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1 Einleitung

1.1 Die progressive supranukleare Parese ,,PSP*

1.1.1 Pravalenz und Erscheinungsformen

Die bereits 1964 beschriebene neurodegenerative Erkrankung progressive sup-
ranukleare Parese (PSP) wird dem Formenkreis der atypischen Parkinsonsyn-
drome zugerechnet und tritt mit einer Pravalenz von bis zu 10/100000 in Erschei-
nung (Steele et al., 1964; Coyle-Gilchrist et al., 2016; Levin et al., 2016; Schrag
et al., 1999). Die Klinik der PSP zeichnet sich durch sehr heterogene Sympto-
menmuster aus (Respondek et al., 2014; Respondek und Héglinger 2016; Hog-
linger et al., 2017). Fur die urspringlich von Steele, Richardson und Olszewski
als PSP beschriebene Symptomenkonstellation wird inzwischen meist die Be-
zeichnung ,PSP-RS*, beziehungsweise ,Richardson-Syndrom*® verwendet (Willi-
ams et al., 2005). Gemal der Benennung ,progressive supranukleare Parese”
ist diese klassische Form der PSP klinisch durch eine fortschreitende Bewe-
gungsstorung der Augen sowie von posturaler Instabilitat, axialer Rigiditat, Fron-
talhirn-betonten Verhaltensanderungen sowie Dysphagie und Dysarthrie ge-
kennzeichnet (Litvan, 96; Dickson, 2010; Hoglinger et al., 2017). Bei anderen
Formen der PSP pragen oftmals weniger die Augenmotilitatsstérungen als zum
Beispiel ein hypokinetisch-rigides Syndrom (,PSP-P“) beziehungsweise ein Free-
zing beim Gehen (,PSP-PGF*) oder auch eine Sprachstorung (,PSP-SL") das
klinische Erscheinungsbild (Williams et al., 2007; Respondek et al., 2014; Levin
et al,, 2016).

Die okulomotorischen Symptome des Richardson-Syndroms umfassen zunachst
verlangsamte vertikale Sakkaden, die sich im Verlauf der Erkrankung zu einer
vertikalen Blickparese entwickeln. Wahrend sich die willkarlichen Augenbewe-
gungen nach oben und unten zunehmend verschlechtern, scheinen reflexhafte
Augenbewegungen, wie zum Beispiel der vestibulo-okulare Reflex (VOR), in die-
selbe Richtung lange verschont zu bleiben (Das und Leigh, 2000). In der End-

phase der Erkrankung liegt haufig eine komplette Ophthalmoplegie vor.



Die vor allem anfanglich dezente okulomotorische Stérung ist meist nicht das
Symptom, welches den Patienten einen Arzt aufsuchen lasst. Flr den Patienten
und seine Umgebung sind es vielmehr die unerklarlichen, gehauften Sturze, die
oft als ,baumartiges” nach hinten fallen beschrieben werden, die letztlich zur Vor-
stellung in einer neurologischen Ambulanz flihren. Im weiteren Verlauf der Er-
krankung kommt es im Regelfall zu einer zunehmenden Einschrankung der Au-
genmotorik, des Weiteren zu einem stammnahen, meist symmetrisch hypokine-
tisch-rigidem Syndrom, psychischen Veranderungen wie z.B. der Reduktion des
abstrakten Denkens, Apathie und Depression sowie zu Dysarthrie und Dyspha-
gie. Die Dysphagie, die zu Aspirationspneumonien flihren kann, ist im Wesentli-
chen fur die eingeschrankte Lebenserwartung der PSP-Patienten verantwortlich.
Die mediane Uberlebenszeit bei PSP betragt zwischen sechs und neun Jahre
(Coyle-Gilchrist et al., 2016; Respondek et al., 2014). Bis heute steht weder eine
kausale noch eine befriedigende symptomatische Therapie zur Verfligung (Lamb
et al., 2016; Bluett et al., 2021).

Die Diagnose einer PSP gestaltet sich oftmals, gerade zu Beginn der Erkrankung
und im Hinblick auf die atypischen PSP-Formen, schwierig (Hoéglinger et al.,
2017). Gemal den Kriterien des National Institute for Neurological Disorders and
Stroke und der Society for PSP (NINDS-SPSP) kann man im klinischen Kontext
bei Vorliegen einer supranuklearen Blickparese oder der Kombination von Hal-
tungsinstabilitat, gehauften Stirzen und verlangsamten vertikalen Sakkaden von
,moglicher-“, bei Vorliegen von posturaler Instabilitadt mit gehauften Stlirzen in
Zusammenhang mit einer supranuklearen vertikalen Blickparese von einer
,wahrscheinlichen PSP sprechen (Litvan et al., 1996). Um eine frihzeitigere
Erstdiagnose zu ermdglichen und um dem grof3en klinischen Spektrum der PSP-
Formen gerecht zu werden, wurde dieses diagnostische Werkzeug karzlich um
die Kriterien der ,International Parkinson Disease and Movement Disorder
Society PSP study group” erweitert, woraus sich u.a. eine Einteilung in neuropa-
thologisch gesicherte PSP, wahrscheinliche PSP, mégliche PSP sowie eine
vierte Einteilungsstufe ,suggestive of PSP ergibt, unter der subtilere Auspragun-
gen bez. Symptomenkonstellationen, die in Richtung PSP verweisen, enthalten

sind (Hdglinger et al., 2017). Die zunachst klinische Verdachtsdiagnose PSP



kann letztlich aber nur neuropathologisch gesichert und gegenuber sich manch-
mal ahnlich prasentierenden Krankheitsbildern, wie z.B. dem idiopathischen Par-
kinson oder der Cortikobasalen Demenz (CBD), abgegrenzt werden (Dickson,
1999).

1.1.2 PSP - eine neurodegenerative Erkrankung aus der Gruppe der

Tauopathien

Bei der progressiven supranuklearen Blickparese (PSP) handelt es sich um eine
neurodegenerative Erkrankung aus dem Formenkreis der Tau-Pathologien, de-
ren gemeinsames neuropathologisches Merkmal die Ablagerung eines patholo-
gischen Tau-Proteins im Gehirngewebe ist. Zur Gruppe der Tauopathien zahlen
unter anderem auch die Corticobasale Demenz (CBD), die Silberkornkrankheit
(AGD) und der Morbus Alzheimer (AD).

Die Verteilung des pathologischen Proteins bezlglich der nervalen Strukturen
— Neuronen und/oder Glia — und auch der Manifestationsort der Proteinablage-
rungen in unterschiedlichen Gehirnarealen ist dabei krankheitsspezifisch (Arm-
strong und Cairns, 2013; Kovacs, 2016). Hierbei unterscheidet sich neben dem
Verteilungsmuster der ,befallenen® Zonen und Zelltypen auch das Aussehen der
zellularen Tau-Ablagerungen sowie der ultrastrukturelle Aufbau des pathologi-
schen Tau-Proteins (Armstrong und Cairns, 2013; Kovacs, 2016). Eine ge-
brauchliche Grobeinteilung der Tauopathien richtet sich nach der Anzahl der
Repeat-Sequenzen fur Mikrotubulus-Bindungsstellen der jeweilig vorkommen-
den Tau-Isoform (Kovacs, 2016; Spillantini und Goedert, 2013). Die PSP wird zur
Gruppe der vornehmlich 4R-Taupathien — entsprechend Vierer Tandem-Repeats
an der Mikrotubulus-Bindungsstelle — gerechnet. Um als ,typische PSP klassifi-
ziert zu werden ist der neuropathologische Nachweis glialer und neuronaler Ab-
lagerungen von hyperphosphoryliertem Tau-Protein (Abb. 1A) in spezifischen
Basalgangliengebieten, in Zwischenhirn, Kleinhirn und Hirnstamm sowie eine
eingeschrankte Beteiligung des Neocortex notwendig (Litvan et al., 1996;
Dickson et al., 2010).



Die Ablagerungen des pathologischen Tau-Proteins finden sich dabei meist in
Form neurofibrillarer Blndel, ,neurofibrillary tangles®, die bei PSP kompakt wir-
kende, dichte tau-Filament-Aggregate, die ,globose neurofibrillary tangles® aus-
bilden (Abb. 1B). In der Glia dominieren sogenannte ,tufted astrocytes® sowie
oligodendrozytare ,coiled bodies” (Abb. 1C und D) (Mudher et al., 2017; Dickson,
1999; Yoshida, 2014).

AT-8

Abb. 1, A (modifiziet nach Wiliams, et al., Brain 2007, mit
Abdruckgenehmigung des Oxford Verlags): Neuropathologische Kriterien einer
Lypischen PSP“ erfordern den Nachweis von Tau-positiven Lasionen in den
roten Arealen (Globus pallidus, Nucleus subthalamicus, Substantia nigra und
Pons) sowie in einem geringeren Ausmal} in den orangen Gebieten (Striatum,
Nucleus dentatus und Oliva inferior), in Kombination mit einer PSP-
kompatiblen Klinik. Die griinen Zonen sind ebenfalls betroffen, sind aber nicht
Teil der Diagnosekriterien.

B-D: Neuronale Ablagerungen ,neurofibrillary tangles® (NFT) (B) sowie gliale
Ablagerungen ,coiled body“ (C) wund ,tufted astrocyte® (D) von
hyperphosphoryliertem Tau-Protein (AT-8).

Interessanterweise zeigen viele neurodegenerative Erkrankungen ein ortlich und
zeitlich stereotypes Auftreten der pathologischen Proteinablagerungen, welches
man sich beim Morbus Alzheimer flur eine Stadieneinteilung zunutze machen

konnte (Guo und Lee, 2014; Braak und Braak, 1991). Eine Stadieneinteilung ba-

sierend auf der Abfolge betroffener Hirnareale wird auch fur die PSP diskutiert
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(Williams et al., 2007; Kovacs et al., 2020). Inwieweit diese Proteinaggregate
selbst allerdings krankheitsverursachend oder toxisch sind bzw. was initial die
Bildung dieser pathologischen Proteine auslost, herrscht grof3e Unklarheit (Mud-
her et al., 2017). Moglicherweise spiegelt das zu beobachtende stereotype Aus-
breitungsmuster vieler neurodegenerativer Erkrankungen eine an funktionelle
Systeme gebundene Ausbreitung pathologischer Proteine wider, die in mancher
Hinsicht an Prion-artige Ausbreitung denken lassen (Brettschneider et al. 2015;
Guo und Lee, 2014; Mudher et al., 2017).

In dieser Arbeit soll im Zuge eines Pilotprojekts zur Beteiligung der Sakkaden-
generierenden Gehirnareale am Krankheitsgeschehen der typischen PSP auch
das Ursprungsgebiet der, fur die reflexhaften Augenbewegungen des vestibulo-
okularen Reflexes (VOR) verantwortlichen, Neurone des Vestibulariskerngebiets

auf einen Befall mit pathologischem Tau-Protein untersucht werden.

1.2 Okulomotorische und neuroanatomische Grundlagen

1.2.1 Augenmuskeln

Die Bewegungen des Augapfels werden durch je sechs extraokulare Muskeln
bewirkt. Diese setzen sich aus vier geraden — Musculus rectus superior (SR), M.
rectus inferior (IR), M. rectus medialis (MR) und M. rectus lateralis (LR) — sowie
zwei schragen aufleren Augenmuskeln — Musculus obliquus superior (SO) und

M. obliquus inferior (10) — zusammen.

Die beiden seitlichen Augenmuskeln M. rectus medialis (Adduktion) und M. rec-
tus lateralis (Abduktion) besitzen jeweils nur eine Hauptfunktion. Die Funktionen
der Ubrigen auReren Augenmuskeln ergeben sich aus der Beziehung ihrer Ver-
laufsrichtung bezlglich der Sehachse. Die Hauptfunktion der Mm. recti superior
und inferior liegen in der Elevation (SR) und Depression (IR), doch Gben sie zu-
satzlich eine Adduktionswirkung aus, da sie, ausgehend von ihrem Ursprung am
Anulus tendineus, um ca. 23 Grad nach auf3en abweichen. Des Weiteren ist die-
sen beiden Muskeln eine innenrotierende (SR) beziehungsweise aulienrotie-

rende (IR) Wirkung zuzuschreiben. In der Adduktionsstellung des Auges biRRen
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die letztgenannten Muskeln ihre Wirksamkeit um die transversale Achse mehr
und mehr ein. Die Hebe- und Senkfunktion wird nun von den beiden schragen
Augenmuskeln M. obliquus superior (Depression) und M. obliquus inferior (Ele-
vation) ubernommen. Zudem wirken die schragen Augenmuskeln noch als Innen-
(SO) beziehungsweise AulRen-Rotatoren (I0) und wirken geringfligig an der Ab-

duktionsbewegung des Auges mit.

Ihre Innervation erhalten die duf3eren Augenmuskeln von den drei Hirnnerven
N. oculomotorius (SR, IR, MR und IO), N. trochlearis (SO) und N. abducens (MR).

Eine zusammenfassende Ubersicht tiber die Muskelfunktionen der dufReren Au-

genmuskeln liefert Tabelle 1.

Muskel Hauptfunktion Nebenfunktion Innervation
SR Elevation Innenrotation und n. Il
Adduktion
IR Depression Aulenrotation n. I
und Adduktion
MR Adduktion - n. Il
LR Abduktion - n. Vi
SO Innenrotation Depression und n. v
Abduktion
10 Aulenrotation Elevation und n. Il
Abduktion
Tab. 1: Haupt- und Nebenfunktionen der extraokuldren Muskeln mit
Innervation

1.2.2 Augenbewegungstypen

Von den funf klassisch unterschiedenen Augenbewegungstypen werden die Sak-
kaden, die langsamen Folgebewegungen und die Vergenz-Bewegungen willkir-
lich initiiert. Sie dienen unter anderem dazu, unsere Umgebung optisch ,abzutas-

ten® (Sakkaden) und kleine, sich bewegende Ziele zu verfolgen, sodass sich ihr

-12 -



Abbild stets auf der Fovea — dem Ort des scharfsten Sehens — befindet (lang-
same Folgebewegungen). Vergenz-Bewegungen stehen im Dienst des binokula-
ren Sehens, indem sie die Einstellung beider Augen auf nahe oder weit entfernte
Zielpunkte bewirken. Von den willkurlichen Augenbewegungstypen kann man die
reflexartigen Augenbewegungstypen unterscheiden, die unter anderem dazu die-
nen — trotz standig vorkommender kleiner oder grolerer Bewegungen des Kop-
fes — Abbildungen auf der Retina stabil zu halten. Dies ermdéglicht, visuelle Ob-
jekte trotz der Eigenbewegung des Korpers auf der Retina fixieren zu kdnnen.
Der optokinetische Reflex (OKR) und der vestibulo-okuldre Reflex (VOR) ergan-
zen sich dabei, indem der OKR vor allem durch den visuellen Reiz eines bei
Kopfbewegungen ,verrutschenden® visuellen Bildes auf der Retina ausgelost
wird und insbesondere bei niedrig-frequenten Kopfbewegungen auftritt, wahrend
der Impuls fir den VOR von den Bogengangen und Otolithenorganen ausgeht
und vor allem bei hoéher-frequenten Kopfbewegungen in Erscheinung ftritt
(McCrea et al., 1987b; Goldberg et al., 2012).

Alle finf Augenbewegungstypen — manche Autoren bevorzugen eine Einteilung
der Augenbewegungstypen in sechs Gruppen und zahlen dabei die Blickhaltung
als eigene Bewegungsart (Buttner-Ennever und Horn, 2004) — werden in unter-
schiedlichen Gebieten des Gehirns erzeugt, teilen sich aber, ausgehend von den
Motoneuronen der Hirnnervenkerne des dritten, vierten und sechsten Hirnner-
ven, die gemeinsame Endstrecke zu den sechs auflieren Augenmuskeln (Buttner-
Ennever und Horn, 2004; Leigh und Zee, 2014; Horn und Straka, 2021). Die un-
tenstehende Abbildung soll diese Konvergenz der unterschiedlichen pramotori-

schen Bahnen auf der Ebene der Motoneurone verdeutlichen.
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Abb. 2: Die pramotorischen Bahnen der 5 Augenbewegungstypen konvergieren
auf Ebene der Motoneurone. (vereinfachte Darstellung nach Buttner-Ennever
und Horn: Reticular Formation: Eye Movements, Gaze, and Blinks, in: The
Human Nervous System, 2004)

mesRF — mesencephale formation reticularis, OKN — optokinetischer
Nystagmus, PPRF — paramediane pontine formatio reticularis, RIMLF — rostraler
interstitieller Nucleus des medialen longitudinalen Faszikels, SC — Colliculus
superior, VN — Nuclei vestibulares, VOR - vestibulo-okularer Reflex

Bei der PSP kommt es bereits in friihen Erkrankungsstadien (vgl. Abb. 3) zu einer

Verlangsamung bis hin zu einem Ausfall vertikaler Sakkaden bei zunachst erhal-
tenem vertikalen VOR in dieselbe Richtung (Das und Leigh, 2000). Eine frihe

Beteiligung im Sinne einer Degeneration in den pramotorischen Bahnen des Sak-

kadensystems konnte bereits gezeigt werden (Horn et al., 2013; Feige et al.,

2013). Im weiteren Krankheitsverlauf der PSP ist oftmals auch ein Ausfall des

vertikalen VOR zu beobachten. In dieser Arbeit soll das Ausmalf der neuronalen

Degeneration im pramotorischen Ursprungsgebiet des VOR untersucht werden,

weshalb im Folgenden vornehmlich der pramotorische Anteil des VOR naher be-

schrieben werden soll.
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frih beeintrachtigte vertikale Sakkaden
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/ | \ Nuclei Labyrinth
Moto- vestibulares y
neuron /

VOR zunachst lange intakt

Abb. 3: Uberblick Uber den okulomotorischen Befund der friihen und mittleren
Erkrankungsphase bei PSP-RS.

PPRF — paramediane pontine formatio reticularis, RIMLF — rostraler interstitieller
Nucleus des medialen longitudinalen Faszikels, SC — Colliculus superior, VOR —
vestibulo-okularer Reflex

1.2.3 Der vestibulo-okulare Reflex VOR

Der vestibulo-okulare-Reflex (VOR) und der optokinetische Reflex (OKN) ermdg-
lichen es, ein scharfes und unbewegtes Abbild der Umgebung auf der Retina zu
halten, selbst wenn sich der abgebildete Gegenstand oder auch der Kopf bewegt.
Der VOR kann dabei die Augen, entgegengesetzt einer jeden Kopfbewegung, im
dreidimensionalen Raum rotieren und wird von den Sinneszellen der Bogen-
gange (angularer VOR = AVOR) und Otolithenorgane (translationaler VOR =
TVOR) ausgeldst. Beobachten Iasst sich bei Ausldsung des AVOR dabei ein ves-
tibularer Nystagmus, der aus einer langsamen kompensatorischen Augenbewe-
gung entgegengesetzt der Kopfbewegung und einer darauffolgenden schnellen
Ruckstellkomponente (,Ruckstellsakkade®) besteht, die auftritt, sobald der Bewe-
gungsumfang des Augapfels vollstandig ausgeschopft, die Bewegung des Kop-
fes aber noch nicht beendet ist und ein neuer Startpunkt fur eine erneute kom-
pensatorische Bewegung bendtigt wird. Die schnelle Ruckstellkomponente be-
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dient sich dabei der neuronalen Maschinerie des Sakkadensystems. Die kom-
pensatorische Komponente des VOR wird von einem drei-neuronalen Bogen ver-
mittelt, der bei Bewegungen des Kopfes aulierst effektiv die Blickachse stabili-
sieren kann (Goldberg et al., 2012).

Beim VOR handelt es sich um einen phylogenetisch sehr alten, aufderst schnellen
Reflex (5-7 ms) auf der Grundlage eines sehr direkten Drei-Neuronen-Bogens
(vgl. Abb. 4), der das vestibulare System mit den Augenmuskelkernen verbindet
(Goldberg et al., 2012; McCrea et al., 1987b). Als erstes Neuron dieses Bogens
fungieren die bipolaren Neurone des Scarpa’schen Ganglions, deren Axone die
Informationen der Bogengange unter anderem an sekundare Neurone in den
Vestibulariskernen weiterleiten. Diese sekundaren Neurone aktivieren wiederum
die Motoneurone der entsprechenden Augenmuskeln innerhalb der Kerngebiete
des dritten (Nucleus oculomotorius, Nlll), vierten (Nucleus trochlearis, NIV) und
sechsten Hirnnervens (Nucleus aducens, NVI), welche sie hauptsachlich Gber
den Fasciculus longitudinalis medialis (MLF), aber auch Uber kreuzende Fasern
des ventralen tegmentalen Trakts (CVTT) beziehungsweise den oberen Klein-
hirnstiel (SCP) erreichen (Buttner-Ennever, 1992; Zwergal et al., 2009). Bei den
vestibulo-okularen Projektionen der sekundaren Vestibularisneurone lassen sich
ipsilateral verlaufende inhibitorische Verbindungen von exzitatorischen Verbin-

dungen zu den Motoneuronen der Gegenseite unterscheiden.
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Abb. 4: Schema der Verbindungen bogengangassoziierter sekundarer
Vestibularisneurone zu verschiedenen Bereichen des dritten, vierten und
sechsten Hirnnervenkerngebiets. (vereinfachte Darstellung nach Buttner-
Ennever und Gerrits: Vestibular System, in: The Human Nervous System,
2004)

ATD - aufsteigender Deiters-Trakt, CVTT — zentraler ventraler tegmentaler
Trakt, DV — Deszendierender Vestibulariskern, IO — Musculus obliquus inferior,
IR— Musculus rectus inferior, LR — Musculus rectus lateralis, LV — Lateraler
Vestibulariskern, MLF — Fasciculus longitudinalis medialis, MR — Musculus
rectus medialis, MV — Medialer Vestibulariskern, SCP — oberer Kleinhirnstiel,
SR — Musculus rectus superior, SO — Musculus obliquus superior, SV-—
Superiorer Vestibulariskern, NllI - Nucl. oculomotorius, NIV — Nucl. trochlearis,
NVI - Nucl. abducens
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1.2.4 Der Vestibulariskern-Komplex

Bei Bewegungen im Raum sind Signale des Vestibularorganes zusammen mit
propriozeptiven und visuellen Informationen wesentlich, um eine Stabilisierung
des Korpers und der Augen zu gewahrleisten (Pompeiano, 1972; Buttner-Enne-
ver, 1999; Gdowski und McCrea, 2000). Die bipolaren Zellen des Scarpa-Gangli-
ons geben die Information Gber Drehbeschleunigung aus den Bogengangen so-
wie Information Uber Linearbeschleunigung von den Otolithenorganen des Sac-
culus und Utriculus Uber den Nervus vestibularis (nVIIl) an die Vestibulariskerne
weiter. Diese primaren Afferenzen aus dem Labyrinth des Innenohres erreichen
zusammen mit einer Vielzahl zusatzlicher Afferenzen unter anderem aus der For-
matio reticularis, dem Ruckenmark, der inferioren Olive, dem Kleinhirn und un-
terschiedlichen Arealen des Grof3hirncortex das am Boden des Vierten Ventrikels
gelegene Vestibulariskerngebiet (Holstein, 2012). Nach Verarbeitung dieser ver-
schiedenen Eingange erreichen die Efferenzen des Vestibulariskernkomplexes
unterschiedlichste Gebiete des Zentralen Nervensystems, wie zum Beispiel Uber
den Thalamus, verschiedene Areale der GroRhirnrinde, das okulomotorische
System, das Cerebellum und das Rickenmark (Horn, 2020). Der Vestibularis-
kernkomplex beeinflusst dadurch, neben der Wahrnehmung der Eigenbewegung
im dreidimensionalen Raum, auch die kompensatorischen Bewegungen des
Kopf- und Halsbereichs sowie die zur Stabilisierung des Korpers noétigen Anpas-
sungen der gesamten Kdrperhaltung (Holstein, 2012). Von groRer Bedeutung fur
Haltung und Gleichgewicht sind dabei diejenigen Efferenzen der Vestibularis-
kerne, die bei Bewegungen des Kopfes Uber kompensatorische Augenbewegun-
gen (VOR und OKN) helfen, Bilder auf der Retina stabil zu halten (Buttner und
Buttner-Ennever, 2006; Shinoda et al., 2006).

Der Vestibulariskernkomplex, dessen Aufbau bei allen Wirbeltieren erstaunliche
Ahnlichkeit zu besitzen scheint (Straka und Dieringer 2004; Brodal, 1984), be-
steht aus einer Ansammlung von Hirnstammkernen am Ubergang der Medulla
oblongata zur Pons und wird historisch und nach zytoarchitektonischen Gesichts-
punkten in vier Hauptkerne — den Superioren (SV), den Medialen (MV), den La-
teralen (LV) und den Deszendierenden Vestibulariskern (DV) unterteilt. Des Wei-
teren werden manchmal kleinere Subgruppen wie z.B. die y-Gruppe, der intersti-

tielle Kern des achten Hirnnerven (INT8) und der Nucleus prapositus hypoglossi
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(PrH) aufgrund ihres N. vestibularis-Eingangs bzw. ihrer starken reziproken Ver-
bindungen zu den Vestibulariskernen, ebenfalls dem Vestibulariskomplex zuge-
ordnet (Goldberg et al., 2012).

Da die unterschiedlichen Funktionen des Vestibulariskerngebiets nicht streng mit
den einzelnen Kerngebieten korrelieren (Buttner-Ennever, 1992), erlauben die
Kerngrenzen bei der Suche nach den sekundaren vestibulo-okularen Neuronen
des Vestibulariskernkomplexes nur eine erste Orientierung. Anhand ausfuhrli-
cher bestehender Ubersichtssarbeiten 14sst sich vereinfacht jedoch feststellen,
dass die Urspruinge der okulomotorischen Projektionen vornehmlich in den rost-
raleren Regionen des Vestibulariskern-Komplexes liegen missen (Buttner-Enne-
ver und Gerrits, 2004; Graf et al., 2002; Highstein und Holstein, 2006; Holstein,
2012; Horn, 2020).

Innerhalb dieser Zone konnte gezeigt werden, dass signifikante Unterschiede in
der Konnektivitat einer zentralen Zellsaule und der sie umhullenden kleineren
Neurone in den peripheren Kernanteilen bestehen (Epema et al., 1988). So be-
kommt zum Beispiel die zentrale Saule grolierer Neurone des SV- und MV-Ge-
biets eine Vielzahl intrinsischer Eingange aus der benachbarten Peripherie, wel-
che sie aber nicht erwidert (Holstein, 2012; Epema et al., 1988). Diese Zone ist
aulRerdem nur minimal an der Ausbildung kommissuraler Verbindungen beteiligt
(Gacek, 1978; Epema et al., 1988; Buttner-Ennever, 1992). Aus den zentralen
Regionen des SV, MV, ventralen LV und rostralen DV entspringen stattdessen
die langen auf- und absteigenden Bahnen des Vestibulariskernkomplexes (Butt-
ner-Ennever, 1992). Fir die sekundaren vestibulo-okuldren Verbindungen
scheint in diesen Bereichen vornehmlich die rostrale, zentrale Kernsaule des SV

und MV von Interesse zu sein (Buttner-Ennever, 2000).

Uber die Beteiligung des ventralen Anteils des Lateralen Vestibulariskerns (vLV)
am Ursprungsgebiet der sekundaren vestibulo-okularen Projektionen herrschen
unterschiedliche Meinungen, was oftmals dazu fuhrt, dass das Grenzgebiet zwi-
schen MV und LV —also die MVm und die vLV-Region — methodisch zusammen-
gefasst wird. Das LV-Gebiet scheint in mehrfacher Hinsicht aus dem allgemeinen
Muster der VN-Konnektivitat auszureilRen. Der LV erhalt vergleichsweise wenige
Bogengangafferenzen; stattdessen lassen sich viele Sacculusafferenzen nach-
weisen (Buttner-Ennever und Gerrits, 2004; Newlands and Perachio, 2003). Des
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Weiteren unterhalt der LV reziproke Verbindungen zum Kleinhirn und ist der Ur-
sprungsort des lateralen vestibulospinalen Traktes (Buttner-Ennever und Gerrits,
2004). Der LV fallt zusatzlich durch die Besonderheit auf, dass er keine kommis-

suralen Verbindungen unterhalt (Holstein, 2012; Buttner-Ennever, 1992).

In den caudalen Bereichen des VN-Komplexes, dem Deszendierenden Vestibu-
lariskern (DV) und dem caudalen Medialen Vestibulariskern (MVc) scheinen vor-
nehmlich die an deszendierenden Projektionen zum Ruckenmark und an auto-
nomen Funktionen beteiligten Neurone lokalisiert zu sein (Goldstein et al., 2002;
Balaban und Yates, 2004). Im rostralen DV-Gebiet konnten allerdings auch Neu-
rone nachgewiesen werden, deren Axone — zusatzlich zu einem absteigenden
Ast zu den Halsmuskeln — Uber einen aufsteigenden Ast zu den Motoneuronen
der extraokularen Muskeln verfigen. Diese so genannten vestibulo-okulo-kolli-
schen (VOC) Neurone sind neben dem rostralen DV auch im Gebiet des MVm
und ventralen LV enthalten (Holstein, 2012; Peterson und Boyle, 2004).

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Vor dem Hintergrund, dass bei den Augenbewegungsstorungen bei PSP der
VOR vergleichsweise lange erhalten bleibt, soll in der vorliegenden Arbeit unter-
sucht werden, inwieweit die Pathologie mit den klinischen Beobachtungen korre-
liert. Gezielt sollen dazu die sekundaren vestibulo-okuldren Neurone von PSP-
Fallen mit unterschiedlich ausgepragten Augenbewegungsstérungen auf Tau-
pathologie untersucht werden. Hierzu missen zunachst die sekundaren ves-

tibulo-okularen Neurone im menschlichen Hirnstamm identifiziert werden.

Mit Hilfe von Doppelimmunfarbungen an Hirnstammschnitten von Rhesusaffen,
die einen Tract-Tracer in den Nucleus oculomotorius erhalten hatten, soll zu-
nachst Uberpruft werden, inwieweit ein Antikdrper gegen nicht-phosphoryliertes
Neurofilament (NP-NF) als Marker fur die sekundaren VOR-Neurone dienen
kann. In einem zweiten Schritt sollen durch vergleichende Untersuchungen an
Gehirnschnitten von Rhesusaffen und Menschen, gestutzt auf die Zellmorpholo-
gie und Histochemie, die sekundaren VOR-Neurone im menschlichen Gewebe

identifiziert werden. Daraufhin sollen in post-mortem Gewebe von PSP-Fallen
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unterschiedlicher klinischer Stadien gezielt die sekundaren vestibulo-okularen
Neurone durch die Verwendung einer immunhistochemischen Farbung gegen
hyperphosphoryliertes Tau-Protein (AT-8) auf Anzeichen neuronaler Degenera-

tion untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewebe

2.1.1 Hirngewebe von Rhesusaffen mit Tracer-Injektionen

Far die vorliegende Arbeit wurden bereits gefarbte Transversalhirnstammschnitte
von drei Rhesusaffen (Macaca mulatta), die zuvor eine Tracerinjektion in den
Nucleus oculomotorius (NIII), Fall A20 und Fall RRY10 oder Nucleus abducens,
Fall Z-8, erhalten hatten (vgl. Abb. 7 und 8), auf die Lokalisation und Morphologie
der sekundaren vestibulo-okularen Neurone reanalysiert. Die Tiere waren alle mit
einer Uberdosis Pentobarbital (Nembutal: 80mg/kg Kdérpergewicht) eingeschla-
fert worden und nach Vorspulung mit warmer 0,9% Kochsalz-Ldsung transcardial
mit zwei bis drei Litern 4% Paraformaldehyd oder einer Mischung aus 2% Paraf-
ormaldehyd und 1% Glutaraldehyd in 0,1M Phosphat-Puffer perfundiert worden
(vgl. Horn, Dissertation LMU, 1990; Lienbacher et al., 2011; Wasicky et al., 2004).

Als Tracersubstanz war bei Fall A20 Weizenkeimagglutinin, gekoppelt an Meer-
rettichperoxidase (WGA-HRP) verwendet worden, das spezifisch an endstandige
N-Acetylglucosaminreste bindet und Uber Endozytose von neuronalen Termina-
len aufgenommen wird. Auf diese Weise aufgenommenes WGA-HRP kann Uber
das Axon retrograd in Richtung des neuronalen Zellkorpers transportiert und dort
durch Nachweis der Peroxidase sichtbar gemacht werden und somit die Somata
markieren (Horn und Buttner-Ennever, 1998). Zum Nachweis des Tracers war
eine Peroxidase-Reaktion mit Tetramethylbenzidin als Chromogen in Gegenwart
von Wasserstoffperoxid durchgefiihrt worden, was zu einem blau-schwarzen Nie-
derschlag in den markierten Neuronen fuhrte (Abb. 7). Im Fall Z-8 war als Tra-
cersubstanz die ungiftige Untereinheit B des Choleratoxins (CT) verwendet wor-
den, das an GM1 Ganglioside auf neuronalen Oberflachen bindet, von synapti-
schen Endigungen in das Neuron aufgenommen und wiederum Uber retrograden
axonalen Transport zum zugehdrigen Zellkoérper transportiert wird. Dort war der
Tracer mit Hilfe einer immunhistochemischen Farbung mit Antikérpern gegen die
Untereinheit B von CT mit Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht worden, was
zu einem braunlichen Niederschlag in den markierten Neuronen fuhrte (Abb. 8),

-22 -



(Wasicky et al., 2004). Beim Fall RRY 10 war im Rahmen eines friheren Projektes
als Tracer unkonjugiertes Weizenkeimagglutinin (WGA) in den Nucleus oculomo-
torius injiziert worden. Die 40pum dicken Transversalschnitte aus dem Bereich der
Vestibulariskerne waren dann mit Doppelimmunfluoreszenz zum Nachweis des
Tracers auf die Anwesenheit von nicht-phosphorylierten Neurofilamenten gefarbt
worden (Ahlfeld et al., 2011).

2.1.2 Hirngewebe von humanen Kontrollen und PSP-Fillen

FUr die Untersuchung des Degenerationsgrads menschlicher sekundarer ves-
tibulo-okularer Neurone wurden insgesamt acht Hirnstammblocke mit histopatho-
logisch gesicherter typischer PSP (,Fall | — VIII“, Alter: 62-81 Jahre) sowie zwei
altersentsprechende Kontrollen (,Kontrolle 1 und 2%, Alter: 62 und 71 Jahre) ohne
Hinweis auf PSP-typische Veranderungen verwendet. Die Gewebe wurden durch
die Neurobiobank Uber das Referenzzentrum fir neurodegenerative Erkrankun-
gen der Ludwig-Maximilians-Universitat zur Verfugung gestellt und unter Beach-
tung der ethischen Kriterien, die in der Deklaration von Helsinki 1964 zur medizi-
nischen Forschung am Menschen festgelegt wurden, gewonnen. Ein positives

Votum der Ethikkommission der LMU liegt vor.

Die histopathologische Untersuchung der fur diese Arbeit verwendeten Human-

gewebe ergab im Detail die folgenden Befunde:
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Fall

Kontrolle 1
71, m

Kontrolle 2
62, m

Fall |
81, f

Fall Il
80, m

Fall 11l
75, f

Fall IV
69, m

Fall vV
64, m

Fall VI
77, m

Fall VII
66, m

Fall VIII
70, m

Histopathologische Diagnosen

1.
2.
1.

2.
3.

A WODN - N

N

geringe, altersentsprechende
Taupathologie im Hippocampus
geringgradige Silberkornerkrankung

Arteriolosklerose in Neocortex und Riickenmark

kleine, altere Blutungen der Adenohypophyse

Alzheimer-assoz. Veranderungen im Frihstadium:

CERAD 0, Braak & Braak I, Phase 0 nach Thal, NIH Score AOB1CO

. PSP
. alte Infarkte (parieto-occipital und Kleinhirn)
. AD-assoz. Veranderungen: CERAD A, Braak & Braak

. PSP

. CERAD 0, Braak & Braak Il

. Silberkornkrankheit, Stadium IlI
. kleiner cortikaler Infarkt

. PSP
. Leukencephalopathie bei Mikroangiopathie
. CERAD A, Braak & Braak Il

PSP

. PSP
. Silberkornkrankheit, Stadium Il

. PSP
. Silberkornkrankheit

. PSP

. PSP

. CERAD 0, Braak & Braak Ill, Thal 2

. beginnende Silberkornerkrankung

. Arteriosklerose

. Kontusionsherd fronto-temporo-basal links

Tab. 2: Uberblick tiber die Pathologien und Co-Pathologien der eingeschlossenen PSP-

Falle und Kontrollen
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In finf von acht als PSP-Fallen ausgesuchten Patientengeweben (Fall I, Fall 11,
Fall 1ll, Fall VII, Fall VIIl) und in Kontrolle 2 lassen sich neuropathologische, Alz-
heimer-assoziierte Veranderungen eines meist noch prasymptomatischen Stadi-
ums entsprechend CERAD 0 bis A beziehungsweise Stadium Braak und Braak
bis Stadium | — lll nachweisen (Bouras et al., 1994; Braak et al., 2006). Zusatzlich
finden sich in den Fallen VI und VIII sowie der Kontrolle 1 neuropathologische

Hinweise auf eine Silberkornkrankheit.

Die PSP-Falle wurden entsprechend der dokumentierten klinischen Symptome
in unterschiedliche Schweregrade unterteilt. Einen Uberblick Uber die im Hinblick
auf die Augenmotilitdtsstorungen relevanten, dokumentierten klinischen Symp-
tome und die grobe Stadieneinteilung der einzelnen PSP-Falle geben die Tabel-
len 3 und 4.

Fall, Non-oculomoto- Vertikale Horizontale VOR
Alter, rische PSP-assoz. Blickparese Blickparese
Geschlecht Symptome

| + - - ja
81a, f

] + (+) - k. A.
80a, m

]} ++ +(+) - k. A.
75a, f

v + ++ (+) k. A.
69a, m

Vv ++ +++ ++ ja
64a, m

Vi + +++ ++ ja
77a, m

Vi + +++ +++ k. A.
66a, m

VI +++ +++ +++ nein
70a, m

Tab. 3: Uberblick Giber den Schweregrad der PSP-assoziierten Symptome aller
eingeschlossenen Falle
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Stadium | Stadium Il Stadium Il Stadium IV

keine/geringe  vertikale vertikale und komplette
Augenmotorik-  Blickparese horizontale Blickparese und
storung Blickparese VOR-Ausfall
Fall |
Fall II
Fall Il
Fall IV
Fall V
Fall VI
Fall VII
Fall VIII

Tab. 4: Stadienzuteilung der PSP-Falle gemal’ des dokumentierten
Schweregrads der Augenmotilitatsstorungen

Die von der Neurobiobank der LMU Munchen stammenden immersionsfixierten
(10% Formalin), in Paraffin eingebetteten Gewebeblocke wurden mit einem Pa-
raffinschneidegerat in 5, 7 und 10 ym dicke Transversalschnitte geschnitten. An-
schlieRend wurden Schnitte aus dem Vestibulariskerngebiet jeweils auf nicht-
phosphorylierte Neurofilamente (NP-NF, 5-7 um), hyperphosphoryliertes Tau-
Protein (AT-8, 5-7 um) oder mit Luxol-Fast-Blue (LFB, 10 um) angefarbt.

2.2 Farbungen

2.2.1 Ubersichtsfiarbung Luxol-Fast-Blue

Um die Zytoarchitektur des Vestibulariskernkomplexes studieren zu konnen,
wurde bei allen Humanféllen, etwa alle 250-400 um eine Ubersichtsfarbung mit
Luxol-Fast-Blue (LFB) durchgefuhrt. Der in Alkohol 16sliche Kupferphthalocyanin-
Farbstoff der LFB-Farbung bindet an Basen der Lipoproteine der Myelinscheiden
des ZNS und wird daher zur Darstellung von Faserverlaufen gebraucht. Myelin-
fasern farben sich hierbei blau, wovon sich das rosa gefarbte Neuropil sowie die

lila gefarbten Neurone gut abheben.
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Etwa zwolf Hirnstammschnitte je Fall wurden hierfir zunachst in Xylol (2x je
15 min) entparaffiniert und fur je 10 min in 100% und 96% Alkohol eingestellt.
Daraufhin erfolgte Uber zwei Stunden eine erste Farbung mit Luxolblau (0,19
Luxol-Fast-Blue + 100ml 95% Alkohol + 0,5ml 10% Essigsaure) bei 60°C. An-
schlie®Rend wurden die Schnitte in 95% Alkohol und destilliertem Wasser gespult
und 10 sek mit 0,05% Lithiumcarbonatlésung behandelt, um einer Uberfarbung
entgegenzuwirken. Nach einer Differenzierung in 70% (30 sek) Alkohol und einer
Spulung mit Aqua dest. wurden die Schnitte solange erneut mit 0,05% Lithi-
umcarbonatlésung und 70% Alkohol behandelt, bis sich keine blauen Schlieren
mehr zeigten. Daraufhin wurde eine Kernfarbung mit Karbolfuchsin durchgefiihrt
(1g basisches Fuchsin + 10ml 100% Alkohol + 100ml 5% Karbol-Wasser/Phenol,
3min). Nach zweimaligem Fixieren (10ml Essigsaure + 10ml konzentriertes For-
malin + 1000ml Aqua dest.), Spulen in Aqua dest. und zweimaligem Bad in 100%
Alkohol wurden die Schnitte getrocknet und nach zweimaligem Baden in Xylol (je
15 min), mit Einschlussmedium (DePeX) eingedeckt (vollstandiges Protokoll

siehe Anhang).

2.2.2 Immunhistochemie

In dieser Arbeit wurden immunhistochemische Farbetechniken verwendet, um
die sekundaren vestibulo-okularen Neurone des Menschen zu lokalisieren, zu
identifizieren und im Hinblick auf Neurodegeneration zu untersuchen. Immunhis-
tochemische Farbungen beruhen auf dem Prinzip der Antigen-Antikérper-Bin-
dung. In dieser Arbeit wurden indirekte Nachweismethoden eingesetzt, deren

grofRer Vorteil in einer Signalverstarkung liegt.

Bei den indirekten Methoden unterscheidet man eine Zwei- und eine Drei-Schritt-
Methode: Bei der Zwei-Schritt-Methode bindet ein zweiter Antikérper (=Sekun-
darantikérper) an den Primarantikdrper. Der Sekundar-AK ist direkt entweder mit
einem Enzym, das ein zugegebenes Substrat umsetzen und dadurch sichtbar
machen kann oder, wie bei den reanalysierten Hirnschnitten von Rhesusaffen in
dieser Arbeit (Ahlfeld et al., 2011), zum Beispiel mit einem fluoreszierenden Farb-
stoff gekoppelt. Bei der ebenfalls in dieser Arbeit eingesetzten Drei-Schritt-Me-

thode ist der Sekundar-Antikorper mit Biotin gekoppelt, das in einem dritten
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Schritt mit hoher Affinitat an einen eingebrachten Komplex aus Avidin-Peroxidase
(Extravidin) bindet. Bei der nun folgenden Zugabe des Chomogens Diaminoben-
zidin (DAB) und dem Substrat Wasserstoffperoxid bewirkt die Peroxidase eine

Oxidation des DAB, welches daraufhin als brauner Niederschlag sichtbar wird.

2.2.3 Immunperoxidase-Farbung zum Nachweis von

nicht-phosphoryliertem Neurofilament (NP-NF)

Entsprechend friherer Anfarbungen auf NP-NF in den hier reanalysierten Affen-
fallen und in Paraffin eingebetteten Humangeweben (Che Ngwa et al., 2014)
wurde die Immunperoxidase-Farbung an den Paraffinschnitten der Humanfalle
durchgefuhrt. Laut Herstellerangaben (Sternberger) richtet sich der verwendete
monoklonale Maus-Antikorper (Sternberger Monoclonas Inc., Cat.Nr. SMI 32) ge-
gen ein nicht-phosphoryliertes Epitop des Neurofilaments H und macht dadurch
Perikaryen, Dendriten und dicke Axone sichtbar, wahrend andere Gewebe und

Zelltypen nicht mit dem Antikdrper reagieren.

FUr die immunhistochemische Farbung mit SMI 32 wurden die Schnitte zunachst
entparaffiniert und rehydratisiert. Hierzu durchliefen die Schnitte nach einem
zweimaligen Bad in Xylol (2x 15 min) eine absteigende Alkoholreihe (100%, 96%,
90%, 70%) bis zum destillierten Wasser. Zur Demaskierung der Antigene des in
Formalin fixierten Materials wurden die Schnitte vor der eigentlichen immunhis-
tochemischen Farbung mit einem 0,01M Natrium Citrat Puffer (pH 6,0) drei Mal
fir je drei Minuten bei 720 Watt in der Mikrowelle behandelt. Nachdem die
Schnitte im Citratpuffer abgekuhlt waren, wurden sie mit 0,1M TBS gesplilt und
in einer Lésung von 1% H202 in 0,1M TBS inkubiert, um die endogene Peroxi-
dase-Aktivitat zu blockieren. Nach dreimaligem Waschen (je 10 min) in 0,1M TBS
(pH 7,4) wurden die Schnitte eine Stunde mit 5% normalem Pferdeserum in 0,3%
Triton-X in 0,1M TBS (pH 7,4) prainkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte 48
Stunden mit dem ersten Antikdrper, Maus anti-SMI-32 (1:5000, verdunnt in 5%
Pferdeserum in 0,3% Triton-X in 0,1M TBS, pH 7,4), bei 4°C inkubiert. Einem
grundlichen Waschvorgang in 0,1M TBS (3x je 10 min, pH 7,4) folgte die einstun-
dige Inkubation (Raumtemperatur) mit dem biotinylierten Zweitantikorper, Pferd
anti-Maus IgG (1:200, verdunnt in 2% Rinderserumalbumin in 0,1M TBS). Nach

-28 -



dreimaligem Waschen (je 10 min) in 0,1M TBS (pH 7,4) wurden die Schnitte eine
Stunde bei Raumtemperatur in Extravidin-Peroxidase (1:1000, verdinnt in 2%
Rinderserumalbumin in 0,1M TBS) inkubiert. Einem erneuten Spulvorgang fol-
gend (3xje 10 minin 0,1M TBS, pH 7,4), wurden die Extravidin-Peroxidase-Kom-
plexe durch eine Reaktion (10 min) mit 0,025% Diaminobenzidin und 0,015%
H202in 0,05M TBS (pH 8) sichtbar gemacht. Nach Ablauf der DAB-Reaktion wur-
den die Schnitte grundlich mit TBS sowie mit destilliertem Wasser gereinigt (0,1M
TBS (3x je 10 min), Aqua dest. 5 min) und Uber Nacht zum Trocknen ausgelegt.
Nach einer Entwasserung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 96 %,
100%) und zweimaligem Xylolbad (1x 5 min, 1x 15 min) wurden die Schnitte mit

DePeX eingedeckt (vollstandiges Protokoll siehe Anhang).

2.2.4 Farbung (AT-8) zum Nachweis von hyperphosphoryliertem Tau-

Protein

Um eine Aussage zum Anteil der pathologisch veranderten sekundaren ves-
tibulo-okularen Neurone bei den PSP-Fallen treffen zu konnen, wurden jeweils
Nachbarschnitte der bereits auf NP-NF gefarbten Schnitte auf hyperphosphory-
liertes Tau-Protein angefarbt. Flir diesen Nachweis hat sich der AT-8-Antikorper
sehr bewahrt, da er auch noch in lang fixiertem Material anfarbt (Braak et al.,
2006).

Um falsch positive Ergebnisse bei der AT-8-Farbung auszuschlie®en wurden
zwei weitere menschliche Gewebeproben ohne neuronale Pathologien mit Hilfe
desselben Protokolls behandelt.

Fir die immunhistochemische Farbung mit dem monoklonalen Maus anti-AT-8-
Kit (mouse anti-Human PHF-Tau Monoclonal Antibody AT8; Thermo Scientific —
MN1020) wurden die Schnitte zunachst entparaffiniert, rehydratisiert und in der
Mikrowelle in Natrium Citrat Puffer zur Demaskierung der Antigene des in For-
malin fixierten Materials vorbehandelt (Details siehe Beschreibung der Immun-
peroxidase-Farbung). Anschlielend wurden die Schnitte mit 0,1M PBS gewa-
schen und die endogene Peroxidase mit 1% H20:2 in 0,1M PBS blockiert. Nach
Spulung mit Leitungswasser (5 min), und Aqua dest., folgten 5 min in 0,1M PBS

(pH 7,3) sowie 5 min in einer Blocking-Losung (1% Rinderserumalbumin (BSA)
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verdinnt in 0,1M PBS, pH 7,3). Die auf diese Weise vorbereiteten Schnitte wur-
den anschlieRend 24 Stunden bei 4°C mit dem Primarantikorper, Maus anti-AT-
8 (1:500, verdunnt in 1% FBS in 0,1M PBS, pH 7,3) inkubiert. Nach zweimaliger
Spulung mit 0,1M PBS (pH 7,3) wurde das 1:2 mit PBS (pH 7,3) verdunnte DCS-
Polymer-Enhancer-Reagenz aufgetropft. Nach 20-mindtiger Einwirkzeit und
zweimaligem Spdilen in 0,1M PBS (pH 7,3) wurde ein 1:2 mit PBS (pH 7,3) ver-
dunntes, mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierte Polymer-Reagenz fur 30
min aufgetragen. Nach erneuter Spulung in 0,1 PBS (pH 7,3) wurde die Diami-
nobenzidin (DAB)-Reaktion gestartet. Nach Abbruch der DAB-Reaktion wurden
die Schnitte abschlieRend mit 0,1M PBS (pH 7,3) und destilliertem Wasser je 5
min gewaschen. Nach der Trocknung und einem kurzen Waschvorgang in Aqua
dest. wurden die Schnitte mit Hamalaun-L6sung 5-10 min gegengefarbt und an-
schliefend 10 min unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Nach kurzem Spu-
len mit Aqua dest., der Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
90%, 96%, 100% je 5 min) sowie einem zweimaligen Bad in Xylol (2x15 min)

wurden die Schnitte mit DePeX eingedeckt.

2.3 Auswertung

Zur Auswertung wurde das Gewebe mit Hilfe eines Leica Forschungsmikroskops
DMRB (Leica, Bensheim, Deutschland) in Hellfeld- oder in Fluoreszenzbeleuch-
tung analysiert. Die Analyse der doppelt gefarbten Fluoreszenzschnitte erfolgte
jeweils mit einem Filter fur das Emissionsspektrum der grinen Fluoreszenz Alexa
488 (DMRB: 13; Anregungsfilter, BP 450-490 nm; dichromatischer Spiegel, 510
nm; Suppressionsfilter, LP 515 nm) und der roten Fluoreszenz Cy3 (DMRB: N2.1;
Anregungsfilter, BP 515-560 nm; dichromatischer Spiegel, 580 nm; Suppressi-
onsfilter, LP 590 nm). Die Dokumentation erfolgte mit einer auf das Mikroskop
angebrachten Digitalkamera (Pixera Pro 600 ES; Klughammer, Markt Indersdorf,
Deutschland). Die Bilder wurden mit dem Computerprogramm Pixera Viewfinder
(Klughammer) aufgenommen. Die Nachbearbeitung der Bilder erfolgte mit dem
Programm Photoshop 7.0 (Adobe), bis das Bild dem Eindruck durch das Mikro-
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skop entsprach. Arrangiert und markiert wurden die Bilder im Programm Power-
point (Microsoft). Einzelbilder wurden mit dem Programm KL PV Stitch (Klugham-

mer) zusammengefugt.

Um den Anteil der neuronalen Degeneration innerhalb der Gruppe der sekunda-
ren vestibulo-okularen Neurone der PSP-Falle zu untersuchen, wurden jeweils
immunhistochemisch auf NP-NF und AT-8 gefarbte Nachbarschnitte mit einem
Slidescanner (MIRAX SCAN, Carl Zeiss, Microlmaging GmbH, Deutschland) di-
gitalisiert. Dann wurde jeweils ein auf NP-NF gefarbter Schnitt mit seinem auf
hyperphosphoryliertes Tau-Protein angefarbten Nachbarschnitt gleichzeitig am
PC aufgerufen und in gleicher Ausrichtung und Vergrél3erung aneinandergekop-
pelt ausgewertet (Abb. 5). Durch diese Darstellungsweise konnte in den korres-
pondierenden Arealen beider Schnitte dasselbe Neuron identifiziert auf die Ex-
pression von nicht-phosphoryliertem Neurofilament (NP-NF/SMI32) und hyper-
phosphoryliertem Tau-Protein (AT-8) analysiert werden. Unter Zuhilfenahme von
Landmarken, wie zum Beispiel Blutgefallen, war es somit einfach mdglich das-
selbe Neuron in den Nachbarschnitten zu identifizieren. Auf diese Weise liel3 sich
beurteilen, ob das an Hand der SMI 32-Farbung sowie topographischer und zell-
morphologischer Kriterien identifizierte sekundare vestibulo-okulare Neuron zu-

satzlich neurodegenerative Veranderungen aufwies.

Die quantitative Auswertung erfolgte durch Ausplotten der SMI 32-positiven und
AT-8-positiven Neurone. Aus dem Verhaltnis SMI 32-positiver Neurone zu so-
wohl SMI 32- als auch AT-8-positiver Neurone ergab sich eine Aussage Uber das
Ausmal der Neurodegeneration in unterschiedlichen Schweregraden der PSP-
Erkrankung. Die Dokumentation erfolgte dabei durch die Mirax-Software, durch
die die Anzahl der jeweils geplotteten Neurone kontinuierlich erfasst und gespei-
chert wurde. Bei allen auf diese Weise ermittelten Werten handelt es sich ver-
mutlich um Mindestwerte, da beispielsweise aufgrund des Lipofuszingehalts
schwer beurteilbare Neurone, nur randstandig getroffene Neurone bzw. nur in
einem der beiden Schnitte eindeutig erkennbare Neurone nicht gezahlt wurden.
Die Daten wurden anschlieRen mit Hilfe von Excel-Tabellen festgehalten, geord-
net und in eine graphische Darstellung gebracht.
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Abbildung 5 zeigt Bildschirmfotos von digitalisierten Transversalschnitten auf

Hohe der Vestibulariskerne im Programm Panoramic Viewer (3DHistech).
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Abb. 5: PC-Arbeitsfenster; auf nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF)
und hyperphosphoryliertes Tau-protein (AT-8) angefarbte Nachbarschnitte (7
pm) wurden digitalisiert und mit dem Panoramic Viewer unter Zuhilfenahme
geeigneter Landmarken (z.B. BlutgefalBe *) miteinander verknupft (A, B).
Anschlielend konnten die putativen sekundaren vestibulo-okularen Neurone
(NP-NF-pos) auf ihre AT-8-Expression untersucht (C), markiert (C) und
gespeichert (D) werden.
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3 Ergebnisse

Zunachst wurden in dieser Arbeit die Zytoarchitektur der Vestibulariskerne beim
Rhesusaffen einschliellich der genauen Lokalisation und Morphologie der se-
kundaren vestibulo-okularen Neurone anhand von reanalysierten Tracerfallen
studiert.

3.1 ldentifizierung der sekundaren vestibulo-okularen

Neurone im Affengewebe

Im Folgenden sollen genaue Lokalisation und histologische Charakterisierung
der sekundaren vestibulo-okuldaren Neurone beschrieben werden, die fur die Au-

genbewegungen des vestibulo-okularen Reflexes (VOR) verantwortlich sind.

3.1.1 Topographie und Histologie der Vestibulariskerne beim Affen

Beim Affen lasst sich anhand der Zytoarchitektur die Einteilung der Vestibularis-
kerne an Schnittserien in Kresylviolett-Farbung (nach Nissl, Abb.6) nachvollzie-
hen.

Auf caudalen Schnittebenen, knapp oberhalb des rostralen Endes der Hin-
terstrangkerne, sind die beiden untersten Vestibulariskerne bereits gut sichtbar
(Abb. 6 A). Dem unteren Kleinhirnstiel (ICP) direkt anliegend sieht man den Des-
zendierenden Vestibulariskern (DV), der durch longitudinal durch ihn hindurch-
ziehende Fasern retikular erscheint (Abb. 6 A).

Dem DV schlie3t sich medial der Mediale Vestibulariskern (MV) an. Dieser grofte
Kern der Vestibulariskerngruppe dehnt sich bis zum vierten Ventrikel aus, unter
dessen lateralen Boden er in seiner gesamten rostro-caudalen Ausdehnung zu
finden ist (Abb. 6 A-D). In den caudalen Schnitten sieht man medial des MV,
ebenfalls unter dem Boden des vierten Ventrikels gelegen, den Nucleus praposi-
tus hypoglossi (PrH) (Abb. 6 A, B). Der MV zeigt die hochste Neuronenzahl und

die groten Formunterschiede innerhalb seiner Neuronenpopulation und lasst
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sich nach funktionellen und morphologischen Gesichtspunkten in vier Zonen un-
tergliedern (Abb. 6 A-D): die Marginalzone (MZ), die bereits caudal sichtbare,
homogen wirkende caudale Zone (MVc) mit kleinen bis mittelgrof3en Zellen (Abb.
6 A), der sich weiter rostral eine parvozellulare Zone (MVp) anschlief3t (Abb. 6 B-
D), die sich wiederum von einem ventro-lateral liegenden, magnozellularen Anteil
des Medialen Vestibulariskerns (MVm) unterscheiden lasst (Abb. 6 B-D). Dieser
magnozellulare Anteil grenzt seinerseits medial an den Lateralen Vestibularis-
kern (LV) an. Nur in den caudalen Schnittebenen findet sich die zwischen dem
unteren Kleinhirnstiel und dem Nucleus dentatus des Kleinhirns gelegene zwei-
geteilte y-Gruppe (Abb. 6 A, B). Etwas rostraler tritt ventro-medial der Y-Gruppe,
lateral flankiert vom unteren Kleinhirnstiel, der LV in Erscheinung (Abb. 6 B). Auf
mittleren Schnitthohen (Abb. 6 B, C) liegt der LV lateral des MV und dorsal des
DV. Kennzeichnend fiir den LV ist das Vorkommen besonders groRer Neurone
mit haufig exzentrisch gelegenen Kernen, den sogenannten Deiters-Zellen, die
in eine Vielzahl kleiner bis mittelgrofl3er Zellen eingebettet sind (Abb. 6 C, graue

Pfeile: Deiters-Neurone).

Der Superiore Vestibulariskern (SV), grenzt dorsal dem LV an und wird ab den
mittleren Schnitthéhen sichtbar (Abb. 6 B-D). In seinem caudalen Bereich liegt
der SV lateral zum MVp (Abb. 6 C), weiter rostral liegt er direkt in der laterodor-
salen Wand des vierten Ventrikels (Abb. 6 D). Der SV wird lateral vom unteren
Kleinhirnstiel (ICP) flankiert und dorsal vom oberen Kleinhirnstiel (SCP) begrenzt
(Abb. 6 C, D). Die Zellen des SV sind mittelgrof3 und rund bis oval wobei sich
eine GroRenzunahme der Neurone in caudo-rostraler Richtung beobachten lasst.
Zusatzlich lasst sich oft eine von kleinzelligen Neuronen umgebene zentrale
Zellsaule grolerer Neurone abgrenzen, die sich nach medial-caudal in die grof3-
zellige, an den LV angrenzende Zone des MV fortsetzt. Diese zentrale rostrocau-
dale Saule mittelgroRRer bis groRer Neurone des SV und MVm bildet den haupt-
sachlichen Ausgangsort der Efferenzen des Vestibulariskernkomplexes (Buttner-
Ennever, 1992).
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Abb. 6: Transversalschnitte von caudal nach rostral (A-D) durch den Hirnstamm
eines Makaken zur Darstellung der Zytoarchitektur des vestibularen Kerngebietes.
Deutlich zeigen sich die grolen Deiters-Neurone des LV (graue Pfeile).
Kresylviolett-Farbung. Der Mal3stab in D gilt fur alle Teilabbildungen.

DEN — Nucl. dentatus, EMB — Nucl. emboliformis, FAST — Nucl. fastigii, GLO —
Nucl. globosus, ICP — unterer Kleinhirnstiel, LV — Lateraler Vestibulariskern, MLF
— Fasciculus longitudinalis medialis, MV — Medialer Vestibulariskern, MVc —
caudaler Teil des MV, MVm — magnozellularer Teil des MV, MVp — parvozellularer
Teil des MV, MZ — Marginalzone des MV, nVIlI — Nervus facialis, nVIIl — Nervus
vestibulocochlearis, NVI — Nucl. abducens, PrH — Nucl. praepositus hypoglossi,
SCP - oberer Kleinhirnstiel, SV — Superiorer Vestibulariskern, IV — Vierter
Ventrikel, Y — Y-Gruppe
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3.1.2 Identifizierung der sekundaren vestibulo-okularen Neurone beim

Affen: retrograde Markierung im Vestibulariskomplex

Zur |dentifizierung der sekundaren vestibulo-okularen Neurone im vestibularen
Kernkomplex wurden Schnitte von Fallen analysiert, die einen retrograden Tracer
in den Nucleus oculomotorius (NIlI), (Fall A20, Abb. 7) oder Nucleus abducens
(NVI), (Fall Z-8, Abb. 8) erhalten hatten.

WGA-HRP
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Abb. 7, A: Schema der Tracer-Injektion in den Makaken-Hirnstamm mit
Schnittebenen der Abbildungen B und C, Fall A20.

B: Transversalschnitt durch das Mesencephalon eines Rhesusaffen mit
Tracer-Injektion von WGA-HRP in den Nucleus oculomotorius (NIII).

C: Transversalschnitt durch das Vestibulariskerngebiet desselben Falls mit
Tetramethylbenzidin zum Nachweis von WGA-HRP in den retrograd
markierten Neuronen nach Tracer-Injektion in NIlll. Retrograd markierte
Neurone liegen zahlreich in SV und MVm (graue Pfeile), etwas weniger in
MVp, nicht aber im dorsalen LV.
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Die Tracer-Injektion in den Okulomotoriuskern (NIII) war relativ gro3 und um-
fasste die Kerne beider Seiten, weshalb auch beidseitige Markierungen in den

entsprechenden Vestibulariskernen auftraten (Abb. 7).

Die Tracer-positiven Neurone zeigten eine Verteilung, die den weitgehend be-
kannten Verbindungen (Buttner-Ennever, 1992; Highstein und Holstein, 2006;
McMillan et al., 2017) zwischen den Vestibulariskernen und den okulomotori-
schen Kerngebieten entsprechen (vgl. Abb. 4). Im Bereich des zentalen SV, des-
sen mittelgroRRe bis groRe Neurone zusammen mit dem groRzelligen Gebiet des
MV (MVm) die Hauptausgangszone der vestibulo-okulomotorischen Projektionen
darstellt (Buttner-Ennever, 1992), sind erwartungsgemaf die gréfite Anzahl der
zu den Augenmuskelkernen projizierenden, Tracer-positiven Neurone zu finden
(siehe graue Pfeile, Abb. 7 C). Die retrograd markierten Zellen des SV sind klein
bis mehrheitlich mittelgrol3 und vornehmlich oval bis dreieckig geformt. (Abb. 9
A, B). Etwas groRRer und unregelmafig geformt sind die retrograd markierten Zel-
len des MV, die an der Grenze zum LV besonders grof3 und multipolar erscheinen
(Abb. 9 C, D).

Auch im parvozellularen Anteil des MV (MVp) finden sich, vor allem im ventralen
Teil, Tracer-positive Zellen, mehrheitlich klein und oval, manchmal auch dreieckig
erscheinend (Abb. 9 E, F), die zu den Augenmuskelkernen projizieren (Buttner-
Ennever und Gerrits, 2004). Im Unterschied zu den grofl3en Deiters-Zellen (Abb.
7 C) im dorsalen LV finden sich im kleiner-zelligen ventralen LV zahlreiche Tra-
cer-markierte Neurone, die vermutlich den Ursprung des aszendierenden Trakts
von Deiters (ATD) zum M. rectus medialis-Gebiet im ipsilateralen Nucleus oculo-
motorius darstellen (McCrea et al., 1987a). Zusatzlich zu Tracer-positiven Neu-
ronen innerhalb der Vestibulariskerne sind auch die internuklearen Neurone im
Nucleus abducens beidseitig retrograd markiert (Abb. 7 C). Sie projizieren zu den
Motoneuronen des M. rectus medialis des kontralateralen Auges und bilden die
neuroanatomische Basis von horizontalen konjugierten Augenbewegungen

(Steiger und Buttner-Ennever, 1978).
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Abb. 8, A: Schema der Tracer-
Injektion in den Nucleus abducens
(NVI) eines Makaken mit der Schnitt-
ebene der Abb. B, Fall Z-8.
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Abb. 8, B: Transversalschnitt mit Tracer-Injektion von Choleratoxin (CT) in
den Nucleus abducens (NVI) eines Rhesusaffen mit Immunperoxidase-
Farbung mit Diaminobenzidin (DAB) zum Nachweis von CT in den
zugehorigen retrograd markierten Neuronen.

Retrograd markierte Neurone finden sich zahlreich im MVp- und MVm-
Gebiet (grauer Pfeil), vereinzelt in SV; der LV bleibt ausgespart.

Im zweiten Fall (Z-8) erfasste die Tracer-Injektionsstelle einseitig die Mitte des
Abducenskernes mit wenig Kontamination benachbarter Areale (Abb. 8 B). Es
fanden sich kontralateral zur Injektionsstelle stark retrograd markierte Neurone
vornehmlich im Bereich des magnozellularen MVm an der Grenze zum LV (Abb.
8 B, grauer Pfeil), ahnlich wie nach einer Tracer-Injektion in NIII (vgl. Abb.7). Wei-
terhin fanden sich kontralateral medio-ventral markierte Neurone, bei denen es
sich um zum Abducenskern ziehende inhibitorische Burstneurone des Nucleus
dorsalis paragigantocellularis (DPGi) handelt (nicht gezeigt; Spencer et al.,
1989).
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Abb. 9: Detailaufnahmen aus dem Vestibulariskerngebiet zweier
Rhesusaffen nach erfolgter Tracer-Injektion von Weizenkeimagglutinin
(WGA-HRP) in den Nucleus oculomotorius (A,C,E) beziehungsweise
Choleratoxin Untereinheit B (CT) in den Nucleus abducens (B,D,F). Als
Tracer-positiv erweisen sich im SV eine Population eher kleinerer,
dreieckig bis oval erscheinender Neurone (A,B). Im MVm dominieren
groldere, multiforme Tracer-positive Neurone (C,D). Tracer-positive
Neurone des MVp sind meist klein und dreieckig bis spindelférmig (E,F).
Der Mal3stab in F gilt fur alle Teilabbildungen.

In beiden Fallen (A20 und Z-8) wurden nach Tracer-Injektion in einen Augenmus-

kelkern ahnliche Populationen von Neuronen in den Vestibulariskernen MVm und
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SV retrograd markiert (Abb. 7,8,9). Diese reprasentieren grofiteils die sekunda-
ren vestibulo-okularen Neurone und sind hier Hauptgegenstand der Untersu-

chung.

3.1.3 Histologische Charakterisierung der sekundaren vestibulo-okuldren

Neurone beim Affen

Immunhistochemische Farbung auf nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-
NF) markiert ahnliche Populationen an Neuronen in den Vestibulariskernen des
Affen wie nach einer Tracer-Injektion in die Augenmuskelkerne (Abb. 10 A, B).
Um friher gemachte Beobachtungen zu Uberprifen, ob NP-NF in der Tat in den
sekundaren vestibulo-okularen Neuronen exprimiert wird, wurden Schnitte aus
dieser Studie daraufhin reanalysiert (Ahlfeld et al., 2011). In diesem Fall war
WGA in den Nucleus oculomotorius injiziert worden und die retrograd markierten
Neurone wurden mit Doppelimmunfluoreszenzfarbungen auf WGA und NP-NF
auf die Anwesenheit des Filaments Uberprift (Abb. 10 C, D).
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Abb.10: (A und B modifiziert mit Abdruckgenehmigung von McMillan et al.,
2017) Transversalschnitte in Hohe des Vestibulariskernkomplexes eines
Rhesusaffen zeigen das Verteilungsmuster retrograd markierter vestibulo-
okularer Neurone nach Tracer-Injektion in den Nucleus oculomotorius (A), mit
deutlichen Markierungen in SV und MVm sowie einigen Markierungen in MVp
und NVI. Ein Vergleichsbild (B) mit immunhistochemischer Farbung auf nicht-
phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF) zeigt in SV, MVm, MVp und NVI
ahnliche Neuronengruppen wie nach erfolgter Tracer-Injektion.

In der Doppelimmunfluoreszenzfarbung auf Weizenkeinmagglutinin (WGA) in
grun (C) und NP-NF in rot (D) zeigt sich, dass die Tracer-positiven Neurone
des MVm (weilRe Pfeile, C) NP-NF enthalten (weil3e Pfeile, D).

Hierbei zeigte sich, dass die uberwiegende Mehrheit der Tracer-positiven Neu-
rone auch nicht-phosphoryliertes Neurofilament exprimieren (Abb. 10 C, D). Die
Analyse der Tracer-markierten Neurone auf NP-NF-Expression zeigte, dass in-
nerhalb der NP-NF-positiven Zellen des MV-Gebiets eher die groReren, multifor-
men Neurone doppelt gefarbt waren (Ahlfeld et al., 2011; McMillan et al., 2017).

Damit kann NP-NF als ein histochemischer Marker fir die vestibulo-okularen
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Neurone dienen, der in Zusammenschau mit topographischen und morphologi-
schen Kriterien die Identifikation der Gruppe der sekundaren vestibulo-okularen

Neurone auch beim Menschen ermdglichen konnte.

3.2 Identifizierung der sekundaren vestibulo-okularen
Neurone im Vestibulariskerngebiet des Menschen
Durch die Ahnlichkeit der Vestibulariskernkomplexe zwischen Affen und Men-

schen lassen sich die vier Vestibulariskerne ohne grof3ere Schwierigkeiten auch

beim Menschen auffinden und voneinander abgrenzen (vgl. Abb. 11).

ruc S0P 0 A gy B
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T & MVp- IoF
24 fo
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S ek ML e
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Abb. 11: (A und B modifiziert mit Abdruckgenehmigung von McMillan et al., 2017)
Auf NP-NF angefarbte Transversalschnitte durch das Vestibularis-kerngebiet des
Rhesusffen (A) und des Menschen (B) zeigen ein ahnliches Verteilungsmuster NP-
NF- exprimierender Zellen.

ICP — unterer Kleinhirnstiel, LV — Lateraler Vestibulariskern, MV — Medialer
Vestibulariskern, MVc — caudaler Teil des MV, MVm — magnozellularer Teil des
MV, MVp — parvozellularer Teil des MV, nV — Nervus trigeminalis, nVIl — Nervus
facialis, nVIIl — Nervus vestibulocochlearis, NVI — Nucl. abducens, SCP — oberer
Kleinhirnstiel, SV — Superiorer Vestibulariskern

3.2.1 Topographie und Histologie der Vestibulariskerne beim Menschen

Um die Anteile des Vestibulariskern-Komplexes genauer identifizieren zu konnen
und mehr Sicherheit bei der spateren Interpretation der auf nicht-phosphorylier-

tes Neurofilament (NP-NF) gefarbten Schnitte zu erhalten wurde in regelmaRigen
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Abstanden eine Ubersichtsfarbung mit Luxol-Fast-Blue (LFB) angefertigt und ge-
sichtet (Abb. 12). Fur die Analyse der Schnitte wurde der Atlas von Olszewski
und Baxter und eine Ubersichtsarbeit von Biittner-Ennever und Gerrits (Bittner-

Ennever und Horn, 2014; Buttner-Ennever und Gerrits, 2004) herangezogen.

Als rostrale Grenze des auf sekundare vestibulo-okulare Neurone zu untersu-
chenden Suchfensters wurde der Bereich des motorischen Trigeminuskerns
(MoV) definiert, da sich auf dieser Hohe, ventral des superioren Kleinhirnstiels
(SCP) in der lateralen Wand des vierten Ventrikels, das rostralste Ende des Su-
perioren Vestibulariskerns (SV) befindet (Abb. 12 A). In der nach caudal folgen-
den Schnittebene ist bereits der Laterale Vestibulariskern (LV) neben dem SV
erkennbar, der seinerseits lateral vom inferioren Kleinhirnstiel (ICP) flankiert wird
(Abb. 12 B). Das LV-Gebiet wird von teilweise auffalligen dorsoventral verlaufen-
den Fasern des juxtarestiformen Koérpers durchzogen (Abb. 12 C, D). Ebenfalls
in der Schnittebene des Bildes B sind der beginnende Abducenskern (N VI) und
der noch recht horizontal verlaufende Nervus facialis (n7) erkennbar, der hier die
ventromediale Grenze des SV bildet (Abb. 12 B).

Auf Hohe des caudalen Abducenskerns Ubernimmt der Mittlere Vestibulariskern
(MV) mit seinem parvozellularen Anteil (MVp) den Platz an der ventrolateralen
Ventrikelwand lateral des Abducenskerns (Abb. 12 D). Der magnozellulare Anteil
(MVm) des MV findet sich in einem annahernd dreieckigen Gebiet medioventral
des LV im Mindungsgebiet des N. vestibulocochlearis (n8) (Abb. 12 E). Der MV,
der den grofRten der Vestibulariskerne darstellt, erstreckt sich mit seinem parvo-
und magnozellularem Anteil - lateral nach wie vor vom LVN flankiert - bis in die
Region des Nucleus prapositus hypoglossi (PrH), der medial an Stelle des Nu-
cleus abducens sichtbar wird (Abb. 12 F).

Ab dieser Schnitthéhe sind die Anfange des Deszendierenden Vestibulariskerns
(DV) zu erkennen, der im weiteren Verlauf den Platz des LV am Rand des Infer-
ioren Kleinhirnstiels (ICP) Ubernimmt und seinerseits von starken — diesmal aber
in longitudinaler Richtung verlaufenden — Faserbindeln gekennzeichnet ist (Abb.
12 G, H). Medial des aufgrund dieses Faserverlaufs ,scheckig” wirkenden DV ist
unterhalb der Einmundung des Nervus glossopharyngeus (n9) der caudale dritte
Anteil des Medialen Vestibulariskerns (MVc) zu finden (Abb. 12 G, H). Nachdem
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davon auszugehen ist, dass sich die sekundaren vestibulo-okularen Neurone
vornehmlich im Bereich des SV und MV-Gebiet befinden (siehe Einleitung),
wurde die cranio-caudale Ausdehnung des Suchfensters auf den Bereich zwi-
schen dem motorischen Trigeminuskern (Mot5) (Abb. 12 A) bis zum Ende der
magno- und parvozellularen Zone des Medialen Vestibulariskerns (Abb. 12 F)

eingegrenzt.
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Abb. 12: Transversalschnitte durch das Vestibulariskerngebiet des Menschen mit
Luxol-Fast-Blue-Farbung (LFB) zur Demonstration der Lage und Zytoarchitektur
der Einzelkerne. Das Suchfenster fir sekundare vestibulo-okulare Neurone wurde
auf das Gebiet zwischen dem motorischen Trigeminuskern (MoV) (A) bis zum
caudalen Ende des MVm und MVp eingegrenzt (F).

DV - Deszendierender Vestibulariskern, ICP — unterer Kleinhirnstiel, LV -
Lateraler Vestibulariskern, MCP — mittlerer Kleinhirnstiel, MV — Medialer
Vestibulariskern, MVc — caudaler Teil des MV, MVm — magnozellularer Teil des
MV, MVp — parvozellularer Teil des MV , nV — Nervus trigeminalis, nVIl — Nervus
facialis, nVIIl — Nervus vestibulocochlearis, NVI — Nucl. abducens, PrH — Nucl.
praepositus hypoglossi, SV — Superiorer Vestibulariskern, Y — Y-Gruppe
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3.2.2 Histologische Charakterisierung der sekundaren vestibulo-okuldren

Neurone beim Menschen

NP-NF-exprimierende Neurone fanden sich beim Menschen, genau wie beim Af-
fen, im gesamten Vestibulariskerngebiet (Abb. 11). In den auf NP-NF-gefarbten
Schnitten zeigte sich eine starke Immunoreaktivitat innerhalb der Hirnnerven-
kerne VI und VIl sowie dem interstitiellen Nucleus des VIII. Hirnnerven (18). In-
nerhalb der Vestibulariskerne zeigte sich im Vergleich zu den Hirnnervenkernen

eine insgesamt etwas schwachere Markierung.

Die starkste Markierung in den mit Abstand groften Zellen, lieRen sich dem LV
zuordnen (Abb. 13 C, E). Diese auffallend grofRen, Lipofuszin-reichen NP-NF-
positiven Neurone, die verstreut in und teilweise auch als loses Zellband am
Rand der dorsoventral verlaufenden juxtarestiformen Fasern liegen, entsprechen
den Deiters-Zellen (Abb.13 C). Diese Neurone wurden beim Affen nicht retrograd
markiert und sind somit keine vestibulo-okularen Neurone, sondern projizieren in
das Ruckenmark (Shinoda et al., 2006; Highstein und Holstein, 2006; Akaike,
1983; Holstein, 2012; Blttner-Ennever und Horn, 2014). Die neben den riesigen
LV-Neuronen im Mundungsgebiet des Achten Hirnnerven (n8) anzutreffenden,
unregelmaRig geformten NP-NF-positiven Neurone des MVm sind vornehmlich
mittelgrofl3 bis grof3, jedoch deutlich kleiner und rundlicher als die Deiters-Neu-
rone im LV (Abb. 13 D). Diese mittelgro3en Zellen des MVm findet man vor allem
auf Hohe des unteren N VI, wo sie verstreut zwischen etwas kleineren NP-NF-
negativen Neuronen liegen (Abb. 13, 15). Nach medial gehen sie in die kleinzel-
ligere Zone des MVp uber, die ebenfalls zahlreiche NP-NF-positive Zellen enthalt
(Abb. 13 B, E). Auch im caudalen Anteil (MVc) des MV finden sich kleinere NP-
NF-positive Neurone. Innerhalb des SV befindet sich die NP-NF-positive Zellpo-
pulation in zentraler Lage, vornehmlich in mittleren Schnitthhen des Kerns (Abb.
14). Gegenuber den MVm-Neuronen erscheinen diese Neurone etwas kleiner
und rundlicher geformt und entsprechen damit naherungsweise den Beobach-
tungen aus Tracer-positiven entsprechenden Regionen des Affengewebes (siehe
Abb. 9, 11, 13).
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Abb. 13: auf NP-NF gefarbte Transversalschnitte durch das Vestibulariskern-
gebiet des Menschen auf Hohe des Nucleus prapositus hypoglossi mit
Neuronen des MV und LV in der Ubersicht (E) und im Detail (B,C,D).

Im SV dominieren regelmafig geformte, rundliche, mittelgro3e Neurone (A).
Die etwas grofReren, multiformen Neurone des MVm (D) heben sich gut von
den vielen, kleineren Neuronen des MVp (B) sowie den sehr grolzen Deiters-

Neuronen des LV (C) ab.
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Abb. 14: Der auf NP-NF gefarbte Transversalschnitt durch das Vestibularis-
kerngebiet des Menschen in Hohe des motorischen Trigeminuskerns (MoV),
zeigt in der Ubersicht (B) und im Detail (C,D) die regelmaBig geformten,
rundlichen, mittelgroRen Neurone des SV-Gebiets. Bild A dient mit einem
Luxol-Fast-Blue gefarbten Schnitt der gleichen Region der besseren
Orientierung.
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Abb. 15: Der auf NP-NF gefarbte Transversalschnitt durch das Vestibularis-
kerngebiet des Menschen auf Hohe des Nucleus abducens (NVI) zeigt in der
Ubersicht (B) und im Detail (C,D) die mittelgroR bis groRen, etwas
unregelmafig geformten Neurone des MV-Gebiets. Bild A dient mit einem
Luxol-Fast-Blue gefarbten Schnitt der gleichen Region der besseren
Orientierung.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Zone der mittelgrof3en bis gro-
Ren NP-NF-exprimierenden Neurone von den mittleren Schnitthohen des SV bis

in das obere Drittel des MV im Grenzgebiet zum LV reicht und somit hinsichtlich
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der Verteilung sowie auch der Zytoarchitektur den gro3en, Tracer-markierten se-
kundaren vestibulo-okularen Neuronen im Affengewebe entspricht (vgl. Abb. 11
A, B). Deshalb werden diese Neurone in der weiteren Arbeit als putative sekun-
dare vestibulo-okulare Neurone im Menschen angenommen (McMillan et al.,
2017). Aufgrund ihrer Grolie, Morphologie und Lage kdnnen sie leicht von den
Deiters-Zellen im LV abgegrenzt werden, die keine vestibulo-okularen Neuronen

sind.

3.3 Klinische Ubertragung: Anteil degenerierter sekundérer
vestibulo-okularer Neurone im Vestibulariskerngebiet in
unterschiedlichen Erkrankungsstadien der Progressiven

supranuklearen Parese (PSP)

Um im Rahmen eines Pilotprojekts zu klaren, inwieweit sekundare vestibulo-oku-
lare Neurone in PSP-Fallen unterschiedlich schwerer okulomotorischer Sympto-
matik von Neurodegeneration betroffen sind, wurden Nachbarschnitte jeweils auf
nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF) und hyperphosphoryliertes Tau-
Protein (AT-8) — als Marker fir Neurodegeneration — angefarbt. Die gefarbten
Praparate wurden eingescannt und die digitalisierten Bilder am Bildschirm mitei-
nander verknupft angezeigt und ausgewertet. Durch die simultane Aufrufbarkeit
und Verknupfung korrespondierender Zonen auf zwei unterschiedlich angefarb-
ten Nachbarschnitten konnte bei hoher VergréRerung dasselbe Neuron auf bei-
den benachbarten Schnitten identifiziert und analysiert werden. Auf diese Weise
konnten die durch die Farbung auf NP-NF sowie durch topographisch-morpholo-
gische Gesichtspunkte eingegrenzten, putativen sekundaren vestibulo-okularen
Neurone auf Ebene der Einzelzelle mit einem Marker flir Neurodegeneration (AT-
8) untersucht werden.

Aus dem Verhaltnis ausschlielRlich NP-NF-exprimierender Neurone zu gleichzei-
tig NP-NF- als auch AT-8-positiver Neurone konnte daraufhin eine Tendenz Uber
das Ausmal} der Neurodegeneration in unterschiedlichen Erkrankungsstadien
der PSP ermittelt werden.
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Innerhalb der in dieser Arbeit zur Verfugung stehenden acht PSP-Gewebeproben
zeigten sich teilweise recht grolde Dichteunterschiede der NP-NF-positiven Neu-
rone in entsprechenden Vestibulariskern-Arealen. Ein Zusammenhang zwischen
der NP-NF-markierten Neuronenzahl und dem jeweiligen Patientenalter konnte
allerdings in den verwendeten Fallen nicht festgestellt werden. In den beiden na-
herungsweise altersentsprechenden Kontrollen (62a und 71a) war insgesamt
eine geringgradig hohere Zahl NP-NF-positiver Neurone erkennbar. Tendenziell
zeigte sich bei den verwendeten Proben hoheren Lebensalters ein verstarkter

Lipofuszin-Gehalt der Neurone.

3.3.1 Anteil AT-8-positiver sekundarer vestibulo-okularer Neurone

gesamt

Um einen Uberblick Uber das generelle Ausmaf der Degeneration im Vestibula-
riskerngebiet zu erhalten, wurden zunachst die NP-NF-positiven Vestibularisneu-
rone aller Vestibulariskerne ausgewahlter Schnitthohen — beginnend im Bereich
des SV bis zu caudalen Ebenen des MV — auf ihren AT-8-Gehalt hin untersucht.
Dabei zeigten sich auch in anderen in diesem Hirnstammgebiet angetroffenen
Strukturen teilweise deutliche AT-8-Markierungen. Neben Markierungen im Ves-
tibulariskerngebiet fanden sich auch regelhaft hyperphosphoryliertes Tau-Protein
im Nucleus abducens (NVI) und facialis (NVII), im Fall VIl auch im Nucleus pra-
positus hypoglossi (PrH). Ganzlich frei von AT-8-Markierung zeigten sich dage-
gen die Fasern der Hirnnerven nVI, nVIl und nVIll sowie regelhaft die obere Olive
(Abb. 16).
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Abb.16: Transversalschnitt auf Hohe des Nucleus facialis (NVII), mit
Farbung auf hyperphosphoryliertes Tau-Protein (AT-8) in der Ubersicht (C)
und im Detail (B) mit selektiver Aussparung der Oliva superior (SO).
Detailbild A zeigt dieselbe Region auf einem NP-NF-gefarbten
Nachbarschnitt. Der mit Luxol-Fast-Blue (LFB) gefarbte Schnitt der gleichen
Region dient ebenfalls der Orientierung (D).

LL — Lemniscus lateralis, LSO — Oliva superior lateralis , ML - Lemniscus
medialis, MSO — Oliva superior medialis , POC — periolivarer Complex,
SO - Oliva superior
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Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt in der vergleichenden Analyse der Ves-
tibulariskerne hinsichtlich des Degenerationsgrads der sekundaren vestibulo-
okularen Neurone. Eine Aussage Uber das grobe Ausmal der Degeneration in

unterschiedlichen Erkrankungsstadien ist in der Abb. 17 ersichtlich.

Auffallig ist hierbei, dass Fall | (Abb. 17, |), mit der geringsten dokumentierten
Augenbewegungsstorung, einen aulerst niedrigen Anteil hyperphosphoryliertes
Tau-Protein (AT-8)-exprimierender Neurone (1 % aller NP-NF-positiven Neu-
rone) aufweist und Fall VIII (Abb. 17, VIII) mit der ausgepragtesten Symptomatik
uber den mit Abstand hdchsten Anteil (65 %) AT-8-positiver Neurone verfugt.
Zwischen den beiden Extrempunkten der Skala, die der geringsten (Fall |) bezie-
hungsweise der ausgepragtesten okularen Symptomatik (Fall VIIl) entsprechen,
reihen sich (bis auf Fall 1ll) die dbrigen Erkrankungsstadien ein. Fall Il — ein recht
frihes Erkrankungsstadium — besetzt mit einem Anteil von ca. 10 % AT-8 positi-
ver Neuronen den zweiten Platz. Mit mittleren Werten zwischen 37 % und 48 %
AT-8-positiver Neurone folgen daraufhin die Falle IV, V, VIl und VI, die allesamt
mittlere bis mittelschwere Symptome aufwiesen. Der Fall Il hingegen, der in die-
ser Arbeit aufgrund — allerdings recht lickenhafter — Dokumentation einem Sta-

dium Il zugeordnet wurde, reifl3t aus diesem Schema deutlich aus.

Hervorzuheben bleibt auRerdem, dass es keine allein AT-8-positiven Neurone
innerhalb der Vestibulariskerne gab, sich die Neurodegeneration also auf die

Gruppe der NP-NF-positiven Neurone beschrankte.
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Abb. 17: grobes Ausmal} der Tau-Pathologie im untersuchten Vestibulariskerngebiet.
Aufsteigend sortiert nach Schweregrad der okulomotorischen Symptomatik (I-VIII).

Orange: Anteil der nur NP-NF-positiven Neurone in %; Blau: Anteil der gleichzeitig
NP-NF- und AT-8-positiven Neurone in %.
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3.3.2 Anteil AT-8-positiver sekundarer vestibulo-okularer Neurone in den

einzelnen vestibularen Kerngebieten des vertikalen VOR

FiUr die Fragestellung der Beteiligung der sekundaren vestibulo-okularen Neu-
rone im Krankheitsgeschehen der PSP sind vor allem die Ursprungsgebiete der
sekundaren Neurone des vertikalen VOR von Interesse, weshalb der Fokus der
zu untersuchenden Zellen auf den grélieren Neuronen des SV- und MVm-Gebie-

tes lag.

Abbildung 18 zeigt exemplarisch Detailaufnahmen aus den Schnitten der SV-

und MVm-Gebiete in Fallen unterschiedlich starker okularer Beteiligung bei PSP.

Deutlich erkennbar sind Unterschiede im Anteil AT-8-positiver Neurone zwischen
Stadium | und IV. Stadien Il und Il weisen dagegen keine so deutlichen Unter-

schiede auf.
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Abb. 18: Detailausschnitte aus Nachbarschnitten des SV- und MVm-Gebiets
mit Farbung gegen hyperphosphoryliertes Tau-Protein (AT-8, obere Reihe)
und nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF, untere Reihe). Eine
kontinuierliche Zunahme der Neurodegeneration von Stadien mit geringen
okulomotorischen Einschrankungen (Bild A+D), in denen kaum neuronale
Beteiligung sichtbar ist, Uber mittlere Stadien (Bild B+E), mit bereits
deutlicheren Anzeichen der Degeneration, bis zu Stadien mit ausgepragter
okulomotorischer Symptomatik (Bild C+F) und ausgepragter Neuro-
degeneration ist erkennbar.

Pfeile kennzeichnen Beispiele AT-8-positiver, NP-NF-markierter Neurone.
Pfeilspitzen kennzeichnen AT-8-negative, NP-NF-markierte Neurone.
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Die Auswertung der Einzelkerngebiete SV und MVm ist detailliert mit den Werten
der jeweiligen Einzelschnitte in Abb. 19 ersichtlich. Aufgrund der unterschiedli-
chen Konnektivitat der verschiedenen MV-Gebiete wurden MVp und MVc nicht

mehr in die nahere Betrachtung miteinbezogen.

Leider war das zur Verfligung stehende Material nicht in allen Fallen ausreichend,
um eine annahernd reprasentative Schnitt- bzw. Neuronenzahl zu ermitteln, wes-
halb fur die Falle | und V der Superiore Vestibulariskern (SV) und fur die Falle Il

und IV der Mediale Vestibulariskern (MV) nicht gewertet wurden.
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Abb. 19: Auswertung der Einzelschnitte des SV- und MVm- Gebiets aller
PSP-Falle, sortiert nach Stadienzuteilung. Die Balken zeigen den Anteil der
AT-8-positiven sekundaren vestibulo-okularen Neurone (NP-NF) beziglich
der Gesamtzahl aller jeweils im Schnitt getroffenen NP-NF-positiven
Neurone des SV bzw. MVm.
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Abb. 20: gemittelte Werte des AT-8-Anteils aller sekundaren vestibulo-
okularen Neurone aller Einzelschnitte jeweils des SV und MVm-Gebiets;
aufsteigend sortiert nach Stadienzuteilung.

Abb. 20 zeigt einen Uberblick iber die gemittelten Werte des Verhaltnisses aller
NP-NF zu AT-8 positiven Neurone aller Einzelschnitte, jeweils bezlglich des Su-

perioren (SV) und magnozellularen Medialen Vestibulariskerns (MVm).

In dieser Analyse zeigt sich fur den SV erneut die Tendenz vermehrter Expres-
sion hyperphosphorylierten Tau-Proteins in Fallen ausgepragterer okulomotori-
scher Symptomatik. Einen ,Ausreil3er” bildet dabei wieder der Fall Ill. Fir den
MVm bestatigt sich diese Tendenz fur das Anfangsstadium der Erkrankung; der
Zusammenhang zwischen der progressiven Zunahme der Augenbewegungssto-
rung und steigenden Anteilen AT-8-positiver Neurone wiederholt sich dabei aller-
dings nicht so deutlich wie im SV-Gebiet.

Bezuglich der dokumentierten Ausldsbarkeit des vertikalen VOR, zeigt der
Fall VIII, mit kompletter Blickparese und Ausfall des VOR (=Stadium V), flr das
SV-Gebiet den héchsten Anteil AT-8-positiver Neurone. Etwas geringfligiger be-
troffen folgt der Fall VI, dem aufgrund der kompletten Blickparese bei erhaltenem
VOR das Stadium Il zugeordnet worden war (vgl. Tab. 4). Im MV-Gebiet Ubertrifft

der AT-8-Anteil des Falles VI den (hinsichtlich der Augenmotilitat am schwersten
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betroffenen) Fall VIII sogar geringfigig. Der Anteil des AT-8-Gehalts an der Po-
pulation sekundarer vestibulo-okularer Neurone der Falle | und V, fur die eben-
falls ein erhaltener VOR dokumentiert ist, passt gut zum Schweregrad der jewei-
lig dokumentierten anderweitigen Augenmotorikstorungen (vgl. Tab. 4). Fir die
Falle Il, 1ll, IV und VIl ist leider die Ausldsbarkeit des VOR nicht dokumentiert
(vgl. Tab. 3).

Die Werteverteilung hinsichtlich des Anteils AT-8 positiver Neurone und das Ver-
haltnis der Neurodegeneration zum unterschiedlichen Ausmal der okularen Be-

teiligung lasst sich aus dem Boxplot in Abb. 21 gewinnen.
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Abb. 21 Uberblick Uber die Verteilung der Werte des Tau-Anteils der
sekundaren vestibulo-okularen Neurone in unterschiedlichen
Erkrankungsstadien jeweils flr das SV- und MVm-Gebiet.
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4 Diskussion

Mit kombinierten Tract-Tracing- und Immunfarbungen konnte am Affen gezeigt
werden, dass vornehmlich mittelgrol3e Neurone des SV- und MV-Gebiets die ves-
tibulo-okularen Neurone reprasentieren. Da diese vestibulo-okularen Neurone
nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF) enthalten, wurden mit Immunper-
oxidasefarbungen auf NP-NF die homologen Neurone im menschlichen Hirn-
stamm identifiziert. AnschlieRend wurden unter Verwendung von NP-NF als Mar-
ker die sekundaren vestibulo-okularen Neurone in PSP-Fallen mit unterschiedlich
ausgepragten Augenbewegungsstorungen auf Taupathologie (AT-8) untersucht.
Hierbei zeigte sich eine sowohl flr die sekundaren vestibulo-okularen Neurone
des SV als auch des MV eine tendenziell zum Schweregrad der Augenbewe-

gungsstorung passende Taupathologie.

4.1 Identifizierung sekundarer vestibulo-okularer Neurone im
Affen

4.1.1 Tract-Tracing

In dieser Arbeit fanden sich nach Tracer-Injektionen in den Nucleus oculomoto-
rius oder Nucleus abducens retrograd markierte Tracer-positive Neurone inner-
halb des SV- und MV-Gebiets, wahrend das LV-Gebiet teilweise ausgespart blieb
und die caudalen Anteile des VN-Komplexes — der MVc und DV — nicht genauer
untersucht wurden, da man aufgrund bisheriger Arbeiten davon ausgehen kann,
dass diese Bereiche vornehmlich an deszendierenden Projektionen zum Ru-
ckenmark sowie autonomen Funktionen beteiligt sind (Goldstein et al., 2002; Ba-
laban und Yates, 2004). Vereinzelt im rostralen DV-Gebiet vorkommende Tracer-
positive Neurone sind vermutlich den VOC-Neuronen zuzuschreiben, die neben
ihrem absteigenden Ast zu den Halsmuskeln auch uber eine direkte Verbindung
zu den Augenmuskelkernen lll, IV und VI verfuigen (Holstein, 2012; Peterson und
Boyle, 2004). Wie bereits in fruheren Arbeiten am Affen (Buttner-Ennever, 1992;
McCrea et al., 1987a, b) fanden sich in dieser Arbeit im MVm-Gebiet, eingebettet
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in multiforme, kleinere Neurone, eine auffallige Population mittelgroRer, drei-
eckig-multipolarer Neurone sowie eine Zone etwas kleinerer, rundlicher geform-
ter Neurone im zentralen SV-Gebiet, die in ihrer Lage und Morphologie der mag-
nozellularen Saule des rostralen VN-Komplexes gleicht, fur die direkte N. ves-
tibularis-Eingange beschrieben sind (Newlands und Perachio, 2003; McCrea et
al., 1987a). Die Tracer-positiven groReren, multipolaren Neurone MVm-Gebiets
sowie die etwas kleineren, rundlicheren Neurone des zentralen SV kdnnen damit
als das zweite Neuron im drei-neuronalen Reflexbogen des VOR angenommen

werden und entsprechen den sekundaren vestibulo-okularen Neuronen.

Die retrograd markierten Neurone im Bereich des MVp reprasentieren ebenfalls
vestibulo-okulare Neurone, die aber vermutlich keine Eingange vom N. vestibu-
laris enthalten, sondern primar im Dienst der commissuralen Verschaltung ste-
hen (Epema et al., 1988; Gacek, 1978; Holstein, 2012).

In der Literatur gibt es bezlglich der unterschiedlich grol’en Neurone ventro-me-
dial der Fasern des juxtarestiformen Anteils des unteren Kleinhirnstiels (ICP), im
Bereich der eingehenden N. vestibularis-Fasern (n8), erhebliche Unterschiede in
der Zuordnung zu den einzelnen Kerngebieten und damit einhergehend ganz un-
terschiedliche Funktionszuschreibungen (Ubersichtsarbeit: Biittner-Ennever,
1992; Highstein und Holstein, 2006; Goldberg et al., 2012). Kaum Deutungsun-
terschiede gibt es hinsichtlich der Zone der grofRten im Vestibulariskernkomplex
anzutreffenden Neurone, der so genannten Deiters-Neurone, die dem Bereich
der deutlichen Aussparung des LV-Gebiets nach Tracer-Injektion in den N.III ent-
spricht (Abb. 7). Die Deiters-Neurone liegen verstreut zwischen den Fasern des
juxtarestiformen Anteils des ICP und weisen oftmals einen exzentrischen Kern
auf (Buttner-Ennever und Gerrits, 2004). Dieses Gebiet wurde von Brodal und
Pompeiano (1957; Brodal, 1984) als dorsocaudale Zone des Lateralen Vestibu-
lariskerns (LVNdc) beschrieben. Das sich ventromedial daran anschlielende Ge-
biet, das retrograd markierte Neurone enthalt, die vermutlich die Ursprungsneu-
rone des aszendierenden Trakts von Deiters (ATD) darstellen und eine Rolle bei
distanzabhangigen Anpassungen des vestibulo-okularen Reflexes spielen
(McCrea et al., 1987a,b; Chen-Huang und McCrea, 1998), wird seit der Einteilung

von Brodal und Pompeiano oft als rostroventrale Zone des Lateralen Vestibula-

-63 -



riskerns (LVNrv) bezeichnet und wird als Continuum der magnozellularen Neu-
rone des MV betrachtet (siehe auch Horn, 2020), welches einen groRen Anteil
der in dieser Arbeit beschriebenen sekundaren vestibulo-okularen Neurone ent-
halt. Viele Autoren rechnen diese Zone im Grenzgebiet zwischen MV und LV,
stltzend auf die von Epema et al. (1988) vorgeschlagene und auf den Menschen
Ubertragene Dreiteilung des MV in MVm, MVp und MVc¢ (Buttner-Ennever und
Gerrits, 2004) dem magnozellularen Anteil des Medialen Vestibulariskerns
(MVm) zu (Buttner-Ennever und Gerrits, 2004; Epema et al. 1988; Highstein and
Holstein, 2006; Nieuwenhuys et al., 2008; Newlands und Perachio, 2003).

Zusammenfassend scheinen sich im Grenzgebiet des lateralen MV und dem
ventralen Anteil des LV die Ursprungszonen unterschiedlicher funktioneller Grup-
pen zu Uberlappen. Aufgrund ihres Verknupfungsverhaltens wurden die dorso-
caudalen Anteile des LV in dieser Arbeit als mogliche Ursprungszone der sekun-
daren vestibulo-okularen Neurone nicht weiter berucksichtigt, wahrend das
Grenzgebiet im Bereich des ventralen LV und des lateralen MV als Gebiet der

sekundaren vestibulo-okularen Neurone im Fokus stand.

Es stand fur diese Arbeit kein Material mit Tracer-Applikation in den Nucleus tro-
chlearis (N. IV) zur Verflgung. Stutzend auf die vielfaltig untersuchten Verknip-
fungen der VOR-Bahnen (vgl. Abb. 4 bzw. Blttner-Ennever und Gerrits, 2004;
McCrea et al. 1987b) sollte sich hieraus fur diese Arbeit kein grof3er Informati-
onsverlust ergeben. Die Rekonstruktion intrazellular gefarbter identifizierter Ves-
tibularisneurone zeigte, dass vestibulare Neurone, die Uber den hinteren Bogen-
gang aktiviert werden, die synergistisch wirkenden Muskeln M. obliquus superior
(N. IV-Versorgung) und M. rectus inferior (N. Ill-Versorgung) gleichermafen in-

nervieren (McCrea et al., 1987b).

4.1.2 Farbung gegen NP-NF als Marker fiir sekundare vestibulo-okulare

Neurone im Affengewebe

Die Reanalyse von Schnitten eines Affenfalles aus einer friiheren Studie mit Tra-
cer-Injektion in den Nucleus oculomotorius und nachfolgenden Doppelimmunflu-

oreszenzfarbungen auf den Tracer und nicht-phosphoryliertes Neurofilament
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(NP-NF) zeigte, dass die Uberwiegende Mehrheit der Tracer-positiven Neurone
im Vestibulariskernkomplex auch NP-NF-positiv waren, womit eine friher eher
anekdotische Beobachtung bestatigt wurde (Ahlfeld et al., 2011). Moglicherweise
sind einige der grofieren nur NP-NF-markierten Neurone innerhalb des SV und
MVm-Gebiets ebenfalls sekundare vestibulo-okularen Neurone, die zum Ncl. ab-
ducens oder Ncl. trochlearis projizieren, die hier nicht mit Tracer injiziert worden
waren (McCrea et al., 1987a,b).

Der NP-NF-Antikorper ist gegen ein nicht-phosphoryliertes Epitop der 168 und
der 200 kDa Neurofilament-Untereinheit gerichtet und markiert auf diese Weise
neuronale Zellkdrper, Dendriten sowie dicke Axone — andere Zellen und Gewebe
werden nicht markiert. Es ist nicht ganz klar, warum bestimmte Neurone mit dem
Antikdérper reagieren. Einige Studien legen nahe, dass es sich bei den NP-NF-
positiven Neuronen vornehmlich um schnell leitende, dick myelinisierte Projekti-
onsneurone handelt, was dem Profil der sekundaren vestibulo-okularen Neurone
entsprache (Tsang et al., 2000; Kirkcaldie et al., 2002). Im okulomotorischen Sys-
tem konnten bisher zwei Gruppen von Motoneuronen mit der Anfarbung auf NP-
NF unterschieden werden: Motoneurone innerhalb der Augenmuskelkerne, wel-
che die einzeln-innervierten Twitch-Muskelfasern in den auf3eren Augenmuskeln
ansteuern, sind NP-NF-positiv; Motoneurone in der Peripherie der Augenmuskel-
kerne, die multipel-innervierte non-twitch-Muskelfasern in den Augenmuskeln an-
steuern, sind dagegen NP-NF-negativ (Eberhorn et al., 2005). Diese Beobach-
tungen legen nahe, dass auch das Feuerungsverhalten der Neurone bei der Ex-
pression von NP-NF eine Rolle spielen kdnnte und vornehmlich in sehr aktiven,
schnell feuernden Neuronen wie den Motoneuronen auftritt. Einige Studien legen
nahe, dass NP-NF-exprimierende Neurone hauptsachlich glutamaterge, weitrei-
chende Projektionsneurone reprasentieren (Baizer et al., 2009; Campbell und
Morrison, 1989; Lee und Winer, 2008; Tsang et al., 2000; Bickford et al., 1998).
Glutamat wird neben Aspartat als Transmitter excitatorisch wirkender sekundarer
vestibulo-okularer Neurone des horizontalen und vertikalen VOR benutzt (Butt-
ner-Ennever und Gerrits, 2004). Die Annahme, dass es sich bei den gro3en NP-

NF-positiven Neuronen im SV und MV um Projektionsneurone handelt, die zu
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den Augenmuskelkernen projizieren (Baizer, 2009), konnte durch die Dop-
pelimmunfluoreszenz auf Tracer und NP-NF beim Affen eindeutig gezeigt werden
(siehe auch Ahlfeld et al., 2011).

4.2 Identifizierung sekundarer vestibulo-okularer Neurone in

humanem Gewebe

4.2.1 Zytoarchitektur der Vestibulariskerne beim Menschen

Bei aller Ahnlichkeit der Vestibulariskernkomplexe zwischen Affe und Mensch,
gibt es dennoch kleinere Unterschiede, die hinsichtlich des topographischen Ver-
gleichs von Affe und menschlichem Gewebe nicht auler Acht gelassen werden
sollten und die bereits beim Vergleich der Verteilung der NP-NF-positiven Neu-
rone in Bild a und b der Abb. 11 ersichtlich werden. Die Unterschiede betreffen
hierbei vor allem die relative GrofRe der einzelnen Vestibulariskerne untereinan-
der (Baizer, 2013). Die gesamte Architektur des menschlichen Vestibulariskern-
gebietes scheint in rostro-caudaler Ausdehnung gestreckter, wodurch die Kerne
etwas weniger nebeneinander als vielmehr Ubereinander zu liegen kommen. Des
Weiteren fuhrt die im Vergleich zu anderen Saugetieren starke Volumenzunahme
des oberen und unteren Kleinhirnstiels (Buttner-Ennever und Gerrits, 2004) zu
einigen Verschiebungen innerhalb der einzelnen Kerne sowie der topographi-
schen Beziehungen der Kerne zueinander. Wahrend der MV des Menschen wie
beim Affen den gréfldten der Vestibulariskerne darstellt, erscheinen der LV und
SV in ihrer rostro-caudalen Ausdehnung reduziert (Baizer, 2013). Unklar ist, ob
diese relative Schrumpfung des SV und LV darauf zurlckzufihren ist, dass ihre
Funktionen flr den Menschen von geringerer Bedeutung sind oder ob eine ge-
wisse Umverteilung der Funktionen auf andere Kerngebiete stattgefunden hat
(Baizer, 2013; Buttner-Ennever und Gerrits, 2004).

4.2.2 NP-NF als Identifizierungshilfe fiir sekundare vestibulo-okulare

Neurone in humanem Gewebe

Bei der Untersuchung einzelner funktioneller Zellgruppen ist man bei menschli-

chem post-mortem Gewebe auf (immun)-histochemische Methoden angewiesen.

Durch kombinierte Trakt-Tracing-Versuche mit Immunhistochemie konnten in der
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Vergangenheit histochemische Marker flr verschiedene funktionelle Neurone
des Sakkadensystems beim Rhesusaffen identifiziert und anhand der Lokalisa-
tion und Morphologie der markierten Neurone homologe Neuronengruppen beim
Menschen identifiziert werden (z.B. Horn et al., 1995; Horn und Buttner-Ennever,
1998; Horn und Adamczyk, 2012). Bisher stand fur die Identifizierung der sekun-
daren vestibulo-okularen Neurone im Menschen kein histochemischer Marker zur
Verfugung. Basierend auf den Befunden am Affen konnte in der vorliegenden
Arbeit die Farbung auf NP-NF als Marker fur vestibulo-okulare Neurone beim
Menschen etabliert werden, wodurch eine Untersuchung der fir die Vermittlung
des VOR verantwortlichen vestibularen Neurone hinsichtlich einer Tau-Patholo-

gie auf Ebene der Einzelzelle mdglich wird (McMillan et al., 2017).

Der Antikorper gegen NP-NF hat sich bereits als hilfreicher funktioneller und
struktureller Marker im Bereich des menschlichen Cortex (Hof und Morrison,
1990) sowie im Hirnstamm erwiesen (Baizer et al., 2011, 2014). Das ahnliche
Verteilungsmuster der NP-NF- positiven Neurone innerhalb des Vestibulariskern-
gebiets des Affen und des Menschen (vgl. Abb. 11) legt eine Ubertragung dieses
Markers in Hinblick auf die Eingrenzung der funktionellen Gruppe der sekundaren

vestibulo-okularen Neurone in humanem Gewebe nahe.

Dabei ermdoglicht der topographische und morphologische Vergleich des ret-
rograd Tracer-markierten Gewebes des Affen mit dem humanen Gewebe gro-

Rere Sicherheit als die alleinige Betrachtung des humanen Gewebes.

Aufgrund der teilweise widersprtchlichen Beschreibungen in der Literatur wurde
in dieser Arbeit ein Vorgehen gewahlt, das die etablierten Kerngrenzen des VN-
Komplexes zur groben Orientierung nutzte, aber bei der Eingrenzung der sekun-
daren vestibulo-okularen Neurone innerhalb der Gruppe der NP-NF-positiven
Neurone vornehmlich auf die spezifische Zellmorphologie, die sich aus dem Ver-
gleich mit der Tracer-markierten funktionellen Gruppe des Affengewebes erge-

ben hatte, fokussierte.

Dies fuhrte dazu, dass die besonders grof3en, in die juxtarestiformen Fasern ein-
gebetteten NP-NF-positiven Neurone den Deiters-Neuronen zugerechnet wur-

den, wahrend die im Mundungsgebiet des achten Hirnnerven ventro-medial im
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LV/MV-Grenzgebiet liegenden grofleren Neurone aufgrund ihrer morphologi-
schen Ahnlichkeit mit den Tracer-positiven Neuronen als putative sekundére ves-

tibulo-okulare Neurone des MVm interpretiert wurden.

Im Detail zeigte sich in Einklang mit anderen Studien (Baizer 2011, 2014) inner-
halb des gesamten Vestibulariskerngebiets der menschlichen Proben NP-NF-
Reaktivitat. Deutlich abgrenzbare Kompartimente innerhalb der einzelnen Ves-
tibulariskerne, wie es zum Beispiel fur Calretinin- und Calbindin-positive Neurone
im MV gezeigt werden konnten (Ahlfeld, 2011; Baizer und Broussard, 2010; Bai-
zer, 2014), liel3en sich hierbei nicht beobachten. Dies scheint die These zu stit-
zen, dass innerhalb des Vestibulariskerngebiets einzelne Funktionen haufig nicht
isolierten Bereichen zuordenbar sind, sondern die Funktionen und damit auch die

neuronalen Untergruppen vermischt aufzufinden sind.

Die Verteilung und Morphologie der NP-NF-positiven Neurone beim Menschen
entspricht weitgehend der Verteilung der NP-NF-positiven Neurone im Affenge-
webe. Die groRen, NP-NF-positiven Neurone im zentralen SV-Gebiet und im Be-
reich des magnozellularen Gebiets des MV, die im Affengewebe durch eine Dop-
pelimmunfluoreszenz als Gruppe der sekundaren vestibulo-okularen Neurone
bestatigt werden konnten, finden sich in ahnlicher Weise auch in den entspre-
chenden menschlichen Vestibulariskerngebieten. Dabei sind nicht nur die Lage
bezuglich des Kerngebiets, sondern auch die Zellmorphologie sehr ahnlich.
Durch die topographische und morphologische Ahnlichkeit sowie dem gemein-
samen Kriterium der NP-NF-Positivitat ist es moglich, davon auszugehen, dass
es sich bei den markierten groRen Neuronen des MVm sowie den etwas kleine-
ren, eher ovalen Neuronen im SV-Gebiet des Menschen um die gesuchten se-
kundaren vestibulo-okularen Neurone des menschlichen Vestibulariskernkom-

plexes handelt.

4.3 Klinische Ubertragung

Mit Hilfe der Farbung auf nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF) ist es in
Zusammenschau mit topographischen und morphologischen Kriterien moglich,

die Gruppe der sekundaren vestibulo-okularen Neurone in menschlichem post-
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mortem Gewebe gut einzugrenzen. Diese Neurone wurden im Rahmen einer gro-
Reren Studie zur Beteiligung aller Sakkaden-generierenden Zentren im Krank-
heitsverlauf der PSP in der vorliegenden Arbeit in acht Patientenfallen unter-
sucht, woraufhin sich ein tendenzieller Zusammenhang des Anteils degenerier-
ter, AT-8-positiver, sekundarer vestibulo-okularer Neurone mit dem Ausmal} der

okulomotorischen Symptomatik zeigte.

4.3.1 Humanes Gewebe: PSP-Fille

In dieser Studie wurde auf bereits vorhandenes Gehirngewebe von acht neuro-
pathologisch gesicherten und Uber einen langeren Zeitraum gesammelten PSP-
Fallen zurlckgegriffen, was einige praktische Limitierungen mit sich brachte. Un-
terschiede im Farbeverhalten sind schon durch unterschiedlich lange post-mor-
tem-Intervalle vor der Fixierung und Fixierdauer des Gewebes bedingt. Des Wei-
teren ist es bei der Untersuchung von Erkrankungen, die vornehmlich eine Be-
volkerungsschicht héheren Alters betrifft, schwierig, Untersuchungsmaterial zu
bekommen, das keinerlei altersbedingte Veranderungen oder weitere, zumindest
subklinische Pathologien aufweist (Kovacs et al., 2013; Grinberg und Heinsen,
2009; Rodriguez und Grinberg, 2015; Jecmenica et al., 2020). In den meisten
Patientenfallen sowie in den Kontrollgeweben, von denen das Material dieser Ar-
beit stammt, sind das Gehirn betreffende Co-Pathologien feststellbar (vgl. Tab.
2). Im Rahmen der Moglichkeiten wurde bei der Auswahl der acht Gewebeproben
aber darauf geachtet, keinerlei ausgepragte Co-Pathologien bzw. keinerlei Falle
mit Pathologien, die sich vornehmlich im Bereich der Vestibulariskerne oder der

okulomotorischen Kerngebiete manifestieren, aufzunehmen.

LAlterstypische® Veranderungen, wie zum Beispiel ein hoher Anteil Lipofuszinhal-
tiger Neurone, erwiesen sich bei der Auswertung in dieser Arbeit als unproble-
matisch, da eine Maskierung der immunhistochemischen Markierungen durch
den Lipofuszingehalt der Neurone nicht wahrscheinlich ist. Akkumuliertes Lipo-
fuszin lasst sich an Hand seines deutlich gelblicheren, grobscholligeren Ausse-
hens sowie seiner typischen ungleichmaRigen, ,klumpenférmigen“ Ablagerungs-
art deutlich von den immunhistochemischen Markierungen unterscheiden (Ter-
mann und Brunk, 1998).
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Hinsichtlich des optimalen Suchfensters flr die sekundaren vestibulo-okularen
Neurone mussten ebenfalls Abstriche hingenommen werden, da durch das
Schneideprotokoll der Neuropathologie ein Teil des SV-Gebietes, vornehmlich
die craniale und dorsale Halfte, abgeschnitten bzw. durch das Fehlen des SCP
schwieriger zu identifizieren war. Um grof3e EinbulRen in der Aussagekraft der
Werte bezuglich des SV-Gebiets zu vermeiden, wurde darauf geachtet, nur
Schnitte aus einer reprasentativen Region des SV bzw. mit einer ausreichenden
Neuronendichte in die Auswertung mit einzubeziehen. Dies wirkte sich allerdings
negativ auf die Gesamtzahl der Falle mit bewertbarem SV-Gebiet aus, da darauf-
hin (wie in der Abbildung 19 ersichtlich) fur die Falle | und V nicht mehr genug
auswertbares SV-Gewebe vorhanden war. Des Weiteren konnte bei den Fallen
[I'und IV nicht auf genugend MV-Gewebe zuruckgegriffen werden, um zu einer
reprasentativen Aussage zu gelangen, weshalb auch hier das jeweilige Kernge-

biet nicht bertcksichtigt wurde.

Far weiterfuhrende Untersuchungen wird vollstandigeres Gewebe zur Verfugung
stehen, da das Schneideprotokoll der Neuropathologie inzwischen auf PSP-be-
zogene Fragestellungen angepasst wurde. Fir weitere Studien werden zudem
hoffentlich mehr Falle mit gut dokumentierten Augenbewegungsstérungen in Zu-
sammenarbeit mit dem Schwindelzentrum in Grol3hadern zur Verfliigung stehen.
Die Stadienzuteilung der acht Patientenfalle dieser Pilotstudie erfolgte nach bes-
tem Wissen, anhand der zur Verfugung stehenden, manchmal allerdings gerade
im Hinblick auf die PSP-relevante okulare Symptomatik etwas llickenhaften In-

formation.

4.3.2 Farbung auf nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF) in
PSP-Gewebe

Ein Einfluss des Patientenalters der zur Verfligung stehenden pathologischen
Gewebeproben auf die mit dem Antikdrper gegen nicht-phosphoryliertes Neuro-
filament (NP-NF) markierte Neuronengruppe muss diskutiert werden, da die
Gruppe der NP-NF-positiven Neurone des Vestibulariskernkomplexes moglich-
erweise eine Zellpopulation darstellt, die sich bezuglich altersassoziierter und pa-

thologischer degenerativer Veranderungen als besonders vulnerabel erweist. Die
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im Alter gehauft zu beobachtenden Gangunsicherheiten und das erhdhte Sturz-
risiko (Bloem et al., 2003; McGibbon et al., 2003) werden unter anderem auf eine
Abnahme der Haarzell- und Neuronenzahl im Gleichgewichtsorgan (Baloh et al.,
2001) sowie eine damit einhergehende Abnahme des sensorischen Eingangs in
das Vestibulariskerngebiet zurtickgefuhrt (Merchant et al., 2000; Park et al.,
2001; Anson und Jeka, 2016). Eine grundsatzliche Abnahme der Neuronenzahl
der Vestibulariskerne des Menschen (Alvarez et al., 2000) wurde beginnend be-
reits ab dem 40. Lebensjahr mit bis zu 3 % pro Dekade postuliert (Lopez et al.,
1997, Tang et al., 2001). Méglicherweise kommt es durch den Verlust der ves-
tibularen Afferenzen im VN-Komplex zu einer Abnahme insbesondere der Zell-
zahl der NP-NF-positiven VN-Neurone, ahnlich wie es zum Beispiel bereits fur
NP-NF-positive Zellen des visuellen Systems (Bickford et al., 1998; Duffy und
Lingstone, 2005; Baloh et al., 1993) oder das auditorische System bei Ratten
(Burianova et al., 2015) gezeigt werden konnte. Burianovas Ergebnisse legen
dabei allerdings nicht unbedingt einen tatsachlichen Ruckgang der Neuronenzahl
NP-NF-positiver Neurone nahe, sondern weisen auf die Moglichkeit hin, dass die
verringerten Zahlen auch auf einen erhdhten Maskierungsanteil der Neurone ge-
genuber dem Antikdrper auf NP-NF zurickzuflhren sein kdnnte, der auf einer
altersbezogenen progressiven Phosphorylierung des Epitops beruht. Verande-
rungen der Klasse der Neurofilament-Proteine selbst sind sowohl als Teil des
normalen Alterungsprozesses (Zhang et al., 2000) als auch in Hinsicht auf neu-
ropathologische Veranderungen, wie zum Beispiel der Amyotrophen Lateralskle-
rose (Xiao et al., 2006), oder auch bei Morbus Alzheimer beschrieben. Bei Mor-
bus Alzheimer kommt es unter anderem zu einem Verlust NP-NF-positiver Neu-

rone im Cortex (Bussiere et al., 2003).

Eine Schwierigkeit bei der Verwendung von NP-NF als funktionellem Marker be-
steht also in der Mdglichkeit der Neurofilament-assoziierten Veranderungen in
Hinblick des normalen Alterungsprozesses und unterschiedlicher neuropatholo-
gischer Erkrankungen und ein Einfluss des Patientenalters (64 bis 81 Jahre) auf
die Ergebnisse dieser Arbeit kann nicht ausgeschlossen werden. Auch die Asso-
ziation der NP-NF-exprimierenden Neurone als von verschiedenen neuropatho-
logischen Erkrankungen besonders betroffene Neuronenpopulation erweist sich

als problematisch, kann aber fir das verwendete Gewebe insoweit entkraftet
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werden, als sich die Co-Pathologien in den Erkrankungsstadien der in dieser Ar-
beit verwendeten Proben vornehmlich in anderen Gehirnregionen als in den ves-

tibularen Kernen manifestieren.

Bereits in frihen Stadien des Morbus Alzheimer ist eine Degeneration einiger,
vor allem mit dem Allocortex verbundener, Hirnstammkerne nachweisbar. So be-
richten einige Studien von einer regelhaften Tau-Pathologie in Bereichen des
Locus coeruleus, den Dorsalen Raphekernen sowie einigen anderen weniger be-
troffenen Kernen (Braak et al., 2011; Stratmann et al., 2016; Kovacs et al., 2020).
Fir Alzheimer-typische Veranderungen innerhalb der Gruppe der Vestibularis-
kerne findet sich bisher, bis auf eine Studie, die in vier Fallen NFTs im LV-Gebiet
nachweisen konnte (Ransmayr et al., 1994) keine Erwahnung. Auch die in hhe-
rem Lebensalter haufig neuropathologisch nachweisbaren Ablagerungen der Sil-
berkornkrankheit manifestieren sich bevorzugt in anderen Gehirngebieten als
den Vestibulariskernen so z.B. in der Amygdala und dem Gyrus ambiens (Braak
und Braak, 1989; Saito et al., 2004; Ferrer et al., 2008; Tolnay et al., 2004).

4.3.3 Farbung auf hyperphosphoryliertes Tau-Protein (AT-8)

Obwohl die Ablagerung und Aggregation von hyperphosphoryliertem Tau-Protein
das gemeinsame Schllsselkennzeichen einiger neurodegenerativer Erkrankun-
gen ist und ein grolRes Forschungsinteresse an diesem Protein besteht, herrscht
bereits Uber die Funktionen des physiologischen Tau-Proteins grolde Unklarheit
(Morris et al., 2011).

Auch die genauen Mechanismen, durch welche das ,pathologische Tau-Protein®
z.B. als Tau-Bruchsticke, in Tau-Oligomeren spezieller Konformation oder auch
durch sich Prion-artig ausbreitende Tau-Aggregate, zu neuronaler Dysfunktion

und Neurodegeneration beitragen kann, sind noch unklar (Mudher et al. 2017).

Die Tau-phosphorylierung ist eine auRerst haufige post-translationale Verande-
rung des Tau-Proteins, die sowohl physiologisch als auch pathologisch vor-
kommt. Im physiologischen Kontext konnte eine verstarkte Phosphorylierung
zum Beispiel bei fotalem Tau-Protein, nach Hypothermie und wahrend Hiberna-
tion beobachtet werden (Ubersicht: Mudher et al., 2017; Planel et al., 2007,
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Arendt et al., 2016). Die Hyper-Phosphorylierung scheint dabei die Bindung zu
den Mikrotubuli zu schwéchen und oftmals eine Loslésung zu bewirken (Uber-
sicht: Morris et al., 2011; Jho et al., 2010; Fischer et al., 2009). Ob und inwieweit
dies fur eine Zelle schadlich sein konnte und ob dies einen Anteil an der Patho-

physiologie der Proteinopathien haben konnte, ist umstritten.

Die Tau-Ablagerungen, die das neuropathologische Kennzeichen der Tauopa-
thien bilden, bestehen zwar aus unterschiedlichen Tau-lIsoformen, doch ein die-
sen Tau-Aggregaten gemeinsames Merkmal ist, dass sie in unldslicher, hyper-
phosphorylierter Form vorliegen (Mudher et al., 2017). Antikérper, die gegen
diese Form des Tau-Proteins gerichtet sind und “pathologisches Tau“ in unter-
schiedlichen Gehirnregionen nachweisen konnen, bilden neben der anatomi-
schen Verteilung des neuronalen Verlusts und weiteren histologischen Merkma-
len den Grundpfeiler der neuropathologischen Diagnostik dieser neurodegenera-

tiven Erkrankungsformen (Braak et al., 2006; Schraen-Maschke et al., 2008).

Die in dieser Arbeit verwendete AT-8-Farbung markiert hyperphosphoryliertes
Tau-Protein, wie es typischer Weise in den unldslichen Tau- Akkumulationen in
Gliagewebe und Neuronen zu finden ist, und wird haufig als Marker flr Neurode-
generation innerhalb der Tauopathien verwendet (Braak et al., 2006). Neuropa-
thologisch typisches Kennzeichen der PSP sind neben neuronalen Einschlissen
dabei Ablagerungen in Form von sogenannten ,tuftet astrocytes” — Tau-filamente
finden sich hierbei im Cytoplasma und in den proximalen Anteilen astrocytarer
Fortsatze — und in Form oligodendrocytarer ,coiled bodies”, welche durch fila-
mentare Tau-Inklusionen innerhalb des Zellkérpers auffallen (siehe neuropatho-
logische Kriterien der PSP-Erkrankung in der Einleitung). Neben dem spezifi-
schen Verteilungsmuster der Tau-Ablagerungen sind es gerade diese spezifi-
schen Ablagerungsformen innerhalb der einzelnen Zellen, die die PSP von an-
deren 4-R-Taupathien wie z. B. der Silberkornkrankheit mit granularen, neurona-
len Taueinschlissen und der Corticobasalen Demenz abgrenzbar macht (Mud-
her et al., 2017). Die Corticobasale Demenz kann vor allem durch das Auftreten
astrocytarer plaques — Tau-Einschllssen in den distalen Anteilen der Astrozyten-

fortsatze in kranzartiger Verteilung — von der PSP differenziert werden (Kovacs,
2016).
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In dieser Arbeit wurde zur Verfugung stehendes Material aus dem Vestibularis-
kerngebiet von acht PSP-Fallen in einem Pilotprojekt auf den Anteil neurodege-
nerativ (AT-8) veranderter, putativ sekundarer vestibulo-okularer Neurone (NP-
NF) untersucht. Fur die Fragestellung der Beteiligung der sekundaren vestibulo-
okularen Neurone im Krankheitsgeschehen der PSP sind dabei vor allem die bei
einer Vor- oder Rickneigung des Kopfes involvierten VOR-Neurone von Inte-
resse (Abb. 22a und b).
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Abb. 22a: Verbindungsschema der sekundaren Vestibularisneurone, die bei einer
Aktivierung des hinteren Bogengangs bzw. bei einer Kopf-Rickneigung aktiv
werden. Zur reflexhaften Senkung der Sehachse bilden die sekundaren
vestibulo-okularen Neurone des MV-Gebiets exzitatorische Verbindungen zu den
Motoneuronen der senkenden Augenmuskeln der Gegenseite (IR, SO) aus,
wahrend vom SV-Gebiet ipsilaterale, inhibitorische Verbindungen zu den
Motoneuronen der hebenden Augenmuskeln (SR, 10) ausgebildet werden. Zu
Gunsten der Ubersichtlichkeit jeweils nur fiir eine Seite dargestellt.
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Abb. 22b: Verbindungsschema der sekundaren Vestibularisneurone, die bei
einer Aktivierung des vorderen Bogengangs bzw. bei einer Kopf-Vorneigung
aktiv werden. Zur reflexhaften Hebung der Sehachse bilden die sekundaren
vestibulo-okularen Neurone des MV-Gebiets sowie craniale Anteile des SV-
Gebiets exzitatorische Verbindungen zu den Motoneuronen der hebenden
Augenmuskeln der Gegenseite (SR, 10) aus, wahrend vom SV-Gebiet
ipsilaterale, inhibitorische Verbindungen zu den Motoneuronen der
senkenden Augenmuskeln (IR, SO) ausgebildet werden. Zu Gunsten der
Ubersichtlichkeit jeweils nur fiir eine Seite dargestellt.

Aufgrund bisher bekannter Verschaltungsmuster des Vestibulariskerngebiets so-
wie der Ergebnisse aus dem histologischen und morphologischen Vergleich Tra-
cer-positiver sekundarer vestibulo-okularer Affenneurone mit den Neuronen des
menschlichen Vestibulariskerngebiets lag der Fokus der zu untersuchenden Zel-
len auf den groReren Neuronen des SV- und MVm-Gebietes an der Grenze zum
LV.

Hierbei konnten trotz einiger Einschrankungen bezuglich der Schnitt- und Neuro-
nenzahlen in den genauer untersuchten Kerngebieten SV und MV festgestellt

werden, dass der Gehalt AT-8-markierter sekundarer vestibulo-okularer Neurone
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tendenziell mit dem Ausmald der okularen Symptomatik in Beziehung steht. Flr
die Sakkaden-erzeugenden Areale PPRF, RIMLF und OPN der gleichen Patien-
tenfalle konnten bereits eine dem Krankheitsstadium entsprechende Taupatho-
logie nachgewiesen werden, die ausgehend von diesen pramotorischen Arealen
spater auch die Motoneurone der Augenmuskelkerne erfasst (Horn et al., 2013;
Feige et al., 2013). Der in dieser Arbeit beobachtete erhéhte Tau-Gehalt im VN-
Gebiet in den fortgeschrittenen Erkrankungsstadien, besonders deutlich sichtbar
im Fall VIII, scheint insofern Uberraschend, da die pramotorischen Anteile der
Sakkaden-generierenden und reflexhaften Augenbewegungsformen bis zur ihrer
Konvergenz auf Ebene der Motoneurone der extraokularen Augenmuskeln in
neuroanatomisch weitgehend voneinander getrennten Regionen zu finden sind,
das VN-Gebiet also vergleichsweise weit entfernt von den bisher gezeigten Ma-
nifestationsorten der PSP im sakkadengenerierenden System liegt. Auch die
Uber lange Zeit robuste Ausldsbarkeit des VOR im Krankheitsverlauf der PSP
scheint eher fur ein von Neurodegeneration verschontes VN-Gebiet zu sprechen
(Das und Leigh, 2000).

In den flr diese Arbeit zur Verfligung stehenden Gewebeproben mit gering aus-
gepragter okulomotorischer Symptomatik, zum Beispiel Fall | — bemerkenswerter
Weise der Fall mit dem hochsten Lebensalter — sind deutlich weniger putativ se-
kundare vestibulo-okulare Neurone Tau-positiv als in dem als schwersten PSP-
Fall dokumentierten Fall VIII. Fur die Stadien Il und Il ergab sich in dieser Unter-
suchung ein recht gemischtes Bild, allerdings zeigte sich auch hier eine leichte
Abhangigkeit zwischen der beschriebenen Schwere der Symptomatik und dem
Gehalt an hyperphosphoryliertem Tau-Protein. Nachdem bisherige Ergebnisse
darauf hindeuten, dass sich die PSP entlang neuronaler Verbindungen bevorzugt
in anterograder Richtung ausbreitet (Horn et al., 2013), ist die Vermutung nahe-
liegend, dass der Ausfall des VOR in spaten Erkrankungsstadien primar auf einer
progressiven Schadigung der Neurone der okulomotorischen Kerne (NIII, NIV,
NVI) beruht und damit die gemeinsame Effektorstrecke des Sakkaden- und des
VOR-Systems betrifft und nicht die Ursprungsgebiete des VOR im VN-Komplex.

Aus der progredienten Tau-Pathologie des Superioren- und Medialen Vestibula-

riskerngebiets, die sich in dieser Arbeit abzeichnete, ergibt sich allerdings die
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Frage, ob eine progressive Neurodegeneration der sekundaren vestibulo-okula-
ren Neurone als Ursache fur den in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien der
PSP zu beobachtenden VOR-Verlust in Frage kommen konnte. Hierzu musste
zum Beispiel in weiterfuhrenden Arbeiten der Anteil der Taupathologie der Ves-
tibulariskerne mit der Tau-Pathologie der Augenmuskelkerne in unterschiedli-
chen Krankheitsstadien verglichen werden. Zusatzlich stellt sich die Frage, ob
die Beteiligung des VN-Komplexes fur eine sich parallel entwickelnde Progressi-
onslinie im Verlauf der PSP spricht oder ob die funktionelle Zellgruppe der se-
kundaren vestibulo-okularen Neurone durch eine Verbindung mit bereits von der
Tau-Pathologie betroffenen Systemen - beispielsweise Uber Schnittstellen des

Sakkaden- und VOR-Systems - in das Krankheitsgeschehen involviert wird.

4.4 Ausbreitungswege der Tau-Pathologie

Eine infektionsartige beziehungsweise ,Prion-ahnliche“ Ausbreitung der Tau-Pa-
thologie entlang neuronaler Netzwerke wird fur viele neurodegenerative Erkran-
kungen aus dem Formenkreis der Proteinopathien diskutiert (Guo und Lee, 2014;
Brettschneider et al., 2015; Mudher et al., 2017). Neben der Ausbreitung entlang
neuronaler Projektionen wird als ursachlich fur die stereotype, sukzessive Aus-
breitung des pathologischen Taus oft auch eine unterschiedliche Vulnerabilitat
einzelner Hirnregionen gegenuber den pathologischen Proteinen in Erwagung
gezogen (Jackson, 2014). Neben intrinsischen neuronalen Charakteristika, die
eine erhdhte Vulnerabilitat bedingen kdnnten beziehungsweise der Anfalligkeit
bestimmter Zellgruppen durch ihre Konnektivitat zu bereits betroffenen Zellen
(Mudher et al., 2017; Franzmeier et al., 2022) wird auflerdem noch eine durch
Zellbruchstlicke sterbender Neurone verursachte chronische Uberaktivierung der
Mikroglia und eine damit einhergehende Ausschuttung proinflammatorischer Cy-
tokine als ursachlich fur eine Ausbreitung des abnormalen Proteins diskutiert
(Glass et al., 2010; Guo und Lee, 2014). Die letzte Uberlegung legt allerdings
eine raumlich nahe Beziehung der involvierten Zellen zu Grunde und ist damit far
die am Mausmodell beobachtete Ausbreitung pathologischen Proteins (Clava-

guera et al., 2009) in weiter entfernte Hirnstrukturen wenig plausibel.
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Die Befunde dieser Arbeit sprechen nicht gegen das Argument, wonach der zu
beobachtenden stereotypen zeitlich-raumlichen Ausbreitung vieler neurodegene-
rativer Erkrankungen eine selektive Vulnerabilitat einzelner Strukturen zugrunde
liegt, die wiederum Ausdruck einer spezifischen zellularen Ausstattung ist
(Mattson und Magnus, 2006; Walsh et al., 2016). Uberlegungen, wonach der in
spateren Erkrankungsphasen bei PSP zu beobachtende VOR-Verlust auf einen
gleichzeitig bestehenden Alterseffekt zurlickzufuhren sein konnte, weisen eben-
falls in die Richtung einer speziellen Vulnerabilitat. Das Argument einer alleinig
altersentsprechenden VOR-Schadigung scheint, bezogen auf die bei der PSP zu
beobachtende Symptomatik allerdings nicht sehr tGberzeugend, da zwischen der
haufig vorkommenden Verschlechterung des VOR im Alter (Baloh et al., 1993,
2001; Li et al., 2015) und einem kompletten Ausfall des VOR, wie er in den End-
stadien der PSP vorkommt, ein erheblicher Qualitatsunterschied besteht. Auch
die in dieser Arbeit zu beobachtende deutliche Zunahme des AT-8-markierten
Neuronenanteils in den Vestibulariskernen, die primar mit der Symptomen-
schwere und nicht dem Patientenalter korreliert, spricht gegen die Annahme ei-
nes reinen Alterseffekts. Es gibt Uberlegungen, wonach bei den Tauopathien
grundsatzlich ein Nachlassen der zellularen Abwehrmechanismen gegenuber ei-
ner Ablagerung pathologischen Taus fir die verstarkte Neurodegeneration ver-
antwortlich sein kdnnte, wodurch auch die erhdhte Inzidenz von Tauopathien in
hdheren Altersgruppen erklart werden konnte (Guo und Lee, 2014; Mudher et al.,
2017). Dass in dieser Arbeit AT-8-markierte Neurone nahezu ausschlieflich in-
nerhalb der Gruppe der NP-NF-exprimierenden Neurone zu finden waren, legt
die Uberlegung nahe, dass die NP-NF-exprimierenden Neurone einer Zellpopu-
lation angehoren, die mdglicherweise nicht nur gegenlber Alterungsprozessen
besonders vulnerabel ist, sondern auch der Akkumulation pathologischer Tau-
Formationen weniger lange standhalten kann und damit die ,Alterungserschei-
nungen®, die NP-NF-positive Neurone mdglicherweise verstarkt zeigen und eine
geringere Widerstandskraft gegenlber pathologischem Tau-Protein eventuell

Hand in Hand gehen oder vielleicht sogar eine ahnliche Ursache haben.

Die Diskussion der ,Prion-Qualitaten“ des Tau-Proteins bezieht sich auf die in
vitro und in vivo gezeigte Fahigkeit mancher Tau-Proteine (Oligomere/Aggre-

gate) bis dato unauffallige physiologische Tau-Proteine zu einer Umformung in
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dieselbe pathologische Tau-Form zu veranlassen sowie die Fahigkeit der Aus-
breitung dieser pathologischen Tau-Formen auch Uber Zellgrenzen hinweg. Uber
die genaue Maschinerie der Weitergabe wird in viele Richtungen geforscht (Guo
und Lee, 2014).

Es gibt vermehrt Hinweise darauf, dass sich die PSP entlang neuronaler Verbin-
dungen ausbreitet (Ahmed et al., 2014; Gibbons et al., 2019). Der Ausbreitungs-
weg scheint dabei nicht auf spezifische Transmitter festgelegt zu sein, da man in
den Bahnen zur Sakkadengeneration eine Taupathologie sowohl in den excita-
torischen pramotorischen Burst-Neuronen wie auch den vorgeschalteten inhibi-
torischen Omnipause-Neuronen findet (Horn et al., 2013). Neben einer antero-
graden Ausbreitungsform pathologischen Tau-Proteins wurde bereits auch auf
die Moglichkeit einer retrograden Ausbreitung pathologischer Tau-Proteine hin-
gewiesen (Wu et al., 2013; Ahmed et al., 2014). Moéglicherweise deutet die in
dieser Arbeit beschriebene progressive Tau-Pathologie in den sekundaren ves-
tibulo-okularen Neuronen auf eine retrograde Ausbreitung der Tau-Pathologie —
ausgehend vom Netzwerk des Sakkaden-generierenden Systems bzw. ihrer ge-
meinsamen Endstrecke — hin. Zur Diskussion stehen als Ausgangsort dieser ret-
rograden Ausbreitung der Tau-Pathologie neben den Kerngebieten der aulderen
Augenmuskeln moglicherweise auch das vom Sakkaden- und VOR-System ge-
meinschaftlich genutzte neuronale Integrationszentrum des Interstitiellen Nu-
cleus von Cajal (IC), welches das Geschwindigkeitssignal der Burstneurone aus
dem RIMLF in ein Augenpositionssignal in den Motoneuronen umwandelt (Helm-
chen etal., 1998, Goldberg et al., 2012, McCrea, 1987a/b, Iwamoto, 1990). Denk-
bar ware auch, dass eine Ausbreitung der Tau-Pathologie Uber direkte Verknup-
fungen zum pramotorischen Sakkadensystem auf dem Boden der inhibitorisch
wirksamen, VOR unterdrickenden Efferenzkopien flir willkirliche Sakkaden
wahrend Kopfbewegungen erfolgt (Goldberg et al., 2012; McCrea et al., 1978
a/b; Roy und Cullen, 1998; Straka et al., 2016).

Fir eine sich nicht diffus, sondern Uber synaptische Kontakte entlang neuronaler
Netzwerke ausbreitende Pathologie sprache in dieser Arbeit auch insbesondere
die in den AT-8-gefarbten Schnitten deutlich erkennbare, komplette Aussparung

mancher benachbarten Strukturen, wie z. B. der oberen Olive (siehe Abb.16), die
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einem anderen System — hier der Hérbahn — angehoren (Moore, 2000; Thomp-
son et a., 2000).

Unter dem Eindruck der sich verdichtenden Hinweise auf eine Ausbreitung der
Tau-Pathologie entlang neuronaler Netzwerke (Ahmed et al., 2014; Franzmeier
et al., 2022) stellen die bereits gut untersuchten Bahnen des Augenbewegungs-
systems zusammen mit einer genauen Diagnostik der Augenbewegungsstorun-
gen, zukinftig eine besonders gute Moglichkeit dar, die Ausbreitungswege der

Taupathologie weiter zu studieren.
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5 Zusammenfassung

PSP ist eine neurodegenerative Tauopathie, deren klinisches Bild von haufigen
Stlrzen und einer progressiven Einschrankung der Okulomotorik gepragt ist.
Charakteristischerweise kommt es hierbei im Verlauf der Erkrankung zu einer
frihzeitigen, progredienten Einschrankung der willkurlichen Sakkaden, wahrend
der vestibulo-okulare Reflex (VOR) erst spat im Erkrankungsverlauf beeintrach-

tigt ist.

In dieser Arbeit sollten die den vestibulo-okularen Reflex vermitteInden sekunda-
ren vestibulo-okularen Neurone in PSP-Fallen unterschiedlicher Erkrankungssta-
dien im Rahmen eines Pilotprojekts daraufhin untersucht werden, ob diese von
Degeneration verschont bleiben, wie es hinsichtlich des klinischen Verlaufs der

okulomotorischen Einschrankung bei PSP zu erwarten ware.

Wahrend die pramotorischen Burst-Neurone des Sakkadensystems des Men-
schen bereits identifizierbar und hinsichtlich Degeneration bei PSP gut unter-
sucht sind, gab es fur die entsprechenden sekundaren vestibulo-okularen Neu-
rone des VOR bisher keinen histochemischen Marker. Daher wurde in dieser Ar-

beit zunachst ein Marker fur die sekundaren VOR-Neurone gesucht.

Im Affengewebe konnen sekundare vestibulo-okulare Neurone an Hand retrogra-
der Tracermarkierungen nach Injektion in den Ncl. Oculomotorius sicher identifi-
ziert werden. Nachdem sich in der Reanalyse einer Doppelimmunfluoreszenz auf
Tracer und nicht-phosphoryliertes Neurofilament (NP-NF) zeigte, dass sekun-
dare vestibulo-okulére Neurone NP-NF enthielten, konnten mit NP-NF als histo-
chemischem Marker putative sekundare vestibulo-okulare Neurone auch in

menschlichem Gewebe identifiziert werden.

Diese Neurone konnten daraufhin durch die Verwendung einer immunhistoche-
mischen Farbung gegen hyperphosphoryliertes Tau-Protein (AT-8) hinsichtlich
Anzeichen von Degeneration untersucht werden. Bei der Analyse von auf NP-NF
und AT-8 angefarbten benachbarten Dinnschnitten zeigte sich ein tendenziell
zum allgemeinen Schweregrad der okulomotorischen Einschrankungen passen-
der Tau-Anteil innerhalb der Gruppe der sekundaren vestibulo-okularen Neu-

rone.
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Bislang wurde als Ursache fur den spaten Ausfall des VOR im Verlauf der PSP
eine zunehmende Schadigung der gemeinsamen motorischen Endstrecke (Hirn-
nervenkerne I, IV und VI) angenommen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit
erscheint nun auch eine fortschreitende Degeneration innerhalb der sekundaren
vestibulo-okularen Neurone als Ursache maoglich. Offen bleibt, ob es sich dabei
um ein sich parallel entwickelndes Geschehen handelt oder ob die Tauopathie
im Sinne einer weiteren Ausbreitungslinie von bereits betroffenen neuronalen
Strukturen — beispielsweise den okulomotorischen Kernen oder auch von Schnitt-
stellen mit dem pramotorischen Sakkadensystem — auf die sekundaren vestibulo-
okularen Neurone Ubergreift. Die Vermutung, dass sich Tauopathien entlang
neuronaler Netzwerke ausbreiten, wird in dieser Arbeit durch die Beobachtung
gestitzt, dass benachbarte Strukturen, die einem anderen System angehoren -
wie zum Beispiel die Neurone des oberen Olivenkomplex - keine AT-8-Markie-

rungen zeigten.
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Anhang

Farbeprotokolle:

Protokoll 1: Nissl-Farbung
Protokoll 2: LFB-Farbung
Protokoll 3: NP-NF/SMI-32-Farbung

Protokoll 4: AT-8-Farbung
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Nisslfarbung fur Paraffinschnitte

Losung:

0,5% Cresylechtviolett Bayer Leverkusen (513459) in Aqua dest.

0,5 ml Eisessig pro 1 Liter Farblosung

Entfetten:
1. 2x15min  Xylol
2. 5min 100% Alkohol
3. 5min 96% Alkohol
4. 5min 90% Alkohol
5. 5min 70% Alkohol
6. 5min Aqua dest.

Farbung:
1. kurz waschen 1% Essigsaure
2. 5-10 min 0,5% Cresylviolett-Farblésung
3. kurz waschen 1% Essigsaure
4. kurz differenzieren 100% Alkohol
5. 2min 70% Alkohol
6. 2min 90% Alkohol
7. 2min 96% Alkohol
8. 2min 100% Alkohol
9. 2x 15 min Xylol
10.eindecken DPX
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Luxolfarbung fur Paraffinschnitte

Losungen:

Luxolblau:

0,1 g Luxol-Fast-Blue, 100 ml 95% Alkohol, 0,5 ml 10% Essigsaure

Karbolfuchsin:

1 g basisches Fuchsin, 10 ml 100% Alkohol, 100 ml 5% Karbol-Wasser (=Phe-
nol);
alles mischen und filtrieren

Fixierung:

10 ml Essigsaure, 10 ml konz. Formalin, 1000 ml Aqua dest.

0,05% Lithiumcarbonatlésung:

0,5 g Lithiumcarbonat, 10000 ml Aqua dest.

Farbung:
1. 2x 15 min Xylol
2. 10 min 100% Alkohol
3. 10 min 96% Alkohol
4. 2h bei 60°C Luxolblau
5. spulen 95% Alkohol
6. spulen Aqua dest.
7. 10 sek 0,05% Lithiumcarbonatlésung
8. 30 sek differenzieren 70% Alkohol
9. spulen Aqua dest.
10.25 sek 0,05% Lithiumcarbonatlosung
11.differenzieren 70% Alkohol
12.25 sek 0,05% Lithiumcarbonatlosung
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13.differenzieren
14.3 min

15.kurz waschen
16.5 min waschen
17.spulen

18.kurz waschen
19.5 min waschen
20.trocknen lassen
21.2x15 min
22.eindecken

70% Alkohol
Karbolfuchsin
Fixierung
Fixierung
Aqua dest.
100% Alkohol
100% Alkohol

Xylol
DPX

- 100 -



NP-NF/SMI 32-Farbung
Mouse-monoclonal antibody to Neurofilaments (SMI-32 Sternberger Monoclo-
nals Incorporated: CatNr. SMI 32 (Lagerungstemperatur: -20°C))

Pufferléosungen:

0,01M Sodium Citrat Puffer, pH6

2,94g Sodium Citrat (C6H5Na307.2H20) in 900 ml Aqua dest.,
auf pH 6,0 einstellen und mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen

TBS

24,2g Trizma Base + 17,0g NaCl in 2000ml Aqua dest., mit HCI auf pH 7,4
einstellen

Losung DAB-Reaktionslosung

20 ml 0,05M TBS, pH 7,6 + 40 mg Ammonium Nickel (gut filtern) + 0,5 ml
von 1% DAB-Stocklésung + 10ul 30% H202

Vorbehandlung:

Schnitte entparaffinieren und rehydrieren

1. 2x 15 min Xylol

2. 5min 100% Alkohol

3. 5min 96% Alkohol

4. 5 min 90% Alkohol

5. 5min 70% Alkohol

6. kurz Aqua dest.

7. 3x3 min in 0,01M Citrat-Puffer, pH 6,0 in Mikrowelle, Stufe 8

(in Plastik-Kuvetten; zwischen den Kochphasen
0,01M Citrat-Puffer nachfullen)
8. 15 min (RT) in Citrat-Puffer abkuhlen lassen
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1. Tag

9. spulen
10.30 min
11.3x 10 min
12.1h (RT)

13.48h bei 4°C

2. Tag

14.3x 10 min
15.1h bei RT
in

16.3x 10 min
17.1h bei RT

18.3x 10 min
19.10 min

20.3x 10 min

21.5 min
22.trocknen lassen
23.5 min

24.5 min

25.5 min

26. 5 min

27.1x 5, 1Xx 15 min
28. eindecken

0,iMTBS,pH 7,4

Peroxidaseblockierung (1% H202 in 0,1M TBS)
0,iMTBS,pH 7,4

Prainkubation: 5% Normal Horse Serum +

0,3% Triton in 0,1M TBS, pH 7,4

1. AK: mouse anti-SMI-32 1:5000 in 5% Normal
Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS, pH 7,4

0,AMTBS,pH 7,4
biotinilierter 2. AK.: biot. Horse anti-Mouse 1:200

0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)
0, M TBS, pH 7,4

Extravidin-Peroxidase 1:1000 in 0,1M TBS

+ 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)

(30 min vorher ansetzen)

0, M TBS, pH 7,4

DAB-Reaktion (0,025% DAB + 0,015% H202 in
0,05M TBS, pH 7,6)

0, M TBS, pH 7,4

Aqua dest.

70% Alkohol
90% Alkohol
96% Alkohol
100% Alkohol
Xylol

DPX
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AT-8-Farbung
Mouse-anti-human-PHF-Tau-monoclonal Antibody (AT8);
Thermo Scientific: MN1020 (Lagerungstemperatur: -20°C)

Produkte:

SuperVision 2; 2-Schritt-Polymersystem.Kit, HRP-konjugiert mit DAB, (Lage-
rungstemperatur 4°C);
(DCS Innovative Diagnostik-Systeme; Kat-Nr.: PDOOOKIT)

SeraPlus (Special Processed FBS), (Lagerungstemperatur -20°C)
(PAN Biotech GmbH, KatNr.: 3702-P111606)

Pufferlésungen:

0,01M Sodium Citrat Puffer, pH6

2,94g Sodium Citrat (C6H5Na307.2H20) in 900 ml Aqua dest.,
auf pH 6,0 einstellen und mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

Blocking-L6sung
1% Serum (BSA) in 0,1M PBS, pH 7,3

12,7 g Na2HPO4 + 3,9 g NaH2PO4 + 85 g NaCl in1000 ml Aqua dest.,
auf pH 7,3 einstellen

Losung DAB-Reaktionslosung

19,5 ml 0,05M TBS, pH 7,6 + 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung
+ 10ul 30% H202

Hamalaun-LAsung fur Gegenfarbung nach Meyer

Hamalaun: 1000 ml Aqua dest. + 1 g Hamatoxilin + 0,2 g Natriumjodat
+ 50 g Kalialaun + 50 g Chloralhydrat + 1 g krist. Zitronensaure

flitrieren und in dunkler Glasflasche lagern
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Vorbehandlung:

Schnitte entparaffinieren und rehydrieren

1. 2x 15 min Xylol

2. 10 min 100% Alkohol

3. 10 min 96% Alkohol

4. 10 min 90% Alkohol

5. 10 min 70% Alkohol

6. kurz Aqua dest.

7. 5x3 min in 0,01M Citrat-Puffer, pH 6,0 in Mikrowelle, Stufe 8
(in Plastik-Kuvetten; zwischen den Kochphasen
0,01M Citrat-Puffer nachfullen)

8. 15 min (RT) in Citrat-Puffer abkihlen lassen

1. Tag

9. waschen 0, 1M PBS, pH 7,3

10.15-20 min Peroxidaseblockierung (1% H202 in 0,1M PBS)

11.5 min Leitungswasser

12.kurz Aqua dest.

13.5 min 0,fM PBS, pH 7,3

14.5 min Blocking-Lésung: 1% BSA in PBS

15.24h bei 4°C Antikdrper: mouse-anti-Tau 1:500 in Blocking-Losung

(1% BSA in PBS)

22.5 min waschen

23.5 min

24 .trocknen lassen

25.5 min

2. Tag
16.2x 5 min 0,fIMPBS, pH 7,3
17.20 min Reagenz SE (DCS-Polymer-Enhancer) mit PBS
18.2x 5 min 0,fIMPBS, pH 7,3
19.30 min Reagenz Poly-HRP mit PBS
20.2x 5 min 0, fIMPBS, pH 7,3
21.10 min DAB-Reaktion (0,025% DAB + 0,015% H202 in

0,05M TBS, pH 8)

auf die Schnitte auftropfen bis sich eine adaquate
Farbentwicklung zeigt

0, M PBS, pH 7,3

Aqua dest.

Aqua dest.
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26.5-10 min
27.10 min blauen
28.kurz spulen
29.5 min

30.5 min

31.5 min

32. 5 min

33.2x 15 min

34. eindecken

Hamalaun-Losung
flieRendes Leitungswasser
Aqua dest.

70% Alkohol

90% Alkohol

96% Alkohol

100% Alkohol

Xylol

DPX
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