur
zeitlichen Abfolge der AT8-Pathologie in verschiedenen Hirnarealen beruht zu verfeinern
(Kovacs et al., 2020). Damit kann zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit die
Hypothese zur Ausbreitung der PSP-Erkrankung entlang neuronaler Strukturen befiirwortet

werden.
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4.5  Stadien der PSP-Erkrankung

Innerhalb der verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wurden stereotypische Muster
der fortschreitenden Pathologien beschrieben (Brettschneider et al., 2015), die Braak et al. fiir
die Etablierung eines Stagings in sechs Stadien bei AD nutzte (Braak et al., 2006). Fiir die PSP
existierte ein Staging bis dato nicht. Erst kiirzlich wurde anhand der Unterteilung in PSP-
Subtypen und der neuronalen und glialen AT8-Verteilungsmuster fiir den PSP-RS-Typ ein
Staging in sechs Stadien vorgeschlagen (Kovacs et al., 2020). Dieses Einstufungssystem
iiberschneidet sich mit der von Williams et al. vorgeschlagenen Scoring-Strategie, die sich auf
die Anhdufung von oligodendroglialen Spiralkdrpern (,,coiled bodies*“) und Faden konzentriert
(Williams et al., 2007). Im Gegensatz dazu heben Kovacs et al., die zentrale Beteiligung der
pallido-nigro-luysischen Achse, der Basalganglien und des Nucleus dentatus hervor. Zudem
wird die astrogliale Tau-Pathologie mit einbezogen und auch kortikale Bereiche als wichtige

Regionen definiert (Kovacs et al., 2020).

Fiir die Diagnose von Stadium 1 ist der Nachweis einer neuronalen Tau-Pathologie im Nucleus
subthalamicus und einer neuronalen und/oder oligodendroglialen Tau-Pathologie im Globus
pallidus und/oder einer astroglialen Tau-Pathologie im Striatum erforderlich. Stadium 2 zeigt
eine ausgeprigte Tau-Pathologie in den Regionen von Stadium 1 mit einzelnen zelluldren Tau-
Pathologien im frontalen Kortex und/oder im Nucleus dentatus/Zerebellum. Die Stadien 3 und
4 konnen diagnostiziert werden, wenn sich astrogliale Tau-Pathologien im frontalen Kortex
und/oder neuronale Tau-Pathologien im Nucleus dentatus und/oder oligodendrogliale Tau-
Pathologien in der weiflen Substanz des Zerebellums zeigen. Der Unterschied zwischen den
beiden Stadien ist abhéngig von dem Ausmal} der Tau-Pathologie in diesen Regionen. Entweder
im frontalen Kortex oder im Nucleus dentatus/Zerebellum oder in beiden muss die Tau-
Pathologie ein mittleres oder schweres Ausmall erreichen, um das Stadium 4 festlegen zu
konnen. Stadium 5 und 6 sind gekennzeichnet durch eine astrogliale Tau-Pathologie im

okzipitalen Kortex (Kovacs et al., 2020).

Kovacs et al. vermuten, dass der Ort, an dem die neuronale Degeneration und die Tau-
Pathologie ihren Anfang nehmen, bei den klinischen Subtypen dhnlich zu sein scheint, dass sich

aber die Dynamik und die Ausbreitungsmuster unterscheiden (Kovacs et al., 2020).
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4.6  Neuron-zu-Neuron-Verbreitung nach Braak

Die Hypothese einer Neuron-zu-Neuron-Verbreitung bietet eine mogliche Erkldrung fiir
vorhersagbare Verteilungsmuster der intraneuronalen Tau-Lésionen im Gehirn, das langsame
Fortschreiten, welches bei AD neuropathologisch charakteristisch ist (Braak und Del Tredici,
2011). Vor diesem Hintergrund konnten die Motoneurone in den Augenmuskelkernen die
»Endstation” fiir die fortschreitende AT8-Lasion entlang der neuronalen Verbindungen zur
Generierung von Augenbewegungen bilden (Leigh und Zee, 2015). Eine mogliche Erklarung
hierfiir wére, dass die Erkrankung von den iibergeordneten Hirnregionen, zum Beispiel den
Basalganglien auf den SC {ibergeht und sich von dort auf die prdmotorischen Zentren und

anschlieBend auf die motorischen Kerne ausbreitet.

Der SC zeigt bei PSP-Erkrankten friih eine Degeneration (Litvan et al., 2000). Wohingegen der
VOR durch die sensorischen Signale aus dem Labyrinth und den Otolithen, die iiber die
Vestibulariskerne vermittelt werden, generiert wird (Highstein und Holstein, 2006; Horn und
Adamcyzk, 2012), welche keine direkte Verbindung mit dem SC besitzen (May, 2006). Das
konnte moglicherweise erkliaren, warum der VOR bei PSP-Erkrankten noch relativ lange intakt
ist (Das und Leigh, 2000). Fiir die Ausbreitung der Tau-Pathologie entlang neuronaler Bahnen
spricht auch der Befund von Fall PSP-2, der aufgrund einer vertikalen Blickparese in Stadium
I eingestuft wurde, und hauptsdchlich im RIMLF neuronale und gliale AT8-Pathologie

aufwies, allerdings nur sehr gering in den Augenmuskelkernen.

4.7  Ausbreitung des Tau-Proteins

Neue experimentelle Erkenntnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass sich die Tau-Pathologie im
Gehirn entlang neuroanatomisch verbundener Hirnareale ausbreitet (Mudher et al., 2017). Es
gibt Hinweise dafiir, dass ein sich selbst ausbreitender, wie fiir Prionen typischer Mechanismus
existiert, der auf eine groflere Bandbreite von Proteinen zutrifft, die mit neurodegenerativen
Erkrankungen assoziiert sind, einschlieBlich der Fehlfaltung unter anderem in AR, Tau und a-
Synuclein (Kane et al., 2000; Brundin et al., 2010; Goedert et al., 2010; Brettschneider et al.,
2015). Die betroffenen Proteine werden von ihrer normalen Konformation in fibrillire oder
multimere Strukturen umgewandelt, die nicht pathologischen Proteinen als Vorlage dienen eine
dhnliche pathologische Verdnderung anzunehmen (Aguzzi and Rajendran, 2009; Brettschneider

etal., 2015).
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Diese Erkenntnisse werden durch Untersuchungen in Mausmodellen gestiitzt. Transgene Méuse
aus der Linie P301S-Tau, die die 383 Aminoséduren lange menschliche Tau-Isoform mit der
P301S-Mutation exprimieren, die eine vererbte frontotemporale Demenz verursacht,
entwickelten reichlich filamentdse Tau-Einschliisse, wohingegen transgene Mause der Linie
ALZ17 keine filamentdsen Tau Aggregate bildeten. Drei Monate alte ALZ17 Miuse erhielten
eine Injektion in den Hippocampus und den dariiberliegenden Neokortex von geldstem
Gehirnextrakt aus sechs Monate alten P301S-Tau Mausen. Die Injektion fiihrte zu filamentdsen
Tau Aggregaten und spéter auch zu einer Ausbreitung der Pathologie in benachbarte
Hirnregionen (Clavaguera et al., 2009). In weiteren Tierversuchen fiihrten Injektionen mit
praformierten Fibrillen des humanen Tau-Proteins in das Striatum von PS19 transgenen Méusen
zu einer Tau-Aggregation in Regionen, die mit dem Striatum verbunden sind, einschlie8lich der
Substantia nigra, Nucleus raphe dorsalis und dem Thalamus. Injektionen praformierter Fibrillen
in den Hippocampus fiihrten dagegen zu Aggregaten im rostralen Hippocampus, im

entorhinalen Kortex und dem kontralateralen Hippocampus (Iba et al., 2013).

Die klinischen Subtypen der PSP unterscheiden sich in ihrem gesamten ,,Tau-Load* beziiglich
der neuronalen, astroglialen und oligodendroglialen Pathologie, moglicherweise aufgrund eines
unterschiedlichen Ausbreitungsmusters (Kovacs et al., 2020). Die neuronale Tau-Pathologie
betrifft bei allen PSP-Subtypen vor allem den Hirnstamm, subkortikale Kerne, die Amygdala
und den Hippocampus (Kovacs et al., 2020). Die astrogliale Tau-Pathologie findet sich vor
allem in kortikalen Bereichen und im Striatum. Abhéngig vom klinischen PSP-Subtypen
variiert allerdings die astrogliale Tau-Pathologie in allen kortikalen Bereichen, im Thalamus,
Subthalamus und in der Substantia nigra. Die oligodendroglialen Tau-Pathologie liberwiegt in
subkortikalen Kernen und variiert ebenfalls innerhalb der Subtypen in kortikalen und
subkortikalen Regionen, im Hirnstamm und im Zerebellum (Kovacs et al., 2020). Die PSP-P
unterscheidet sich von der PSP-RS vor allem durch den geringeren Grad der glialen Beteiligung

insbesondere in kortikalen Regionen (Kovacs et al., 2020).

Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung der glialen Tau-Pathologie, was
unterschiedliche Ausbreitungsmechanismen vom Tau-Protein bzw. Unterschiede in der

Reaktion auf die neuronale Degeneration widerspiegeln konnte.

Bei PSP-RS findet sich die neuronale Tau-Pathologie in subkortikalen Regionen und
Hirnstammkernen, gleichzeitig besteht eine frithe oligodendrogliale Tau-Pathologie im Globus

pallidus und eine astrogliale Tau-Pathologie im Striatum. Im Verlauf zeigt sich eine
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vorherrschende astrogliale Tau-Akkumulation in kortikalen Bereichen, die der neuronalen und

oligodendroglialen kortikalen Tau-Akkumulation vorausgeht (Kovacs et al., 2020).

Interessanterweise zeigten auch die lbergeordneten Zentren RIMLF und PPRF in der
semiquantitativen Auswertung bereits im Stadium I eine AT8-Immunreaktivitit vor allem in
den Gliazellen. Hierbei schien der AT8-positive ,,Tau-Load* in den Gliazellen innerhalb eines
Falls immer gleich oder hoher zu sein als in den Neuronen. Die neuronale und gliale Pathologie
bei PSP-Erkrankten scheint raumlich nicht miteinander zur korrelieren (Armstrong und Cairns
2013, Ikeda et al., 2018). Narasimhan et al. hat an Zellkulturen und einem ,,knock-down*
Mausmodell, in Bezug auf das neuronale Tau-Protein, die Ubertragung von Glia-Tau
untersucht. Wéhrend sich die astrozytische Tau-Pathologie in Abwesenheit einer neuronalen
Tau-Pathologie im Gehirn der Maus nicht ausgebreitet hat, kam es unabhédngig von neuronalen
Axonen zu einer Zunahme der oligodendroglialen Tau-Akkumulation entlang der Bahnen der
weillen Substanz und zu einem Verlust der Oligodendrozyten. Insgesamt sollte die Rolle der
Glia im Rahmen der Taupathologie mit ihren funktionellen Konsequenzen nicht unterschétzt

werden (Narasimhan et al., 2020).

Die Diskrepanz zwischen neuronaler und glialer Tau-Pathologie bei verschiedenen PSP-
Subtypen ist auch im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Mustern der
Transkriptionsassoziationen fiir neuronale und astrogliale Tau-Lésionen zu sehen. Wéhrend die
neuronale Tau-Pathologie positiv mit einem Koexpressionsnetzwerk im Gehirn assoziiert ist,
das mit synaptischen und PSP-Risiko-Genen angereichert ist, ist die astrogliale Tau-Pathologie
positiv mit einem mit Mikroglia-Genen angereicherten Immunnetzwerk assoziiert (Allen et al.,

2018).

4.8  Diagnostik bei PSP

In diesem Pilotprojekt wurden PSP-Fille untersucht, die sowohl neuropathologisch als auch
klinisch, vor allem im Hinblick auf Blickparesen, eine PSP aufwiesen. Fiinf (Fall PSP-2, PSP-
3, PSP-5, PSP-7, PSP-8) der acht PSP-Félle wurden neuropathologisch als typische PSP
beschrieben. Die Daten von Osaki et al. deuten darauf hin, dass bei der ersten klinischen
Abkldrung nur etwa 17 % der PSP-Fille korrekt diagnostiziert werden und dass die
routineméflige Anwendung von Diagnosekriterien in diesem Stadium die diagnostische
Genauigkeit leicht erhoht. Wohingegen bei der letzten klinischen Vorstellung die PSP-Fille
durch die mdogliche NINDS-SPSP-Kategorie mit einer Sensitivitit von 85 % erkannt wurden
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(Osaki et al., 2004; vgl. 1.1.5.1). Dennoch ist es erstrebenswert die PSP-Fille frith zu

diagnostizieren und die unterschiedlichen PSP-Subtypen voneinander zu unterscheiden.

Ein wichtiger Fortschritt war die Entwicklung der neuen Kriterien der ,,International Parkinson
and Movement Disorder Society PSP* (IPMDS-PSP) fiir die klinische Diagnose von PSP, die
frithen ,,suggestiven Formen zu erkennen und die Diagnose von Nicht-Richardson-PSP-
Phinotypen zu prézisieren (Boxer et al., 2017; Hoglinger et al., 2017). Wihrend die IPMDS-
PSP-Kriterien bei der Unterscheidung von PSP von anderen Stérungen sehr niitzlich sind, gibt
es aktuell kaum Daten beziiglich der Genauigkeit dieser Kriterien zur Unterscheidung zwischen
den einzelnen PSP-Phinotypen, wie beispielsweise zwischen PSP-RS und PSP-P (Shoeibi et
al., 2019), so dass auch keine nachtrigliche Einteilung im Rahmen dieses Pilotprojekts
diesbeziiglich erfolgte. Dartiber hinaus erschwert moglicherweise die Komplexitét der Kriterien
und die neu hinzugefiigten Extinktionsregeln ihre routineméfige Anwendung (Shoeibi et al.,
2019). Praktische Leitfaden beispielsweise zur Aufdeckung von Augenbewegungsstdrungen
mogen hierzu beitragen (Phokaewvarangkul und Bhidayasiri, 2019). Nichtsdestotrotz bieten
die neuen Kriterien einen Rahmen fiir die Einbeziehung von laborchemischen und
bildgebenden Methoden wie zum Beispiel MRT und bei weiteren diagnostischen
Entscheidungen (Boxer et al., 2017, Hoglinger et al., 2017). Der klinische Alltag wird die

Relevanz und die mogliche Durchfiihrbarkeit zeigen.

Auch aus neuropathologischer Sicht zeigte sich kiirzlich ebenfalls ein Fortschritt mit dem
Vorschlag eines Staging-Systems der PSP-RS, wobei in sechs aufeinander folgende Stadien
unter Beriicksichtigung der beteiligten Hirnregionen und die Kombination zelluldrer Tau-
Pathologien unterteilt wurde (Kovacs et al., 2020). Zudem ist das System moglicherweise auf
verschiedene PSP-Subtypen anwendbar, was einen standardisierten Vergleich von Fillen und
die Erkennung von Fillen im Friihstadium ermdéglichen wiirde. Weitere Studien sind jedoch
erforderlich, um die Grundlage der interindividuellen Variabilitit durch Auswertung weiterer
Hirnregionen mit anderen Ansétzen wie beispielsweise der Bildanalyse zu ermitteln (Kovacs et

al., 2020).

4.9  Therapeutische Moglichkeiten

Obwohl die verschiedenen Tau-Pathologien lange als getrennte Krankheiten betrachtet werden
und wurden, weisen die PSP, die CBD und die Frontotemporale Demenz, klinische,

pathologische und genetisch #hnliche Merkmale auf, so dass es aufgrund der Uberlappung
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zwischen den Erkrankungen auch Ansdtze gibt, diese als unterschiedliche Phidnotypen eines

gemeinsamen Krankheitsprozesses zu betrachten (Bouchard und Suchowersky, 2011).

Derzeitig verfligbare pharmakologischen Therapien fiir die PSP verfolgen einen
symptomatischen Ansatz und zeigen in der Regel eine geringe bis mittlere Wirksamkeit. Bei
Bradykinesie und Rigiditit werden wie bei Morbus Parkinson L-Dopa-Priparate und Dopamin-
Agonisten verwendet, wobei letztere weniger wirksam sind (Jackson et al., 1983; Kompoliti et
al., 1998; Stowe et al., 2008, Coughlin und Litvan, 2020). PSP-Erkrankte mit motorischen
Dysfunktionen profitieren von einer Behandlung mit Amitriptylin (Nieforth und Golbe, 1993;
Engel, 1996). Bei Einschlaf- und Durchschlafprobleme sollte ein Behandlungsversuch mit
Melatonin oder Clonazepam versucht werden (Aldrich et al., 1989; Bhatt et al., 2005).
Dahingegen ist unter Zolpidem eine Verbesserung der okulomotorischen Defizite und der
Sakkadengeschwindigkeit beschrieben worden (Daniele et al. 1999; Mayr et al., 2002; Cotter
etal., 2010).

AuBerdem profitieren PSP-Erkrankte von einer multidisziplindren nicht-pharmakologischen
Betreuung, so verbessert beispielsweis Physiotherapie die korperliche Funktion und verringert
die Anzahl von Stiirzen (Clerici et al., 2017). In den letzten zehn Jahren wurde zunehmend
erkannt, dass die PSP ein Spektrum klinischer Phénotypen wie Verhaltens-, Sprach- und eine
Reihe von Bewegungsstorungen umfasst (Williams und Lees, 2009; Boxer al., 2017). Da die
PSP jedoch neuropathologisch und genetisch stark mit Tau-Protein-Anomalien verbunden ist
(Hoglinger et al., 2017), besteht ein zunehmendes Interesse daran, Tau-gerichteten Therapien
zu entwickeln (Boxer et al., 2017). Die Entwicklung von Medikamenten zur Modulation der
PSP-Krankheit konzentrierte sich auf die Hemmung der posttranslationalen Modifikationen
von Tau, Tau-Immuntherapie, die Stabilisierung von Mikrotubuli oder die Verringerung der
Expressionsmenge durch Gentherapien (Coughlin und Litvan, 2020). Weitere Studien miissen
den genauen Ausbreitungsprozess weiter erforschen, vor allem um bessere diagnostische und

therapeutische Moglichkeiten fiir alle Tau-Pathologien zu etablieren.
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5 Zusammenfassung

Die guten Erkenntnisse iiber die Bahnen und Hirnstammareale, die zur Generierung von
sakkadischen Augenbewegungen wichtig sind bilden die Grundlage fiir die hier vorliegende
Arbeit. Die Befunde sollen einen Beitrag zum Verstindnis fiir die Ausbreitungswege bei
Taupathologien, insbesondere der PSP, liefern. Im Rahmen dieses Pilotprojekts wurde
untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Art und Schwere der Augenbewegungsstorungen
und der Degeneration der Motoneurone der dulleren Augenmuskeln bei PSP-Erkrankten
existiert. Hierzu wurden acht neuropathologisch bestitigte PSP-Félle mit vorliegender
klinischer Symptomatik und drei Kontrollfélle in den Arealen nlIl, nIV, nVI, CCN und EWcp
mittels immunhistochemischer Maus anti-humanes PHF-Tau Fiarbung (ATS8) und Himalaun-
Gegenfarbung untersucht. Die acht PSP-Fille wurden in vier Krankheitsstadien eingeteilt.
Stadium I zeigt keine Sakkadendefizite. Stadium II ist durch das Auftreten von vertikalen
Blickparesen gekennzeichnet. Im Stadium III sind die vertikalen Blickparesen von
verlangsamten horizontalen Sakkaden begleitet und im Stadium IV ist eine komplette
Blickparese in alle Richtungen manifest. Der VOR war in den Stadien I-III noch vorhanden und
lieB sich in Stadium IV nicht mehr auslosen. Nach der immunhistochemischen Farbung wurden
die Schnitte eingescannt (Slide-Scanner Mirax MIDI BF), bei 20-facher VergrofSerung
digitalisiert, mit der ,,Viewer-Software Panoramic® gesichtet, ausgewertet und analysiert. Mit
Hilfe von HistoQuant konnten neben den Neuronen auch Fasern und Gliazellen erfasst werden.

Eine semiquantitative Auswertung erfolgte zudem in den libergeordneten Zentren.

In den okulomotorischen Kernen zeigte sich im Wesentlichen eine zunehmende ATS-
Immunreaktivitdt von Stadium I bis I'V. Ein Unterschied zwischen den Motoneuronen, die fiir
die horizontalen bzw. vertikalen Blickrichtungen verantwortlich sind, zeigte sich nicht. Im
Vergleich der beiden iibergeordneten Zentren, war der RIMLF geringfligig starker betroffen als
die PPRF und es bestand bereits bei geringer klinischer Ausprigung (Stadium I) eine AT8-
Immunreaktivitit in den {ibergeordneten Zentren. Fiir die beobachteten Augenbewegungs-
storungen bei der PSP steht am ehesten die Degeneration der prdmotorischen Areale, wie

RIMLF und PPRF, im Vordergrund.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Tau-Pathologie bis in die motorischen Kerne
des okulomotorischen Systems gefunden werden kann und mit der Schwere der Symptomatik
in Zusammenhang steht. Es miissen noch weitere Studien erfolgen um die Ausbreitung der PSP

besser zu verstehen und um weitere diagnostische und therapeutische Angriffsziele zu erhalten.
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7 Anhang zu Material und Methoden
7.1 PSP-Erkrankte

Fall PSP-1 war weiblichen Geschlechts und verstarb im Alter von 81 Jahren an unbekannter

Todesursache. Die Krankheitsdauer betrug ca. sechs Jahre.

6 Jahre a.m. lagen Gangstorungen mit kleinen schliirfenden Schritten und mehrfachen Stiirzen
vor. Neben einer positiven Retropulsion bestand eine miflige Akinesie mit Startverzogerung,

sowie eine gering ausgepriagte Mikrographie, aber keine mimische Starre.

4 Jahre a.m. zeigten sich alle vorab beschriebenen Symptome, aber keine Einschriankung in

der Okulomotorik.

1 Woche. a.m. zeigte sich ein Infarkt des Zerebellums rechts bei Z.n. parieto-occipitalem Infarkt

links.

Neuropathologische Diagnosen: PSP, alte Infarkte im Stadium III parieto-occipital links (1,5
x 1 x 1 cm) und im Zerebellum rechts (4 x 3 x 3 cm) sowie Alzheimer-assoziierte

Verianderungen entsprechend CERAD A (Braak & Braak-Stadium III).

Fall PSP-2 war minnlich und verstarb mit 80 Jahren an Herz-Kreislaufversagen bei
dekompensierter Linksherzinsuffizienz und Lungenarterienembolie. Die Krankheitsdauer

betrug ca. vier Jahre.
4 Jahre a.m. wurde erstmals liber Gangstorungen geklagt.

2 Jahre a.m. fielen okulomotorische Symptome mit einer leichten vertikalen Blickparese nach

oben und unten und mit seltenem Lidschlag auf. Der Gang war unsicher, breitbasig mit

Fallneigung nach hinten. Es zeigten sich keine kognitiven Einschrankungen, kein Rigor, Tremor

oder Paresen. Jedoch bestand eine Hypomimie und Pallhypésthesie.

1-2 Monate a.m. zeigte sich keine vertikale Blickparese mehr nach L-Dopa-Gabe, der Glabella

Reflex habituierte nicht und es bestanden passagere optische Halluzinationen.

Auffassungsgabe, Konzentration und Gedéchtnis stellten sich reduziert dar. Zusitzlich bestand
eine monotone und undeutliche Sprache, Dysphagie, Bradydiadochokinese, hdufige Stiirze,

Rigor, Ruhe- und Haltetremor.

Neuropathologische Diagnosen: typische Form der PSP, Alzheimer-assoziierte
Verianderungen (Braak & Braak Stadium III, CERAD 0), AGD im Stadium II sowie ein kleiner

kortikaler Infarkt links temporal im Stadium I und ein Status cribrosus.
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Fall PSP-3 war weiblich und verstarb im Alter von 75 Jahren an unklarer Todesursache. Die

Krankheitsdauer betrug ca. acht Jahre.

7,5 Jahre a.m. wurde eine inkomplette vertikale Blickparese festgestellt, die nach oben

ausgepriagter war als nach unten. Zudem bestand ein horizontaler Endstellnystagmus beidseits

und eine seit Jahren bestehende Schwindelsymptomatik mit Gangunsicherheit und Stiirzen.

Weiterhin zeigte sich ein axialer Rigor, Dysarthrie, Hypomimie und eine beginnende Demenz.

5,5 Jahre a.m. war das Gesichtsfeld fingerperimetrisch vertikal eingeschrankt mit inkompletter

vertikaler Blickparese vor allem nach oben und Endstellnystagmus. Es bestanden dezente

Faszikulation der Zunge, Dysarthrie, Bradydiadochokinese beidseits, Rigor am rechten Arm,

ohne Paresen oder Sensitivitdtsstorungen und eine mittelgradige Demenz.

3 Jahre a.m. bestand eine ausgeprigte vertikale Blickparese, Hypomimie mit Dysphagie,

Hypersalivation, einer Akinese und einer verminderte Sprachproduktion. Es bestand Wachheit

und Bewusstseinsklarheit, aber eine nur miBige Orientierung.

Neuropathologische Diagnosen: typische Form der PSP, gering- bis miBiggradige
Leukenzephalopathie, Status cribrosus bei Mikroangiopathie sowie Alzheimer-assoziierte

Verianderungen entsprechend CERAD A (Braak & Braak Stadium III).

Fall PSP-4 war maénnlich und verstarb mit 76 Jahren an unbekannter Todesursache. Die

Krankheitsdauer betrug ca. viereinhalb Jahre.

3 Jahre a.m. zeigte sich eine ausgeprigte vertikale Blickparese nach unten, maBig nach oben,

eine deutlich gestorte horizontale Blickbewegung und ein auffilliger vertikaler optokinetischer

Nystagmus bei erhaltenem vertikalem VOR. Der Stand war vorniibergebeugt mit Fallneigung

nach hinten. Das Gangbild war kleinschrittig mit verminderter Mitbewegung der Arme. Im
Romberg-Versuch bestand eine ungerichtete Ataxie. Auflerdem bestand eine Hypomimie,
Dysarthrophonie, Dysphagie, Hyposmie, eine Bradydiadochokinese beidseits, ein axialer Rigor

vor allem des Nackens sowie ein geringer Extremitdtenrigor ohne Paresen.

Neuropathologische Diagnosen: PSP, AGD (Stadium II), Amyloidangiopathie, Amyloid-
Plaques (Thal-Phase 2), TDP43-Pathologie in CA1 Subiculum und CA2 vom Hippocampus

nachweisbar. ,,Fused in sarcoma protein“ (FUS) und Synuclein sind nicht nachweisbar.
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Fall PSP-5 war méinnlich und verstarb mit 64 Jahren mit unklarer Todesursache. Die

Krankheitsdauer betrug ca. neun Jahre.
3 bis 4 Jahre a.m. wurden Einschrinkungen der Okulomotorik dokumentiert.

18 Monate a.m. wurden ausgeprigte supranukleire Einschrinkung der Okulomotorik mit

aufeehobenem Blick nach unten und stark eingeschrinktem Blick nach oben und zu beiden

Seiten festgestellt. Es zeigten sich wiederholte Stiirze, Gangunsicherheit, Fallneigung nach

hinten und Nackenrigor. Der Extremititenrigor war gering ausgeprigt. Es bestanden

Sprechstérungen mit Dysarthrophonie, Hypomimie sowie Dysphagie.

15 Monate a.m. zeigte sich eine supranukleire inkomplette horizontale und komplette vertikale

Blickparese sowie einen Blickrichtungsnystagmus auf, wobei reflektorische Augenbewegung

moglich waren. Das Gangbild présentierte sich gering verandert.

Neuropathologische Diagnosen: typische Form der PSP, AGD (Stadium II).

Fall PSP-6 war minnlich und verstarb mit 65 Jahren an unbekannter Todesursache. Die

Krankheitsdauer betrug ca. sieben Jahre.

6 Jahre a.m. zeigte sich nach einem Media-Infarkt eine Hemiparese rechts, eine Aphasie und

Storung der Feinmotorik links.

4 Jahre a.m. bestand eine vertikale Blickparese und eine Ptose rechts, sowie eine

Gleichgewichtsstorung mit Stiirzen, Schwindel und einer Fallneigung nach hinten.

3,5 Jahr a.m. zeigte sich eine komplette vertikale und eine inkomplette horizontale Blickparese

beidseits. Die horizontalen Blickfolgebewegungen waren sakkadiert, es bestand kein Spontan-

oder Blickrichtungsnystagmus. Die Ptose war rechts ausgeprigter als links. Zusétzlich bestand

Dysarthrie, Dysdiadochokinese beidseits, Lach- und Weinkrampfe, Nackenrigor und einem

leichten axialen Rigor.

Neuropathologische Diagnose: PSP, Alzheimer-assoziierte Verdnderungen entsprechend
CERAD 0 (Braak & Braak-Stadium II), Amyloid-Plaques (Thal-Phase 1). FUS, TDP und

Synuclein sind nicht nachweisbar.

Fall PSP-7 war méinnlich und verstarb mit 69 Jahren mit unbekannter Todesursache. Die

Krankheitsdauer betrug mindestens vier Jahren.
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4 Jahre a.m. zeigte sich eine vollstindige vertikale Blickparese und horizontale Sakkaden,

welche deutlich verlangsamt mit einer méiBig verringerten Amplitude waren und ein

intermittierendes Abweichen des rechten Bulbus nach rechts, ohne Doppelbilder. Zudem

bestand eine Gleichgewichtsstorung. Stand und Gangbild waren breitbasig, schwankend und
ataktisch. Die Stellreflexe waren vermindert mit Sturzgefahr nach hinten. Es bestanden keine
Sensibilitdtsstorung oder Extremititenrigor, jedoch ein hypokinetisch rigides Bild mit axialem
Rigor, Hypomimie, Dysarthrie, Dysphagie, Pseudohypersalivation sowie Brady-

diadochokinese. Der Babinski-Reflex war beidseits positiv.

Neuropathologische Diagnose: typische Form der PSP.

Fall PSP-8 war minnlich und verstarb mit 70 Jahren an unbekannter Todesursache. Die

Krankheitsdauer betrug mindestens ein Jahr.

7 Monate a.m. zeigte sich eine vollstindige Bewegungsunfihigkeit der Bulbi. FEine

Fortbewegung war nur noch mit dem Rollstuhl moglich. Nach dem Aufstehen bestand eine
Astasie, Abasie und eine Retropulsionsneigung nach rechts hinten. Weiterhin bestand eine
massive gestische und mimische Verarmung mit Dysphagie. Bis auf ein gelegentliches
Brummen war keine SprachduBerung moglich. Es bestand Rigor der Kiefer-, Nacken- und

Extremitatenmuskulatur.

Neuropathologische Diagnosen: typische Form der PSP, Alzheimer-assoziierte
Verdnderungen entsprechen CERAD 0 (Braak & Braak-Stadium III), Amyloid-Plaques (Thal-
Phase 2), beginnende AGD, Arteriosklerose und Kribliiren in mehreren Hirnregionen und

Kontusionsherd fronto-tempero-basal links.
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7.2 Firbungsprotokolle
7.2.1 Ubersichtsfirbung mit Kresylviolett fiir Paraffinschnitte

Produkte:
Farblosung: 0,1 % Kresylechtviolett 1 A 396 und 0,5 ml Eisessig pro 11 Farblosung

Arbeitsschritte:

e Entparaffinierung der Schnitte:
e gebrauchtes Xylol 15 min
e frisches Xylol 15 min

e Rehydrierung der Schnitte:
e Alkoholreihe: 100 %, 96 %, 90 %, 70 % je 10 min
e Aqua dest. 5 min

e 1 % Essigsdure waschen

e Farblosung 0,1% Kresylechtviolett: 8 min

e in 1% Essigsdure waschen 1 min

e Alkoholreihe: 70 %, 90 %, 96 %, 100 % je 2 min

e Xylol 2 x 15 min

e Findeckeln in DePex
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7.2.2 Immunhistochemische Farbung mit Maus anti-humanes PHF-Tau

Antikorper

Produkte:

Monoklonaler Antikorper gegen Humanes PHF-Tau

(Thermo Scientific, Kat.Nr.: MN1020 Lagerung bei [— 20°C])

SuperVision 2, 2-Schritt-Polymersystem Kit, HRP-konjugiert (engl.: ,,Horseradish
Peroxidase*, eine Meerrettichperoxidase) mit DAB (3,3'-Diaminobenzidin) bei [4°C]

(Firma DCS Innovative Diagnostik Systeme, Kat.Nr.: PDOOOKIT, lagert bei 2-8°C)
SeraPlus [bei -20 °C] (Special Processed FBS)

[Firma: PAN Biotech GmbH, Kat.Nr.: 3702-P111606, lagert bei -20°C]
Blocking-Ldsung: 1 % Serum in PBS (0,1 M, pH 7,3)

(ca. 2 Wochen verwendbar, in 4°C aufbewahren)

Serum Enhancer in PBS (0,1 M, pH 7,3)

0,01 M pH 6,0 Sodium Citrat Puffer (Mikrowellenvorbehandlung)

Sodium Citrate [Tribasic: Dihydrate] (C6H5Na307.2H20) 2,94 g in 900 ml Aqua dest.
auf pH 6,0 einstellen und mit Aqua dest. bis 1000 ml auffiillen.

0,1 M PBS pH 7,3

PBS-Ldsung: Na2HPO4 12,7¢g
NaH2PO4 39¢
NaCl 85 ¢g
in ILpH 7,3 1:10
Arbeitsschritte:
Erster Tag:
e Entparaffinierung der Schnitte
e gebrauchtes Xylol 30 min
e frisches Xylol 15 min

e Rehydrierung der Schnitte

e Alkoholreihe: 100 %, 96 %, 90 %, 70 % je 10 min
e Aqua dest. 1 min

e Vorbehandlung der Schnitte:

e Einlegen in Citrate Puffer 0,01 M, pH 6,0 in der Mikrowelle 5x je 3 min
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(Losung in Spezial-Plastik-Kiivetten, Mikrowelle auf Stufe 8
und dazwischen mit 0,01 M Citrate Puffer nachfiillen)

e Bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 15-20 min
e 5% H202 in Methanol 20 min
(30ml 30 % H202 + 150 ml Methanol)
e Leitungswasser 5 min
e Aqua dest. 2 min
e 0,]MPBSpH?73 5 min
e Blocking-Losung 5 min
e Primérer Antikorper:
Mouse anti-Tau 1:500 in die Blocking-Losung 48 h bei 4°C
Zweiter Tag:
e 0,1MPBSpH7,3 2x waschen je 5 min
e Zweites Reagenz: Serum Enhancer mit PBS 30 min
(1 +1 mit PBS)
e 0,1 MPBSpH73 2x waschen je 5 min
e Drittes Reagenz Poly-HRP mit PBS 30 min
(1 +1 mit PBS)
e 0,1 MPBSpH73 2x waschen je 5 min
e 38 ulDAB

(ca. 1 Tropfen mit 1 ml Substratpuffer vermischen)

Auf die Schnitte auftropfen und fiir ca. 5 min bzw. so lange inkubieren bis sich eine addquate
Farbentwicklung zeigt.

e Aqua dest. 2x je 2 min
e Hémalaun Losung 30s
(H&malaun, sauer nach Mayer: Waldeck, Kat.Nr.: 2E-0,38)
e Blduen mit Leitungswasser 10 min
e Alkoholreihe: 70 %, 90 %, 96 %, 100 % je 2 min
e Xylol kurz, Smin, 15 min
e FEindeckeln in DePex
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