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V. Eigenbeitrag zu den Veroéffentlichungen

Beitrag zu Veroffentlichung I: ,In Vivo Assessment of Neuroinflammation in 4-Repeat

Tauopathies”
Im Rahmen meiner Promotion war ich von Beginn an an der Activity of Cerebral Networks,

Amyloid and Microglia in Alzheimer's Disease (ActiGliA)-Studie beteiligt. Gemeinsam mit dem
Betreuer Prof. Dr. med. Brendel wurde ein Studienkonzept erstellt, welches selbststandig
umgesetzt wurde. Zunachst fand zusammen mit den Kliniken fur Neurologie, Psychiatrie und
Psychotherapie sowie dem Institut fir Schlaganfall- und Demenzforschung (ISD) der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen die Patientenrekrutierung statt, was einen regen
interdisziplindren  Austausch erforderlich machte. Des Weiteren gehdrte das
Datenbankmanagement zu meinem Aufgabenbereich, ebenso fuhrte ich mittels der Software
PMOD (Version 3.9, PMOD Technologies Ltd., Zirich, Schweiz) die zeitintensive
Bildverarbeitung und Datenakquise durch. Die gewonnenen Ergebnisse wurden regelmalig
ausgewertet, interpretiert und meinem Betreuer vorgestellt, zudem war ich zu jeder Zeit in
engem Austausch mit den Kolleginnen und Kollegen der mitwirkenden Kliniken.

Als Co-Autorin war ich somit nicht nur an der Durchfiihrung des Forschungsprojekts, sondern
auch an der Datengewinnung malgeblich beteiligt. Nach dem Verfassen des ersten Entwurfs
durch die Erstautorin aus der neurologischen Klinik und Poliklinik des Klinikums der Universitat
Minchen fand ein konstruktiver Austausch mit allen Mitwirkenden statt, der schlieBlich zu der

finalen Version des aufgeflihrten Papers flhrte.

Beitrag zu Veroffentlichung Il: ,Neuroinflammation Parallels 18F-PI-2620 Positron Emission

Tomography Patterns in Primary 4-Repeat Tauopathies®

Aus dem Hauptprojekt meiner Dissertation, das bereits die Analyse der Ausbreitungsmuster
von Mikrogliaaktivierung bzw. TSPO-Expression im Gehirn von Patienten mit einer 4R-
Tauopathie umfasste, wurde Uber mehrere Jahre eine erweiterte Fragestellung abgeleitet,
sodass nach der interdisziplinaren Zusammenarbeit und dem Zusammentragen der
Forschungsergebnisse wegweisende Erkenntnisse gewonnen werden konnten. Auch dieses
Paper istim Rahmen der ActiGliA-Studie entstanden; mein Aufgabenbereich zeigt somit grofe
Uberschneidungen zu dem von Veréffentlichung |. Neben der Patientenrekrutierung fielen
auch hier Datenbankmanagement, Bildverarbeitung mittels PMOD und Datenakquise in
meinen Zustandigkeitsbereich. Zudem fuhrte ich mit den von mir gewonnenen Daten
selbststandig statistische Analysen und Auswertungen durch. Die Ergebnisse wurden
eigenstandig interpretiert und durch zahlreiche Diagramme veranschaulicht. Die daraus
hervorgehenden Ergebnisse lieferten die Idee und den Grundstock fir dieses Paper.
Samtliche TSPO-PET-Daten dieser Verdffentlichung gehen auf die durch mich durchgefiihrte

Datenakquise und Auswertung zurlick. Ebenso konnte ich durch meine Analysen bereits einen
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Zusammenhang zwischen den Ausbreitungsmustern von Neuroinflammation und Tau-
Ablagerungen belegen. Dank des regen interdisziplinaren Austauschs mit allen beteiligten
Forschenden konnten die vielversprechenden Ergebnisse zusammengetragen, diskutiert und

schlieBlich hochrangig verdéffentlicht werden.



1. Einfiihrung

1.1 Die 4-Repeat Tauopathien kortikobasale Degeneration und progressive

supranukleére Blickparese (CBD und PSP)

Als Tauopathien werden eine Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen bezeichnet, deren
gemeinsames pathologisches Merkmal die intrazerebrale Aggregation des Proteins Tau ist [1].
Dieses Protein wird durch das Mikrotubulus-assoziierte Protein-Tau (MAPT)-Gen codiert [1]
und ist das wichtigste axonale Mikrotubulus-assoziierte Protein des zentralen Nervensystems
von Saugetieren [2]. Je nach Anzahl der sogenannten microtubule binding domain repeats
(MTBR) handelt es sich um eine 3- oder 4-Repeat Isoform [3]. So liegt bei Morbus Pick eine
3R-Tauopathie und bei Morbus Alzheimer und der chronisch traumatischen Enzephalopathie
(CTE) eine gemischte 3- und 4R-Tauopathie vor [4]. Bei der kortikobasalen Degeneration und
der progressiven supranuklearen Blickparese bestehen die Tau-Filamente hauptsachlich aus
4R-Tau-Isoformen, sodass man hier von einer 4R-Tauopathie spricht [5]. Histopathologisch
lassen sich die 4R-Tauopathien unter anderem anhand der astrozytaren Morphologie und
Pathologie, der Lokalisation der Gehirnatrophie sowie der bevorzugten Lokalisation der
histopathologischen Merkmale voneinander unterscheiden [6]. Neuere Hinweise lassen
vermuten, dass die Verbreitung des Proteins Tau prionenartig geschieht, indem es nach und
nach in weiteren Zellen Fehlfaltung und eine intrazellulare Aggregation bewirkt [7].

Der klassische klinische Phanotyp der progressiven supranuklearen Blickparese, das
Richardson Syndrom (PSP-RS), das erstmals 1964 durch Steele, Richardson und Olszewski
beschrieben wurde [8], tritt mit einer Pravalenz von etwa 5-7 Fallen pro 100.000 Personen
recht selten auf [9]. Die Pravalenz steigt jedoch nach dem 65. Lebensjahr deutlich an und ist
dann im Vergleich zu den 40- bis 64-Jahrigen mehr als doppelt so hoch [9]. Die
Spitzenpravalenz wird im Alter von 70-74 Jahren erreicht [9]. Das mittlere Alter bei Auftreten
von Symptomen bei Patienten mit einer post mortem gesicherten kortikobasalen Degeneration
wird mit 63,7 Jahren angegeben, wobei das Altersspektrum von 45 bis 77,2 Jahren reicht [10].
Im Durchschnitt vergehen 35,5 Monate nach Symptombeginn bis zur ersten neurologischen
Vorstellung [11]. Die Pravalenz betragt lediglich 1 zu 100.000 [12]. Auch bei der PSP vergehen
nach Symptombeginn drei bis vier Jahre bis zur Diagnosestellung. Zu diesem Zeitpunkt sind
die Symptome bereits deutlich ausgepragt [13]. Zu den klinischen Symptomen der
progressiven supranuklearen Blickparese und der kortikobasalen Degeneration gehdren
neben diversen motorischen Merkmalen, wie zum Beispiel Stlrze aufgrund von posturaler
Instabilitdt, Akinesie, Ganganomalien, Rigiditat, Dystonie und Myoklonien auch abnormale
Augenbewegungen sowie hohere Kortikale Zeichen wie Apraxie, kortikale sensorische
Defizite, kognitive Beeintrachtigungen und Verhaltensveranderungen [10, 14]. Typisch ist auch

der asymmetrische Beginn eines Parkinsonismus, der nicht auf Levodopa anspricht [10].



Als kortikobasales Syndrom (CBS) werden einige dieser klinischen Merkmale definiert,
namlich eine Kombination aus Bewegungsstérungen und héheren kortikalen Zeichen [10, 14].
Allerdings kdnnen diese Merkmale nicht nur bei einem kortikobasalen Syndrom vorkommen,
sondern auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel einem Morbus
Alzheimer oder einer progressiven supranuklearen Blickparese [10, 14]. Vor allem in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien konnen verschiedene Merkmale vieler Syndrome
auftreten [15]. So wird bei vielen Patienten mit einer kortikobasalen Degeneration
falschlicherweise ein Morbus Parkinson, eine PSP, eine Multisystematrophie, ein Morbus
Alzheimer oder eine andere neurodegenerative Erkrankung diagnostiziert [10, 11].
Patienten mit Verdacht auf eine progressive supranukleare Blickparese werden nach den
Movement Disorder Society (MDS) - PSP-Kriterien je nach Wahrscheinlichkeit einer PSP-
Erkrankung in die Klassen ,definite PSP” (hierflr ist derzeit eine neuropathologische
Untersuchung erforderlich), ,probable PSP* (wird bei Vorliegen von hochspezifischen
klinischen Merkmalen flr die PSP diagnostiziert), ,possible PSP* (bei Vorliegen klinischer
Merkmale mit hoher Sensitivitat) und ,suggestive of PSP* (bei Merkmalen, die noch nicht fur
die Diagnose einer mdglichen oder wahrscheinlichen PSP ausreichen) eingeordnet [14]. Wie
auch im Falle der kortikobasalen Degeneration ist es bei der progressiven supranukledren
Blickparese oft sehr schwierig, die Erkrankung frihzeitig und zuverlassig zu diagnostizieren
[14]. Jedoch ist die Diagnosestellung in frihen Krankheitsstadien essenziell fur die
Einschatzung der Prognose, die Zuordnung zu therapeutischen Studien und die Entwicklung
neuer diagnostischer Moglichkeiten [14].

Zur Diagnose einer kortikobasalen Degeneration werden die Armstrong-Kriterien [10]
herangezogen, deren Sensitivitat in einer im Jahr 2020 veréffentlichen Publikation [5] jedoch
lediglich mit 3% im dritten Erkrankungsjahr und 17% in Bezug auf die letzte Dokumentation
angegeben wurde. Die Spezifitdt lag hingegen bei 100% und 99% [5]. Aufgrund der
schwierigen klinischen Unterscheidung von PSP und CBD wurde in den Movement Disorder
Society Kriterien 2017 die Kategorie ,probable 4R-tauopathy“ eingefuhrt [14]. Somit soll die
gemeinsame Diagnose dieser ahnlichen Erkrankungen ante mortem ermoglicht werden,
zudem ergibt sich dadurch eine sehr gute Mdglichkeit fir die neurobiologische Untersuchung
gemeinsamer pathologischer Mechanismen und fir die Entwicklung und den Einsatz
wirksamer Behandlungen [5, 14]. In einer Studie zur Bewertung dieser neuen Kategorie [5]
zeigten sich jedoch lediglich eine Sensitivitat und Spezifitat von 10% und 99% im ersten Jahr
und von 59% und 88% in Bezug auf die letzte Dokumentation. Dieses Ergebnis legt nahe,
dass die klinische Symptomprasentation allein meist nicht ausreicht, um die Mehrzahl der Falle
in frihen Stadien zu diagnostizieren, weshalb es dringend zuverlassiger in-vivo-Biomarker
bedarf, um eine friihe und korrekte Differentialdiagnose zu ermdglichen [5, 8]. Zudem sind

solche Biomarker essenziell, um die pharmakodynamischen Wirkungen neuer Therapien
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nachzuweisen sowie um klinische Studien friihzeitig durchflihren zu kénnen [8]. Denn in friihen
Erkrankungsstadien sind neue Therapien meist am wirksamsten [8]. PET Untersuchungen
stellen eine sehr elegante Mdglichkeit zur in-vivo-Darstellung von pathogenetischen Ursachen
dar.

Trotz stetiger Bemuhungen und zahlreicher klinischer Studien gibt es zum jetzigen Zeitpunkt
keine zugelassenen kausalen Behandlungen, die den Krankheitsverlauf der 4R-Tauopathien
glnstig beeinflussen kdénnen, sodass den Patienten derzeit lediglich symptomatische und
supportive MaRnahmen angeboten werden kdnnen [15]. Laut einer Studie zur kortikobasalen
Degeneration [11] betragt die mediane Uberlebenszeit ab Beginn der Symptome 7,9 Jahre,
wobei bei allen Patienten eine Bronchopneumonie zum Tode fiihrte. Auch die progressive
supranukleare Blickparese ist eine tddliche Erkrankung, die mittlere Uberlebenszeit nach

Diagnosestellung betragt lediglich 2,9 Jahre [8, 9].

1.2 Das Protein Tau als Biomarker

Als Biomarker fir die Diagnose der Tauopathien kénnte das Protein Tau selbst dienen [16],
das bei diesen Pathologien hyperphosphoryliert wird [17] und sich schliel3lich je nach
Erkrankung in Form verschiedener Filamente im Gehirn ablagert [18]. So konnten Brendel et
al. [16] zeigen, dass ein Tau-PET mit dem neuen Liganden ['®F]PI-2620, einem Tracer der
zweiten Generation [19], Patienten mit PSP von gesunden Kontrollen unterscheiden kann. Die
Anreicherung des Tracers war bei den Erkrankten in den subkortikalen PSP-Zielregionen
signifikant erhdht, wobei sie im Globus pallidus internus im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen am starksten ausgepragt war. Sensitivitat und Spezifitat fir die korrekte Diagnose
im Vergleich zu den Kontrollgruppen lagen bei 85% und 77%. Auch eine japanische Studie
[20] beobachtete bei Patienten mit 4R-Tauopathien (CBD, CBS, PSP) im Vergleich zu
Patienten mit Morbus Alzheimer eine Anreicherung von [®F]PI-2620 im Globus pallidus.
Bisher konnte die Tau-Bestimmung lediglich durch eine Liquorpunktion mit Messung der
Konzentration des totalen oder hyperphosphorylierten Taus im Liquor oder post mortem durch
eine neuropathologische Untersuchung des Hirngewebes erfolgen, was auch die einzige
Médoglichkeit darstellte, Informationen Gber die Tau-Verteilung bei verschiedenen Pathologien
zu gewinnen [21, 22]. Die Entwicklung und der klinische Einsatz von Tau-PET Liganden stellen
einen Durchbruch in der weiteren Erforschung der Tauopathien dar [22]. Durch solche
Liganden ist es erstmals moglich, die intrazerebrale Tau-Verteilung bei verschiedenen
neurodegenerativen Erkrankungen in vivo zu lokalisieren und zu quantifizieren [21, 22], sogar
schon in frlhen Erkrankungsstadien [19]. Diese Erkenntnisse konnten zudem einen
entscheidenden Beitrag dazu leisten, die pathophysiologische Rolle der Tau-Aggregation bei
der Erkrankungsgruppe der Tauopathien besser zu verstehen [22]. Die ['®F]PI-2620-PET

Bildgebung hat also ein grofRes Potential, eine zuverlassigere und frihzeitige Diagnose zu
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ermoglichen und zwischen unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen,
maoglicherweise sogar zwischen verschiedenen Tauopathien [22], zu unterscheiden [16, 19].
Auch flr therapeutische Studien, die die pathologische Form des Proteins Tau als Target
nutzen, konnte eine zuverlassigere Diagnose durch einen solchen Biomarker von
entscheidender Bedeutung sein [16].

Zusammenfassend kann man sagen, dass in den letzten Jahren aus diversen Studien
vielversprechende Ergebnisse bezlglich des Potenzials der Tau Positronen-Emissions-

Tomographie zur Erforschung der Tau-Pathologie hervorgegangen sind [22].

1.3 Tau als Angriffspunkt fir Therapeutika

Auch die Untersuchung von Tau als therapeutisches Target ist Gegenstand der Forschung
[23, 24]. Dies scheint besonders vor dem Hintergrund, dass das Ausmal} der Tau-Pathologie
bei einer Alzheimer-Erkrankung eine positive Korrelation mit dem kognitiven Abbau zeigt,
besonders interessant [23, 25]. In den letzten Jahren wurden immer mehr biologische
Funktionen des Proteins Tau enthiillt, die als Angriffspunkt fir therapeutische Ansatze dienen
kénnen [23, 26]. Einige therapeutische Strategien zielen auf die posttranslationalen
Modifikationen des Proteins Tau ab, die teilweise an der pathologischen Aggregation beteiligt
sind [23, 26]. So wurden beispielsweise Tau-Proteinkinase-Inhibitoren zur Regulierung der
Tau-Phosphorylierung, Tau-Acetylierungs- [27] und Glykosylierungs-Inhibitoren entwickelt
[23]. Des Weiteren sind Gentherapien, die durch eine Beeinflussung des Tau-Gens zur Tau-
Reduktion flihren sollen, bereits in klinischer Erprobung [26]. Sehr interessant und
vielversprechend scheinen auch die Anti-Tau-Immuntherapien zu sein, die zu einer
Beseitigung des fehlgefalteten Proteins fihren sollen [23, 24, 26]. Es wurden bereits einige
Tau-Epitope als Angriffspunkt flir sowohl aktive als auch passive Immuntherapien identifiziert
[23, 26]. In einigen Tau-positiven Mausmodellen fiihrte eine Immunisierung zur effektiven
Reduktion der Tau-Pathologie [28, 29, 30], und eine Immunisierung konnte sogar eine
kognitive Beeintrachtigung verhindern bzw. abschwachen [26, 28]. Auf der Entwicklung einer
effektiven Immuntherapie beruht grof3e Hoffnung; es handelt sich hier um den am weitesten
fortgeschrittenen Behandlungsansatz [26].

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert noch keine zugelassene Therapie, die auf dem Tau-Protein
basiert [26, 31]. Das Verstandnis der Tau-Biologie und -Pathologie wird jedoch immer besser
und die Ergebnisse der zahlreichen, darauf aufbauenden praklinischen und klinischen Studien

werden mit Spannung erwartet [23, 24].
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1.4 Neuroinflammation bei neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen

Als Neuroinflammation werden verschiedene Reaktionen des zentralen Nervensystems
zusammengefasst, die das Gehirn zur Aufrechterhaltung der Homdostase durchfiihrt [32]. Als
Reaktion auf externe Faktoren, wie Infektionen, Verletzungen, neurotoxische Reize oder
Ischamie, kommt es zu zahlreichen zellularen und molekularen Mechanismen, die darauf
abzielen, das potenziell schadliche Ereignis zu erkennen sowie den Schaden zu minimieren
bzw. zu reparieren [32, 33, 34]. Bei der akuten Neuroinflammation handelt es sich also um
einen physiologischen Prozess, der das zentrale Nervensystem schiitzen soll [33]. Jedoch
kann Neuroinflammation auch eine Rolle bei der Pathophysiologie bestimmter Erkrankungen
spielen [34]. Wenn die Entziindung fortbesteht und chronisch wird, verursachen die ansonsten
protektiven  Reaktionen eine Schadigung des Gewebes [35]. So werden
neuroinflammatorische Reaktionen neben akuten ZNS-Angriffen auch im Rahmen vieler
neurodegenerativer Erkrankungen, wie zum Beispiel Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson,
bei psychiatrischen Erkrankungen wie einer Depression oder einer Schizophrenie sowie bei
Multiple Sklerose beobachtet [36, 37, 38]. Jedoch ist die genaue pathophysiologische Rolle
der Neuroinflammation weiterhin ungeklart: Es ist sowohl denkbar, dass die chronische
Neuroinflammation mit anhaltender Mikrogliaaktivierung zur Entstehung der Erkrankungen
beitragt, als auch, dass sie eine Folge anderer pathologischer Prozesse darstellt [33].
Aufgrund der Erkenntnisse, dass Neuroinflammation eine Rolle bei der Pathophysiologie
einiger neurodegenerativer und psychiatrischer Erkrankungen spielt, will man sich diese nun
als diagnostisches und therapeutisches Target zunutze machen, und die Entwicklung neuer
Methoden hierfur ist Gegenstand vieler Studien [32, 35].

1.5 Die Rolle der Mikroglia bei heurodegenerativen Erkrankungen

Mikroglia kommen im Gehirn und Rickenmark vor und machen etwa 10 bis 20 Prozent der
gesamten Gliazellen aus [39]. lhre Aufgabe besteht vor allem in der Immunabwehr des
zentralen Nervensystems [39]. Als Folge verschiedener pathologischer Reaktionen innerhalb
des ZNS wird meist zunachst die Mikroglia aktiviert, die morphologische Veranderungen
vollzieht und zum Ort des Geschehens wandert, um phagozytisch aktiv zu werden, weitere
Schaden zu verhindern sowie Entziindungsmediatoren freizusetzen [32, 38, 40, 41]. Die
Mikrogliaaktivierung spielt somit eine wesentliche Rolle bei der Neuroinflammation [34].
Bei chronischer Neuroinflammation jedoch kann die Homdostase nicht aufrechterhalten
werden, denn nach aktuellen Einschatzungen induzieren die beschadigten Neurone eine
Mikrogliaaktivierung, die die Entzindung weiter verschlimmert. Entstehende neuronale
Schaden verursachen wiederum eine unkontrollierte Entzindung und es entsteht ein
Teufelskreis, der die Neurodegeneration fortschreiten lasst [38]. Einigen experimentellen

Studien zufolge kdnnen extrazellulare Ablagerungen, die durch neuronale Verletzungen
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entstehen, eine Mikrogliaaktivierung veranlassen [38]. So ist zum Beispiel bekannt, dass
extrazellulare B-Amyloid-Ablagerungen, wie sie bei einem Morbus Alzheimer vorkommen, zu
einer Mikrogliaaktivierung fihren kénnen [42]. Zudem konnten bei post-mortem-Analysen eine
Proliferation von Mikroglia sowie morphologische Veranderungen dieser Zellen (Vergréf3erung
ihres Somas und Verkleinerung ihrer Fortsatze) bei Vorliegen von neurodegenerativen
Erkrankungen gezeigt werden [33]. Auch weisen immer mehr Anzeichen darauf hin, dass eine
Mikrogliaaktivierung die Verbreitung und Aggregation des Proteins Tau in den Neuronen
férdert und eine signifikante Rolle im Prozess der Neurotoxizitat spielt [43, 44]. Bei mikroglialer
Depletion zeigte sich sowohl ein Riickgang der Tau-Pathologie als auch der Neurotoxizitat
[43], was fur die Entwicklung kausaler Therapiemdglichkeiten besonders interessant erscheint
[44]. Die kontinuierliche Forschung auf diesem Gebiet und die ldentifizierung pathogenetischer
Faktoren lassen hoffen, dass in den kommenden Jahren wirksame Medikamente gegen die

Tauopathien entwickelt werden.

1.6 Das 18kDa Translokator Protein (TSPQO)

Um Neuroinflammation in vivo zu bestimmen, hat sich das 18kDa Translokator Protein

(TSPO), friher als peripherer Benzodiazepinrezeptor bezeichnet [45], als Target besonders
geeignet erwiesen [33]. Das Protein besteht aus funf Transmembrandomanen [33], die sich in
der aulReren Mitochondrienmembran befinden [34]. In der Literatur wird der Einfluss von TSPO
auf mehrere physiologische Prozesse wie Cholesterintransport (,translocator protein®),
Synthese von Steroidhormonen, mitochondriale Oxidation, Immunmodulation, Zellwachstum
und -differenzierung sowie auf pathologische Prozesse bei neoplastischen Pathologien und
neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben [34, 46]. TSPO scheint auch mit einem
mitochondrialen Proteinkomplex, der ,mitochondrial permeability transition pore* (mPTP), zu
interagieren, welcher fir die Regulierung des mitochondrialen Membranpotentials zustandig
ist [47]. Es ist wahrscheinlich, dass TSPO hierdurch auch Einfluss auf den Vorgang der
Apoptose hat [47]. Andere Studien widerlegen jedoch den Einfluss auf Steroidsynthese und
mPTP, sodass die genaue Funktion des Proteins weiterhin unklar ist [48]. Praklinische Daten
weisen aber darauf hin, dass Mikroglia von TSPO-Knockout-Mausen signifikant weniger ATP
produzieren und einen geringeren Sauerstoffverbrauch aufweisen als der Wildtyp, was auf
eine Verminderung der Stoffwechselaktivitat der Mikroglia zurlckfiihrbar sein kdnnte [49].
Die TSPO-Expression von ruhender Mikroglia ist eher gering ausgepragt, doch bei
neuroinflammatorischen Ereignissen wird sie deutlich hochreguliert [41, 50]. Aus diesem
Grund gilt TSPO als Biomarker fir proinflammatorische Prozesse [50] und die gesteigerte
Expression ist bei einer Vielzahl von neurologischen Erkrankungen zu beobachten [41]. Auch
bei Alzheimer-Patienten konnte eine Uberexpression dieses Proteins in bestimmten

Gehirnregionen gezeigt werden [51]. Bezuglich der pathophysiologischen Rolle von TSPO
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wurden Hinweise sowohl auf eine Schutzwirkung als auch auf eine verschlimmernde Wirkung
der Pathologie in Bezug auf die Menge an Phospho-Tau sowie Gedachtnisverlust beobachtet
[33]. Demnach ist es denkbar, dass das Protein TSPO eine duale Wirkung besitzt, abhangig
vom Grad der Aktivierung/Uberexpression oder dem Stadium der Pathologie [33]. Obwohl viel
Uber das Vorhandensein einer entziindlichen Reaktion im Zusammenhang mit der Aggregation
des Proteins Tau berichtet wurde, ist auch die Verbindung zwischen TSPO und Tauopathien

noch nicht vollstandig verstanden [33].

1.7 TSPO als diagnostisches und therapeutisches Target

Obwohl die genauen physiologischen Funktionen von TSPO und dessen pathophysiologische
Rolle bei entziindlichen Prozessen noch immer nicht vollstandig geklart werden konnten [33,
45], hat sich das Protein als besonders relevantes diagnostisches Target erwiesen [34]. Durch
den Nachweis des 18kDa Translokator Proteins mittels spezifischer Tracer kann eine
Mikrogliaaktivierung im Gehirn erfasst werden, und TSPO hat sich zum Target der ersten Wahl
entwickelt, um Neuroinflammation bei neurodegenerativen Erkrankungen mittels Positronen-
Emissions-Tomographie nachweisen zu kénnen [34]. Die quantitative Bestimmung der TSPO-
Spiegel in vivo mittels PET ermdglicht gegentiber anderen Untersuchungsmaoglichkeiten eine
dynamische Beurteilung der Mikroglia bei Entzindungen [52]. Zudem gibt es aktuell kein
anderes bildgebendes Verfahren, das einen derart sensitiven Nachweis aktivierter Mikroglia
ermaglicht [53].

TSPO kénnte auch ein Angriffspunkt flr therapeutische MalRnahmen werden. So konnte
bereits gezeigt werden, dass TSPO-Liganden Entzindungen nach Verletzungen oder in
bestimmten Krankheitszustédnden in vivo beeinflussen und somit neuroprotektiv wirken [45].
Auch experimentelle Modelle belegten eine positive Wirkung von TSPO-Liganden auf
neurodegenerative Erkrankungen und Angststérungen [54]. Weitere Studien sind jedoch
essenziell, um die Rolle von TSPO bei physiologischen und pathophysiologischen Prozessen

besser zu verstehen und somit die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze zu férdern [33].
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2. Zusammenfassung

Die 4R-Tauopathien PSP und CBD stellen eine diagnostische Herausforderung dar; eine
Diagnose erfolgt anhand der Kilinik, allerdings meist erst bei deutlich ausgepragten
Symptomen und wenig zuverlassig [13, 14]. Ziel unserer Studie war daher die Bewertung des
TSPO-PETs mit dem Tracer ['®F]GE-180 als in-vivo-Biomarker fir Neuroinflammation bei
Patienten mit einem kortikobasalen Syndrom bzw. einer progressiven supranukledren
Blickparese, um eine zuverlassigere und frihzeitige Diagnose zu ermdglichen. Zudem wurde
untersucht, ob die Hohe des ['®F]GE-180 Uptakes mit Parametern der Krankheitsprogression
in Zusammenhang steht.

Zunachst wurde die Spezifitat des TSPO-Liganden ['®F]GE-180, einem Tracer der dritten
Generation, fir eine mit 4R-Tau zusammenhangende Mikrogliaaktivierung durch eine
pharmakologische mikrogliale Depletion in einem 4R-Tau Mausmodell bewiesen. In die
folgenden Untersuchungen schlossen wir 30 Patienten mit CBS, 14 Patienten mit PSP-
Richardson Syndrom sowie 13 B-Amyloid negative Kontrollen ein. Die Patienten zeigten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Alters, des Geschlechts, des rs6971
Polymorphismus sowie der Dauer und der Schwere der Erkrankung. Bei elf Patienten wurden
dynamische Scans (0-90 Minuten p.i.) durchgeflihrt, um das passende Zeitfenster fur die
Aufnahmen zu ermitteln, bei den restlichen Patienten und Kontrollen erfolgte auf Basis der
daraus resultierenden Ergebnisse ein statischer 60- bis 80-Minuten p.i. Scan. Die Ermittlung
der Tracer-Aufnahme erfolgte VOl-basiert in sieben subkortikalen und zwdélf kortikalen
Zielregionen, ausgewahlt nach friheren histologischen Untersuchungen, anhand von SUVr
und DVR-Werten.

Wir konnten zeigen, dass die mittels ['®F]GE-180 TSPO-PET messbare TSPO-Expression bei
Patienten mit einer 4R-Tauopathie im Vergleich zu Kontrollen in den meisten subkortikalen
Regionen (Putamen, Globus pallidus internus und externus, Nucleus subthalamicus,
Substantia nigra, Mittelhirn) signifikant erhdht ist, wobei die hochste Differenz zu Kontrollen im
Globus pallidus internus besteht. Passend zur Klinik ist sie bei CBS-Patienten gegeniber
Kontrollen zudem in kortikalen Regionen des Frontallappens, inklusive motorischer Areale
erhdht. Das erhdhte TSPO-Signal entspricht somit der erwarteten Lokalisation und zeigt bei
einem CBS in den subkortikalen Regionen analog zur klinischen Symptomatik ein
asymmetrisches Auftreten, kontralateral zur Seite des klinischen Phanotyps. Besonders stark
ist diese Lateralisierung im Globus pallidus internus und externus ausgepragt. Somit konnten
wir beweisen, dass das ['®F]GE-180 TSPO-PET eine mit 4R-Tau assoziierte
Mikrogliaaktivierung mit hoher Sensitivitdt nachweisen kann. Ein Zusammenhang zwischen
TSPO-Markierung und Blut-Hirn-Schrankenstérung wurde durch die Bestimmung des

Liquor/Serum Albumin-Quotienten ausgeschlossen.
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Nach unseren Berechnungen bestehen keine signifikanten Zusammenhange zwischen der
Hohe des PET-Signals in den Zielregionen und der Auspragung der Klinik, gemessen anhand
von Diagnose-Scores. Trotzdem beobachteten wir bei PSP-Patienten héhere TSPO-PET
Signale in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien, wahrend dies bei CBS-Patienten in friihen
Erkrankungsstadien der Fall war.

Bei geeigneten Personen wurde das sTREM2 (soluble triggering receptor on myeloid cells 2),
ein wichtiger Biomarker der Neuroinflammation, im Liquor bestimmt. Die Hohe des sTREM2-
Werts zeigte keinen Unterschied zwischen CBS-Patienten und Kontrollen, auch eine
Korrelation mit der Erkrankungsschwere konnte nicht nachgewiesen werden. Allerdings
konnten bei TSPO-positiven Patienten hohere sTREM2-Werte bei niedrigem TSPO-Signal
beobachtet werden, ebenso verhielt es sich umgekehrt. Bei CBS-Patienten zeigte sich bei
geringerer TSPO-Markierung sogar ein sTREM2-Peak.

Zusammenfassend konnten wir in unserer bis dato einzigartigen Studie zeigen, dass die im
Erkrankungsspektrum der 4R-Tauopathien auftretende Neuroinflammation mittels 18kDA
Translokator Protein PET dargestellt werden kann. Die Untersuchung kann somit eine
frGhzeitige und zugleich zuverlassige Diagnosestellung unterstitzen. Die Erkenntnisse tber

die Mikrogliaaktivierung kdnnen zudem als Grundlage fur therapeutische Targets dienen.

Mit Hilfe des TSPO-PETs als Biomarker fir die 4-Repeat Tauopathien CBD und PSP wurden
nun die raumlichen Ausbreitungsmuster von Mikrogliaaktivierung als Zeichen der
Neuroinflammation und von Tau-Ablagerungen im Gehirn untersucht und verglichen. Das
Bestreben der Arbeit lag darin, die jeweiligen Verbreitungsmuster insbesondere in funktionell
miteinander vernetzten Hirnregionen 2zu beleuchten und zu analysieren, ob die
Mikrogliaaktivierung mit der Tau-Ausbreitung in diesen funktionell verbundenen Regionen
Ubereinstimmt.

Bei insgesamt 31 Patienten mit klinischem Verdacht auf ein kortikobasales Syndrom (CBS,
n=20) oder klinisch diagnostiziertem PSP Richardson-Syndrom (PSP-RS, n=11) flhrten wir
ein ['®F]GE-180 TSPO- und ein ['8F]PI-2620 Tau-PET durch. Die Beurteilung der funktionellen
Konnektivitat erfolgte anhand von Ruhezustands-fMRT-Daten (EPI-Sequenz) von 69
gesunden, altersangepassten Kontrollpersonen, auf die 232 kortikale und subkortikale Tau-
PET ROIs ubertragen wurden. Mit Hilfe eines Konnektivitdtstemplates wurden die
Verbindungen eines Tau-Epizentrums, definiert als 5% der subkortikalen ROIs mit den
héchsten Baseline-Tau-PET-Z-Scores, analysiert. Die Bewertung der Tau- und TSPO-PET
SUVr-Daten erfolgte anhand von ROI-weisen PET-Z-Scores, die sowohl von den erkrankten
Probanden als auch von den Kontrollen gebildet wurden. Z-Scores iber einem Schwellenwert

von 1,645 wurden als abnormal betrachtet.
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Durch unsere Analysen konnten wir zeigen, dass bei Patienten mit einer 4R-Tauopathie in
Hirnregionen, die funktionell miteinander vernetzt sind, ein hohes regionales TSPO-PET-
Signal mit einem erhdhten regionalen Tau-PET-Signal einhergeht. Die Mikrogliaaktivierung
zeigt sogar ahnliche Ausbreitungsmuster wie das Protein Tau und ist ebenso wie die Tau-
Ablagerungen vor allem in Regionen, die funktionell eng mit den Tau-Epizentren verbunden
sind, stark ausgepragt. Auch die Ahnlichkeit zwischen dem Konnektivitidtsmuster des Tau-
Epizentrums und dem Ausbreitungsmuster im Tau- und TSPO-PET konnten wir belegen.
Dabei zeigen stark vernetzte Epizentren eine starkere globale Verbreitung sowohl im Tau- als
auch im TSPO-PET. AuRRerdem ist ein hohes Tau-PET-Signal im Epizentrum mit einem starker
ausgepragten Tau-PET-Signal in funktionell verbundenen Hirnregionen assoziiert, ebenso
verhdlt es sich mit dem TSPO-PET-Signal. Ob die Entzindung der Tau-Aggregation
vorausgeht oder die Protein-Ablagerungen bereits im Friihstadium eine Inflammationsreaktion
hervorrufen, ist noch unklar.

Zusammenfassend konnten wir belegen, dass sich sowohl Tau-Ablagerungen als auch
Neuroinflammation ausgehend von den lokalen Epizentren in funktionell vernetzte
Hirnregionen verbreiten, wo die mittels PET nachweisbare Mikrogliaaktivierung den Tau-
Signalen entspricht. Eine Kausalitat dieser beiden pathophysiologischen Prozesse ist aufgrund
der ahnlichen Ausbreitungsmuster sehr wahrscheinlich. Da eine héhere globale Vernetzung
und ein starkes Tau- bzw. TSPO-Signal im Epizentrum mit einer starkeren globalen
Verbreitung von Tau bzw. Mikrogliaaktivierung einhergehen, scheint eine individuelle
Vorhersage uber die Progression dieser Pathologie somit moglich zu sein. Zudem kénnen
unsere Erkenntnisse aufgrund der Variabilitdt unserer Kohorte und der &hnlichen
Pathophysiologie der 4R-Tauopathien auch auf andere Erkrankungen aus diesem

Formenkreis Ubertragen werden.
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3. Abstract

The 4R-tauopathies PSP and CBD pose a diagnostic challenge; diagnosis is usually based on
clinical findings but is often made only when symptoms are significantly pronounced and less
reliable [13, 14]. The goal of our study was to evaluate TSPO-PET using the tracer ['®F]GE-
180 as an in-vivo-biomarker for neuroinflammation in patients with corticobasal syndrome or
progressive supranuclear palsy, aiming to enable a more reliable and earlier diagnosis.
Additionally, we examined whether the level of ['®F]GE-180 uptake correlates with parameters
of disease progression.

Initially, the specificity of the TSPO ligand ['®F]GE-180, a third-generation tracer, for microglial
activation associated with 4R-tau was demonstrated through pharmacological microglial
depletion in a 4R-tau mouse model. Subsequent study included 30 patients with CBS, 14
patients with PSP-Richardson syndrome, and 13 B-amyloid negative controls. The patients
showed no significant differences in age, sex, rs6971 polymorphism or disease duration and
severity. Dynamic scans (0—90 minutes post-injection) were performed on eleven patients to
determine the optimal time window for imaging. Based on these results, a static 60—-80 minute
post-injection scan was conducted on the remaining patients and controls. Tracer uptake was
measured in seven subcortical and twelve cortical target regions, selected based on previous
histological studies, using SUVr and DVR values.

We demonstrated that TSPO expression, measurable by ['®F]GE-180 TSPO-PET, is
significantly elevated in most subcortical regions (putamen, globus pallidus internus and
externus, subthalamic nucleus, substantia nigra, midbrain) in patients with 4R-tauopathy
compared to controls, with the highest difference observed in the globus pallidus internus. In
line with clinical presentation, CBS patients also show increased TSPO expression in cortical
regions of the frontal lobe, including motor areas, compared to controls. This increased TSPO
signal aligns with the expected localization and exhibits an asymmetric pattern in subcortical
regions in CBS patients, contralateral to the side of clinical presentation. This laterality is
particularly evident in the globus pallidus internus and externus. Thus, we demonstrated that
['®F]GE-180 TSPO-PET can detect microglial activation associated with 4R-tau with high
sensitivity. A link between TSPO labeling and blood-brain barrier disruption was ruled out by
determining the cerebrospinal fluid/serum albumin ratio.

According to our calculations, there was no significant correlation between the PET signal in
the target regions and the severity of the clinical presentation, as measured by diagnostic
scores. Nevertheless, we observed higher TSPO-PET signals in advanced stages of PSP,
while in CBS patients, these signals were present in earlier stages. In suitable subjects, the
sTREM2 (soluble triggering receptor on myeloid cells 2), a key biomarker for
neuroinflammation, was measured in the cerebrospinal fluid. No difference in sTREM2 levels

was observed between CBS patients and controls, and no correlation with disease severity
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was found. However, TSPO-positive patients with lower TSPO signals showed higher sTREM2
levels, and the reverse was true. In CBS patients, an sTREM2 peak was even observed
alongside with lower TSPO labeling.

In summary, our unique study demonstrated that neuroinflammation occurring in the spectrum
of 4R tauopathies can be visualized using 18kDA translocator protein PET. This approach may
aid in early and reliable diagnosis. Additionally, the insights into microglial activation may serve

as potential therapeutic targets.

Using TSPO-PET as a biomarker for 4-repeat tauopathies CBS and PSP we investigated and
compared the spatial patterns of microglial activation, a marker of neuroinflammation, and tau
deposition in the brain. The aim was to shed light on the respective propagation patterns,
particularly in functionally interconnected brain regions, and to analyze whether microglial
activation matches tau spread in these functionally connected areas. In total, 31 patients with
suspected corticobasal syndrome (CBS, n=20) or clinically diagnosed PSP-Richardson
syndrome (PSP-RS, n=11) underwent ['®F]GE-180 TSPO- and ['®F]PI-2620 tau-PET scans.
Functional connectivity was assessed using resting-state fMRI data (EPI sequence) from 69
age-matched healthy controls, to which 232 cortical and subcortical tau-PET ROIs were
applied. Connectivity of a tau epicenter, defined as the top 5% of subcortical ROIs with the
highest baseline tau-PET-z-scores, was analyzed using a connectivity template. Tau- and
TSPO-PET SUVr data were evaluated using ROI-based PET-z-scores for both patients and
controls. Z-scores above a threshold of 1.645 were considered abnormal.

Our analyses revealed that in patients with 4R-tauopathy, high regional TSPO-PET signals in
brain regions that are functionally interconnected are associated with increased regional tau-
PET signals. Microglial activation follows similar spread patterns to tau protein and is strongly
expressed in regions functionally closely linked to tau epicenters. We also demonstrated a
resemblance between the connectivity pattern of the tau epicenter and the spread pattern
observed in tau- and TSPO-PET. Strongly connected epicenters show greater global spread
in both tau- and TSPO-PET. Furthermore, a high tau-PET signal in the epicenter is associated
with a stronger tau-PET signal in functionally connected brain regions, and a similar pattern is
observed for the TSPO-PET signal. It remains unclear whether inflammation precedes tau
aggregation or if protein deposition triggers an early inflammatory response.

In summary, we demonstrated that both tau deposition and neuroinflammation spread from
local epicenters into functionally connected brain regions, where PET-detectable microglial
activation corresponds with tau signals. A causal relationship between these two
pathophysiological processes is highly probable due to their similar spread patterns. Since
greater global connectivity and strong tau or TSPO signals in the epicenter are associated with

a more extensive global spread of tau and microglial activation, it may be possible to predict
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the progression of this pathology on an individual basis. Additionally, due to the variability
within our cohort and the similar pathophysiology of 4R-tauopathies, our findings may be

transferable to other diseases within the spectrum.
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