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1  Einleitung

1.1 Die Alzheimerkrankheit

Die Alzheimerkrankheit, kurz Alzheimer, ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung welt-
weit (Bertram und Tanzi 2008). Sie weist oftmals einen langsam progredienten, aber bisher un-
heilbaren Krankheitsverlauf auf (DGN und DGPPN 2016). Pathophysiologisch zeichnet sich
die Alzheimerkrankheit durch die Akkumulation und Aggregation der Proteine AB und Tau aus.
Die Aggregate, die als AB-Plaques bzw. Tau-Neurofibrillen erstmals vom deutschen Neurolo-
gen Alois Alzheimer beschrieben wurden, besitzen die Fahigkeit, sich in verschiedene Gehirn-
areale auszubreiten (Tiwari et al. 2019). Der Beginn der Ausbreitung wird sowohl in bestimmten
Strukturen wie dem limbischen System und den subkortikalen Nuklei als auch als direktes Re-
sultat einer synaptischen Dysfunktion diskutiert (Braak und Del Tredici 2011; Selkoe 2002;
Hyman et al. 1984). Neben der Ausbildung der AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen zeigen sich
die fur neurodegenerative Erkrankungen typischen pathologischen Verinderungen der Nerven-
zellen, die in einem Funktionsverlust und/oder Abbau der Nervenzellen resultieren. Im Jaht
2020 waren weltweit ungefahr 55 Millionen und in Deutschland circa 1,5 Millionen Menschen
von einer Demenz betroffen, von denen 50 — 70% auf die Alzheimerkrankheit zurtickzufiihren

waren (DGN und DGPPN 2016; World Alzheimer Report 2015; DAIzZG 2020).

Alzheimer ist eine multifaktorielle Erkrankung, deren Atiologie noch nicht vollstindig geklart
ist. Die Inzidenz ist altersabhingig (DGN und DGPPN 2016). Ein Neuntel der tiber 65-]Jahri-
gen sind von Alzheimer betroffen, wohingegen im Alter von 85 Jahren bereits jeder Dritte er-
krankt ist (Herrup 2015). Insgesamt sind zwei Drittel aller Betroffenen tiber 85 Jahre alt (DAlzG
2020). Zusitzlich zeigt sich ein altersbedingter Ruckgang des Proteostasenetzwerks (Hartl
2017). Das Proteostasenetzwerk kontrolliert unter anderem die Proteinfaltung, den Proteinab-
bau und die Proteinkonzentrationen (Balch et al. 2008). Dementsprechend wird die Akkumula-
tion und Aggregation von Proteinen bei einer Reduktion der Proteostase etleichtert (Massey et
al. 2006). An der Aufrechterhaltung der Proteostase sind viele Regulatoren beteiligt. Hierzu ge-
horen beispielsweise die Chaperone, die endoplasmatische Retikulum assoziierte Degradation
sowie die Autophagie (Parzych und Klionsky 2014; Brehme et al. 2014; Adnan et al. 2016). Im
Alter sinkt die ATP-abhingige Chaperonexpression um 32% (Brehme et al. 2014). Das Proteo-
stasenetzwerk kann jedoch auch altersunabhingig durch vererbte Mutationen gestort werden
(Balch et al. 2008). Neben dem steigenden Alter und/oder dem Ruckgang des Proteostasenetz-

werks kann die Entstehung von Alzheimer durch Mutationen, Umweltfaktoren, Lebensstil und
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Vorerkrankungen begtinstigt werden (Tiwari et al. 2019; Chiti und Dobson 2017; Baumgart et
al. 2015).

1.1.1  Symptome und Krankheitsverlauf

Die Symptomatik von Alzheimer beginnt in den meisten Fillen schleichend und zeigt einen
progredienten Verlauf iiber mehrere Jahre (DGN und DGPPN 2016). Durchschnittlich zeigt
sich bei Alzheimer mit langsam progredientem Verlauf eine Ubetlebensrate von zehn Jahren
nach Symptombeginn (Cohen et al. 2016). Alzheimerpatient:innen weisen eine klinische und
pathologische Heterogenitit auf, wodurch die Diagnosestellung erschwert wird (Twohig und
Nielsen 2019). Erste Anzeichen fiir eine Erkrankung sind oftmals Wortfindungsstérungen und
Probleme mit dem Kurzeitgedichtnis. Im Verlauf der Krankheit zeigen sich zunehmend Beein-
trichtigungen in zeitlicher und o6rtlicher Orientierung, in Alltagskompetenzen sowie in der
Kommunikation. Auflerdem treten im fortgeschrittenen Stadium Verhaltensauffilligkeiten wie
Apathie und Depressionen, Personlichkeitsverdinderungen und eine zunehmende Pflegebedtirf-

tigkeit auf (DGN und DGPPN 2016; Cohen et al. 2010).

Neben der subjektiven Beschreibung der Symptome werden objektive Tests fir die Diagnostik
von Alzheimer durchgefiihrt. Dazu gehoren kognitive Kurztests, Gentests, Liquoruntersuchun-
gen, das Elektroenzephalogramm (EEG) und bildgebende Verfahren wie der Magnetreso-
nanztomographie (MRT) sowie der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) (DGN und
DGPPN 2016). Die Gentests zeigen, ob autosomal-dominante Mutationen in den Genen des
Amyloid-Prikursor-Proteins (APP), Prisenilin-1 (PSEN-T7) und Prisenilin-2 (PSEN-2) vorhan-
den sind oder ob Apolipoprotein E4 (ApoE4)-Allele vorliegen, die mit einer Alzheimerkrank-
heit assoziiert werden (Bekris et al. 2010). Diagnostische Marker fiir eine Alzheimerkrankheit
koénnen ein positiver Amyloid-Nachweis im PET beziechungsweise eine erniedrigte AB-42-Kon-
zentrationen im Liquor sein (DGN und DGPPN 2016; McKhann et al. 2011). Als Marker fur
eine neuronale Stérung gelten erhohte Konzentrationen des Tau-Proteins bzw. des phosphory-
lierten Tau-Proteins im Liquor (DGN und DGPPN 2016). Weitere Anzeichen kénnen eine
Atrophie des medialen Temporallappens im MRT und eine Verlangsamung des EEGs sein
(DGN und DGPPN 2016). Mit kognitiven Tests kann eine Abstufung in leichte, moderate und
schwere Alzheimer vorgenommen werden (DGN und DGPPN 2016; Trzepacz et al. 2015).

Obwohl bereits seit Jahren die klinische Symptomatik und die neuropathologischen Verinde-
rungen der Alzheimerkrankheit erforscht werden, ist die kausale Ursache der Krankheit bisher
nicht bekannt. Daher erfolgt die Therapie trotz zahlreicher Therapieansitze wie zum Beispiel
der Reduzierung von AB- und Taukonzentrationen oder der Stabilisierung der Zelle durch For-

derung des Proteostasenetzwerks bisher rein symptomatisch (Tiwari et al. 2019; Wisniewski und
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Boutajangout 2010; Balch et al. 2008). Mithilfe der Schweregradeinteilung kann die medikamen-
tose Therapie angepasst werden. In Deutschland werden Acetylcholinesterasechemmer bei leich-
ter bis moderater Alzheimer und nicht-kompetitive NMDA-Antagonisten bei moderater bis
schwerer Alzheimer gegeben (DGN und DGPPN 2016). Abhingig vom psychischen Zustand
der erkrankten Person kénnen zusitzlich Antidepressiva und Neuroleptika verschrieben werden
(DGN und DGPPN 2016). Das therapeutische Ziel ist, die Autonomie der erkrankten Person
und deren Lebensqualitit so lange wie méglich zu erhalten (DGN und DGPPN 2016). Insge-
samt weisen Patient:innen eine erhéhte Komorbiditit und eine verkiirzte Lebenserwartung auf

(DGN und DGPPN 2016).

Fir den Amyloidnachweis im PET werden Radioliganden eingesetzt, die an AB binden sollen
(Suppiah et al. 2019). Jedoch konnen die Liganden nur eine Teilmenge von A halten, sodass
nicht die vollstindige Amyloidlast gemessen werden kann (Matveev et al. 2014). Aulerdem kann
eine Amyloid-Positivitit auch bei dlteren Nicht-Alzheimererkrankten auftreten (Herukka et al.
2017). Noch im 60. Lebensjahr ist ein positiver Nachweis unwahrscheinlich, im Alter von 85
Jahren zeigt sich bei Nicht-Alzheimererkrankten hingegen eine tiber 50%ige Wahrscheinlichkeit
fir eine Amyloidlast (Jack et al. 2014). Ob der AB-Nachweis als ein Prodromalstadium von
Alzheimer oder als eine physiologische Alterserscheinung einzuschitzen ist, wird diskutiert

(Suppiah et al. 2019; Twohig und Nielsen 2019).

1.1.2 Klassifikation der Alzheimerkrankheit

Die Alzheimerkrankheit kann in eine sporadische und eine familidre Form unterschieden wer-
den. Die sporadische Alzheimerkrankheit ldsst sich wiederum in einen langsam progredienten
bzw. schnell fortschreitenden Krankheitsverlauf mit spatem bzw. friihem Beginn aufgliedern.

Die familidre Form wird durch autosomal-dominante Mutationen ausgel6st.

Die sporadische Alzheimer umfasst die Alzheimererkrankten, denen keine direkte Ursache zu-
grunde liegt (Twohig und Nielsen 2019). Zwei Drittel der Erkrankten sind weiblich. Dies wird
als Folge der héheren Lebenserwartung von Frauen angesehen (Cohen et al. 2016). 90% aller
sporadischen Alzheimererkrankungen zeigen einen spiten Beginn ab dem 65. Lebensjahr, der
durch einen oftmals langsam progredienten Krankheitsverlauf charakterisiert ist (DGN und
DGPPN 2016; Twohig und Nielsen 2019). Nach der Diagnosestellung wird eine Lebenserwar-
tung von durchschnittlich zehn Jahren angenommen (Cohen et al. 2016). Hauptrisikofaktoren
sind steigendes Alter und hohere ApoE4-Konzentrationen (Alzheimer's association 2018). Mit
steigendem Alter zeigen sich unter anderem mehr inflammatorische Prozesse, erworbene Mu-
tationen und Defizite der Proteinhomodstase, sodass die Zelle anfilliger gegentiber pathologi-

schen Prozessen wird (Moorad und Promislow 2008; Sparkman und Johnson 2008; Balch et al.
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2008). Insbesondere bei einem spiten Beginn der Krankheit ist die Epigenetik entscheidend
(Tiwari et al. 2019). Als wichtigster genetischer Risikofaktor fur Alzheimer mit spiatem Beginn
gilt das Vorhandensein des Apolipoproteins E4 (Yu et al. 2014). ApoE dient der Aufrechterhal-
tung der Hirnfunktionen durch die Kontrolle der Cholesterinkonzentrationen und repariert die
Zellen bei einer Gehirnschidigung (Menta und Swerdlow 2019). Es gibt drei allelische Varian-
ten, von denen Allel 3 mit 78% am haufigsten, Allel 4 mit 15% am zweithdufigsten und Allel 2
mit 7% am seltensten vorkommt (Menta und Swerdlow 2019). ApoE4 beeinflusst die Aggrega-
tion von AB positiv (Yu et al. 2014). Des Weiteren zeigen sich Wechselwirkungen zwischen
ApoE4, Neuroinflammation und Mitochondrienmetabolismus (Menta und Swerdlow 2019).
Ungefihr 15% aller Menschen sind heterozygote Triger, die eine Kopie des Allels besitzen und
ein zwei- bis dreifach hoheres Risiko fir Alzheimer haben. Homozygote Triger mit zwei Ko-
pien des Gens, die 2% der Gesamtbevolkerung ausmachen, zeigen ein acht- bis zehnfach ho-

heres Risiko zu erkranken (DGN und DGPPN 2016; Lee und Han 2013).

Eine andere Form der sporadischen Alzheimererkrankung zeichnet sich durch einen frithen
Beginn aus. Ungefihr 10% aller Erkrankten weisen einen frithen Beginn der Symptomatik zwi-
schen dem 45. und 65. Lebensjahr auf (Cohen et al. 2016; DGN und DGPPN 2016). Diese
Alzheimerform zeigt hdufiger einen schnell fortschreitenden Krankheitsverlauf mit deutlichen
und mannigfaltigen Stérungen der héheren kortikalen Funktionen als die Alzheimer mit spitem
Beginn (DGN und DGPPN 2016). Bei der schnell progredienten Form wird eine Uberlebens-
rate von unter drei Jahren angenommen, wobei das durchschnittliche Uberleben nach der Di-
agnose bei sieben bis zehn Monaten liegt (Drummond et al. 2017). Aulerdem zeigen sich bei
der schnell voranschreitenden Erkrankung eine grof3e Heterogenitit in der AB-Konformation
und mehr proinflammatorische Zytokine (Drummond et al. 2017; Cohen et al. 2015). In der
Literatur werden sowohl eine geringere Hiufigkeit des ApoE4-Allels als auch mehr homozygote
Alleltrager beschrieben (Drummond et al. 2017; Wattmo und Wallin 2017). Den Beginn der
Krankheit ausgenommen lassen sich bei beiden Formen der sporadischen Alzheimer keine Un-
terschiede in Pathophysiologie, Diagnostik und Therapie feststellen (DGN und DGPPN 2016).
Die Morphologie und Lokalisation der Plaques scheinen bei beiden Formen dhnlich zu sein
(Drummond et al. 2017). Die Plaquezusammensetzung zeigt jedoch Unterschiede (Drummond
et al. 2017). Plaques der schnell progredienten Alzheimer beinhalten eher neuronale Proteine,
die langsam progrediente Form hingegen zeigt einen héheren Anteil an Astrozytenproteinen in

ithren Plaques (Drummond et al. 2017).

Die familidre Alzheimerkrankheit (FAD) weist eine andere Pathophysiologie auf (DGN und
DGPPN 2016). Als Ursache gelten die autosomal-dominant vererbten Missense-Mutationen in

den Genen APP, PSEN-1 und PSEN-2 (Wisniewski und Boutajangout 2010; DGN und
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DGPPN 2016). Bisher sind nur Erkrankungen bekannt, die durch eine einzige Mutation ausge-
16st werden (Bekris et al. 2010). Eine Ausnahme bildet hierbei die schwedische Doppelmutation
im APP-Gen (Bekris et al. 2010). Maximal 4% aller Erkrankungen werden auf FAD zurtckge-
fihrt (Wisniewski und Boutajangout 2010; Bekris et al. 2010). Aufgrund der Mutationen weisen
Betroffene oftmals einen frithen Beginn der Alzheimerkrankheit auf (DGN und DGPPN 2016).
Es sind bisher 51 pathogene Mutationen im .4PP-Gen, 219 Mutationen im PSEN-7-Gen und
16 Mutationen im PSEN-2-Gen bekannt (Esquerda-Canals et al. 2017). Mutationen im APP-
Gen, welches im Chromosom 21 lokalisiert ist, konnen abhingig von ihrer Lokalisation die
Plaquebildung bestimmen. Mutationen am Amino (N)-Terminus fithren zu einer erhéhten A§-
Produktion, wohingegen Mutationen nahe dem Carboxyl (C)-Terminus eher zu einem gestei-
gerten Verhiltnis von AB-42 zu AB-40 fithren (Hatami et al. 2017). Mutationen in der AB-Re-
gion, die sowohl die Menge an A als auch das Verhiltnis von AB-42 zu AB-40 erhdhen, zeigen
ein stirkeres Aggregationspotenzial des Proteins (Hatami et al. 2017). PSEN-1 und PSEN-2
sind Bestandteil der y-Sekretase, die fiir die Spaltung von APP benétigt wird (Edbauer et al.
2003). PSEN-1 ist eine Aspartylprotease und gehort zum katalytischen Teil des Komplexes (Ti-
wari et al. 2019). PSEN-2, dessen Gen in Chromosom 1 codiert ist, erleichtert die Reifung von
PSEN-1 (Tiwari et al. 2019; Bekris et al. 2010). Mutationen in PSEN-2 treten sehr selten auf
und scheinen stirker von der Umwelt beeinflusst zu werden als die anderen FAD-Mutationen
(Sherrington et al. 1996). 70% aller FAD werden auf eine Mutation im PSEN-7-Gen, welches
im Chromosom 14 liegt, zurtickgefiihrt. Die Mutationen fithren zu einem frithen bis sehr frithen
Beginn von Alzheimer ab 30 Jahren (Bekris et al. 2010). Mutationen in den Prisenilin-Genen
reduzieren die Aktivitit der y-Sekretase, wodurch die Spaltung von APP modifiziert und AB3-42
vermehrt gebildet wird und sich somit das Verhiltnis zu AB-40 erhéht (De Strooper und
Annaert 2000; Citron et al. 1997; Walker et al. 2005).

1.1.3 Physiologie und Pathophysiologie vom Amyloid-Prikursor- und Tau-Protein

1.1.3.1 Amyloid-Prikursor-Protein

Das Amyloid-Prikursor-Protein (APP) ist ein integrales Typ-1-Transmembranprotein mit gro-
Beren extrazelluliren und kleinen intrazelluliren Dominen (De Strooper und Annaert 2000).
Es wird angenommen, dass APP neuroprotektiv wirkt und der neuronalen Entwicklung dient
(De Strooper und Annaert 2000; Oh et al. 2009). APP kann auf amyloidogene und nicht-amy-
loidogene Weise gespalten werden (Abbildung 1). Der nicht-amyloidogene Weg umfasst das
Spalten, bei dem die o- und y-Sekretase aktiv werden (Tiwari et al. 2019). Die extrazellulire o-
Sekretase spaltet APP in die Proteine APPa und C99 (Tiwari et al. 2019). Die 16sliche Ektodo-

mine APPa, die eine neuroprotektive Wirkung aufweist und die synaptische Plastizitit fordert,
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wird exozytiert (Baratchi et al. 2012). Das Polypeptid C99 wird durch die y-Sekretase, der intra-
membranen Aspartylprotease, in das extrazellulire P3-Peptid und die intrazellulire APP-Do-
mine (AICD) gespalten (Tiwari et al. 2019). AICD, welche nur eine kurze Halbwertszeit auf-
weist, ist moglicherweise an der Ubertragung von Signalen zum Nukleus beteiligt und/oder

interagiert mit zytosolischen Proteinen (Dries und Yu 2008; Cupers et al. 2001).

Der amyloidogene Weg fithrt zur Freisetzung von Af durch g-Sekretase (BACE-1) und y-Sek-
retase (Tiwari et al. 2019). BACE-1, eine membranumfassende Aspartylprotease, ist der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt und spaltet APP, wobei der N-Terminus von Af gebildet
wird (Tiwari et al. 2019). Die Spaltprodukte sind C83 und die 16sliche Ektodomine APPB, wel-
che 15 bis 16 Aminosduren kiirzer als APPa ist. Die y-Sekretase spaltet C83 in AICD und die
AB-Proteine AB-37 bis AB-49 (Dries und Yu 2008). Physiologisch spaltet die a-Sekretase min-
destens 90% des APPs, die restlichen 10% teilt die 8-Sekretase. AnschlieBend spaltet die y-Sek-
retase das C-Terminal (Kametani und Hasegawa 2018). Die Spaltprodukte sind hauptsichlich
APPa, C83, P3 und AICD. APPB und AB werden in geringen Konzentrationen gebildet
(Kametani und Hasegawa 2018). Im pathologischen Zustand tberwiegt die Spaltung durch die
B-Sekretase, wodurch die AB-Konzentration steigt. Geringe AB-Konzentrationen kénnen durch
Proteasen und Mikroglia abgebaut werden (Tabaton und Piccini 2005; Hickman et al. 2008).
Ein gestorter Abbau oder eine gesteigerte Produktion von A fithren hingegen zu Akkumulati-
onen des Proteins (Tabaton und Piccini 2005; Hickman et al. 2008). Die Produktion und Ag-
gregation von AR wird durch folgende Faktoren positiv beeinflusst: FAD-Mutationen, Phos-
phorylierung, hohe Cholesterolkonzentration, oxidativen Stress, Ostrogenabfall, Ischimie und
ApoE4-Allel(e) (Tabaton und Piccini 2005). Abhingig von der AS-Linge zeigen die AB-Prote-
ine verschiedene Eigenschaften. Die hidufigsten und am meisten erforschten Vertreter sind
AB-40 und AB-42 (Tiwari et al. 2019). Uber die anderen AB-Proteine ist bisher wenig bekannt.
AB-38 scheint ebenso wie AB-40 frihzeitig Plaques zu bilden (Carlred et al. 2016). AB-43 scheint
pathogen zu wirken (Saito et al. 2011). Das Protein AB-42 kommt zwar seltener als AB-40 vor,
ist jedoch neurotoxischer und aggregationsanfilliger als AB-40 (Tiwari et al. 2019). Beispiels-
weise konnen AB-42-Akkumulationen den retrograden Lysosomentransport inhibieren, den
oxidativen Stress fur die Mitochondrien erthéhen und Kalziumkanile blockieren (Tiwati et al.
2019). AB-42 bildet zunachst 16sliche toxische Akkumulationen, die spiter aggregieren (Tabaton
und Piccini 2005). Die Akkumulationen von Af weisen eine morphologische Vielfalt auf
(Rasmussen et al. 2017). Wahrscheinlich kénnen APP und A endozytiert werden, sodass Af
in multivesikulidren Korpern — Bestandteile des Lysosom-Endosom-Systems — akkumulieren

und aggregieren kann (Takahashi et al. 2002). Dementsprechend existieren sowohl intra- als
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auch extrazellulire Plaques (Takahashi et al. 2002). Durch Phosphorylierung kénnen das Aggre-
gationspotenzial und die Stabilitit der Aggregate erhéht werden (Kumar et al. 2013; Kumar et
al. 2011). Studien an Mdusen zeigen, dass phosphoryliertes AR zunachst intrazellulir und im
fortgeschrittenen Alter auch extrazellulir reichlich vorkommt (Kumar et al. 2013; Rezaei-

Ghaleh et al. 2010).

Extracellular domain (), tracellular domain
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— [ ]
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der amyloidogenen und nicht-amyloidogenen Spaltung von
APP. Abbildung entstammt Kumar und Walter (2011) und wurde mit der Creative-Commons-Lizenz

CC BY 3.0 publiziert.

1.1.3.2 Tau-Protein

Das Protein Tau wird im mikrotubuliassoziierten Tau-Protein-(M.APT)-Gen auf dem Chromo-
som 17 codiert und kommt in den Neuronen reichlich vor (Neve et al. 1986; Shin et al. 2020).
Durch alternatives Spleiflen entstehen im ZNS sechs verschiedene Isoformen (Abbildung 2),
die durch sich wiederholende Bereiche am C- und N-Terminus unterschieden werden
(Mandelkow und Mandelkow 2012; Goedert et al. 1989). Am C-Terminus kann sich — abhéingig
vom Spleifien des Exons 10 — der Bereich dreimal (3R) oder viermal (4R) in der Mikrotubuli-
bindungsstelle wiederholen (Kametani und Hasegawa 2018). Im adulten menschlichen Gehirn
werden die 3R- und 4R-Isoformen gleichermallen exprimiert (Noble et al. 2013). Die mittlere
Region ist prolinreich und der N-Terminus, welcher sich von den Mikrotubuli wegorientiert,
kann einen Bereich einmal (N1), zweimal (N2) oder keinmal (NO) besitzen (Mandelkow und
Mandelkow 2012; Noble et al. 2013). Tau ist das wichtigste mikrotubuliassoziierte Protein (Shin

et al. 2020). Es fordert den Zusammenbau der Mikrotubuli, stabilisiert diese und beteiligt sich
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am Axontransport (Stamer et al. 2002; Cleveland et al. 1977). Zusitzlich dient es als Projekti-
onsdomine fiir andere Proteine, die mit den Mikrotubuli interagieren, stabilisiert die DNA und
ist an synaptischen Signalen beteiligt (Drubin und Kirschner 1986; Mandelkow und Mandelkow
2012; Sultan et al. 2011). Wihrend der Reifung befindet sich Tau vornehmlich axonal, im aus-
gereiften Stadium kommt es physiologisch auch somato-dendritisch und extrazellulir vor (Man-
delkow und Mandelkow 2012; Noble et al. 2013). Physiologisch extrazellulir vorkommendes

Tau wirkt wahrscheinlich neuroprotektiv (Noble et al. 2013).

Tau besitzt eine hochflexible Polypeptidkette, die nur durch wenig Sekundirstruktur stabilisiert
wird (Mandelkow und Mandelkow 2012). Deswegen ist es im nativen Zustand intrinsisch unge-
ordnet, ungefaltet und hydrophil (Schweers et al. 1994). Das Protein kann viele vorubergehende
Interaktionen eingehen und dabei verschiedene strukturelle und biochemische Konformationen
annehmen (Mukrasch et al. 2009). Das Protein Tau bindet an zytoskelettalen Proteinen, zu de-
nen unter anderem die Mikrotubuli geh6ren und an Membranproteinen (Mandelkow und Man-
delkow 2012). Die Eigenschaften von Tau werden von posttranslationalen Modifikationen wie
Glykosylierung, Phosphorylierung oder Acetylierung beeinflusst (Mandelkow und Mandelkow
2012). Tau besitzt 85 potentielle Phosphorylierungsstellen, von denen die meisten in der pro-
linreichen Domaine liegen (Noble et al. 2013). Physiologisch ist Tau an zwei bis drei Stellen
phosphoryliert (Kopke et al. 1993). Die Bedeutung der Phosphorylierung bei Alzheimer wird
kontrovers diskutiert. Einen dephosphorylierten Zustand zeigt Tau bei einer zu starken Erwar-
mung und bei oxidativem Stress, um die DNA zu schiitzen (Davis et al. 1997; Mandelkow und
Mandelkow 2012). Bei fortgeschrittener Alzheimer zeigt sich hingegen eine vierfach héhere
Phosphorylierung, auch wenn in einem frithen Alzheimerstadium keine Hyperphoshorylierung
von Tau nachweisbar ist (Kopke et al. 1993; Planel et al. 2007; Yen 2011). AuBlerdem kénnen
eine Anisthesie, das weibliche Geschlecht und altersbedingte Konformationsinderungen der
Proteine eine erhéhte Phosphorylierung bedingen (Planel et al. 2007; Terwel et al. 2005;
Buccarello et al. 2017). Die Kinasen Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) und Cyclin-abhingige
Kinase 5 (CDKJ5), die beide Tau phosphorylieren, konnen durch AB aktiviert werden (Tiwari et
al. 2019). Durch eine erhdhte Phosphorylierung erhéhen sich die Tau-Konzentrationen im so-
mato-dendritischen Bereich und die Affinitidt zu den Mikrotubuli verringert sich, sodass die
Mikrotubulistruktur destabilisiert und der Axontransport gestort wird (Noble et al. 2013). An-
dererseits wird beschrieben, dass eine Phosphorylierung — abhingig von der Phosphorylierungs-
stelle — entweder aggregationsfordernd oder aggregationshemmend wirken kann (Schneider et
al. 1999; Igbal et al. 2008). Dementsprechend koénnte eine Hyperphosphorylierung eher den

Zustand der Zelle darstellen, als ein absoluter Marker fiir Alzheimer zu sein (Mandelkow und
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Mandelkow 2012). In der Diagnostik von Alzheimer wird erhohtes phosphoryliertes Tau als
Marker fir eine neuronale Schidigung genommen (DGN und DGPPN 20106).
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Abbildung 2: Die sechs Isoformen von Protein Tau ON3R, 1N3R, 2N3R, O0N4R, 1N4R und 2N4R. Ab-
bildung entstammt Noble et al. (2013) und wurde mit der Creative-Commons-Lizenz CC BY 3.0 publi-

ziert.

Ungebundenes Tau besitzt bei einem funktionsfihigem Proteostasesystem eine fiinftigige Halb-
wertszeit (Bandyopadhyay et al. 2007). Wenn sich die Eigenschaften des Proteins verindern und
das Proteostasenetzwerk Defizite aufweist, kann Tau akkumulieren (Noble et al. 2013; Yen
2011; Friguet et al. 2000). Die Tau-Akkumulationen kénnen sich zu polymorphen Aggregaten
entwickeln, die sich im Gehirn ausbreiten konnen (Goedert und Spillantini 2017). Es existieren
verschiedene Theorien zur Ausbreitung der Tau-Aggregate. Erstens konnte das degenerierte
Tau, welches entweder extrazelluldr aggregiert ist oder aus einer degenerierten Zelle freigesetzt
wurde, durch eine Nachbarzelle aufgenommen werden und dort weitere Aggregate bilden (Frost
et al. 2009). Méglicherweise fungiert APP hierbei als Rezeptor fir die Aufnahme von Tau in die
Zelle (Takahashi et al. 2015). Zweitens kénnten die Tauaggregate tiber anatomisch verbundene
Zellen weitergegeben werden oder drittens konnte die Aggregation durch die Aufnahme in Gli-
azellen beeinflusst werden, da die Gliazellen die Tau-Phosphorylierung férdern (Gorlovoy et al.
2009; Li Liu et al. 2012). Der Mechanismus der Ausbreitung ist noch nicht vollstindig geklart
(Goedert und Spillantini 2017). Jedoch scheint die Ausbreitung mit dem kognitiven Zustand
und der Neurodegeneration einherzugehen (Bejanin et al. 2017; Okamura und Yanai 2017). Eine
Tauopathie tritt auler bei Alzheimer auch in der frontotemporalen Demenz und in der Parkin-

sonkrankheit auf (Medina und Avila 2014).



Einleitung 10

1.2 Theorien zur Bildung von AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen

1.2.1 Amyloidkaskadentheorie und ihre Modifikationen

Die Bildung der AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen sowie die Neurodegeneration sind kenn-
zeichnend fiir den Krankheitsverlauf von Alzheimer. Anfang der 90er Jahre entstand die Amy-
loidkaskadentheorie als Versuch die Ursache der Neurodegeneration zu beschreiben. Die Amy-
loidkaskadentheorie beschreibt anhand eines linearen Krankheitsmodells AB als die direkte Ur-
sache fiir die Neurodegeneration (Hardy und Allsop 1991). Ein verdnderter APP-Metabolismus
— durch Umweltfaktoren, Mutationen und bei der Trisomie 21 durch eine Verdopplung des
APP-Gens — fithrt zu hoheren AB-Ablagerungen, die Plaques bilden (Hardy und Allsop 1991).
Diese Plaques fihren direkt zu Zellschiden, einem Abbau von Transmittern und zur Bildung
von Tau-Neurofibrillen, die wiederum mit einem Zellverlust einhergehen (Hardy und Allsop
1991). Laut der Amyloidkaskadentheorie ist der Zellverlust die Ursache fiir die Demenz (Hardy
und Allsop 1991). Erweiternde Modifikationen der Theorie beschreiben eine durch AB ausge-
l6ste neurodegenerative Kaskade, in der AB direkt und indirekt zum Neuronenverlust fiihren
kann (Hardy und Selkoe 2002; Chiba et al. 2009). Neben dem direkten Zellschaden fithrt AR in
einer Kaskade zu erhohtem oxidativen Stress, Neuroinflammation und Tau-Aggregation
(Nikolaev et al. 2009; Herrup 2015). Hardy und Higgins (1992) beschreiben zum Beispiel eine
AB bedingte Stérung in der Kalzium-Homéostase, in der erhéhte intrazellulire Kalziumkon-
zentrationen die Tau-Aggregation férdern. Die Amyloidkaskadentheorie ist jedoch umstritten
(Twohig und Nielsen 2019). Ein Viertel bis ein Drittel aller dlteren Menschen besitzen Amyloi-
dablagerungen, die teilweise genauso stark ausgebildet sind wie bei Alzheimererkrankten, jedoch
nicht zu kognitiven Beeintrichtigungen fithren (Herrup 2015). AuBlerdem zeigen transgene
Miuselinien mit verschiedenen FAD-Mutationen zwar eine Uberexpression von humanem APP
aber keine Bildung von Tau-Neurofibrillen und/ oder Neuronenverlust (Castellani et al. 2006;
Calhoun et al. 1998; Esquerda-Canals et al. 2017). Teilweise sind keine oder kaum kognitive
Einschrinkungen bemerkbar (Kim et al. 2013). Andererseits dullert sich die seltene familidre
Alzheimerform beim Menschen oftmals durch einen frithen Krankheitsbeginn (DGN und
DGPPN 2016). Demnach scheint Af entscheidend fiir den Krankheitsverlauf zu sein (Herrup
2015). Die haufiger vorkommende sporadische Alzheimerform zeigt sich eher als eine komplexe
systematische Fehlfunktion des Nervensystems mit multiplen Faktoren (Herrup 2015). Mogli-
che Faktoren sind das Alter, das Versagen der Zellzykluskontrolle, eine Neuroinflammation und
eventuell die verstirkte Ablagerung von APP bei neuronalem Stress (Hardy und Higgins 1992;
Herrup 2010, 2015). Es wird von einer neurotoxischen Wirkung der APP-Fragmente AICD,
C83, C99 und P3 ausgegangen (Robakis und Georgakopoulos 2014; Kametani und Hasegawa



Einleitung 11

2018). Insbesondere die Spaltprodukte des C-Terminals fihren bei einer Akkumulation zu einer
neuronalen Stérung (Kametani und Hasegawa 2018). Teilweise wird die Amyloidkaskadenthe-
orie vollstindig negiert und durch die Tauhypothese ersetzt. Laut der Tauhypothese ist das Pro-
tein Tau, welches sich im Gehirn ausbreiten kann, verantwortlich fiir die Demenz (Kametani
und Hasegawa 2018). Braak und Braak (1991) teilten die Ausbreitung der Tauaggregate in sechs
Stadien ein. Demnach beginnt die Ausbreitung in der entorhinalen Region (Stadium 1 und 2),
setzt sich in die limbische Region (Stadium 3 und 4) fort und endet in den neokortikalen Arealen
(Stadium 5 und 6). Da die Ausbreitung von Tauaggregaten mit dem Ausmal} der Demenz kor-
reliert, wird der progrediente Krankheitsverlauf dementsprechend mit der Taupathologie asso-
zilert (Kametani und Hasegawa 2018; Bejanin et al. 2017; Okamura und Yanai 2017). Des Wei-
teren konnen sich Tau-Akkumulationen bilden, bevor AB-Ablagerungen entstehen (Braak und

Del Tredici 2011).

1.2.2 Entstehung von Oligomeren und Amyloidfibrillen

Die Proteine AR und Tau kénnen — wie beispielswiese a-Synuclein in der Parkinsonkrankheit
oder das Prion in der Kreutzfeldt-Jakob-Krankheit — unter bestimmten Umstinden aggregieren
(Chiti und Dobson 2017). Die Aggregation ist ein Prozess, in dem zunichst wenige Molekdile
mit unveranderter Struktur akkumulieren und schlief3lich eine Umstrukturierung zu stabilen (-
Faltblattstrukturen stattfindet (Bleitholder et al. 2011; Plakoutsi et al. 2005; Setio et al. 2000).
Sowohl Tau- als auch AB-Aggregate konnen verschiedene morphologische Formen einnehmen
(Rasmussen et al. 2017; Goedert und Spillantini 2017). Proteine sind dafiir bekannt, dass sie
verschiedene Konformationen abhingig von ihren Bindungspartnern und posttranslationalen
Modifikationen einnehmen kénnen (Dobson 2003; Dunker et al. 2008). Ihr nativer Zustand gilt
zwar als der thermodynamisch ginstigste jedoch nicht als der stabilste Zustand (Hartl 2017). Es
werden strukturierte und unstrukturierte Proteine unterschieden. Bei intrinsisch unstrukturier-
ten Proteinen ist einerseits die Ausbildung von Sekundir-, Tertidr- und Quartdrstrukturen er-
schwert, andererseits gelten sie als bindungsfreudige Proteine (Chiti und Dobson 2017; Dunker
et al. 2008). Das Protein Tau, das physiologisch unstrukturiert vorkommt, nimmt beispielsweise
erst bei einer spezifischen Bindung eine definierte Struktur ein. APP hingegen ist ein gefaltetes
Protein, welches einen unstrukturierten Teilabschnitt besitzt, in dem sich die Aminosaurese-
quenz von AR befindet. Durch die pathologische Spaltung von APP entsteht somit das intrin-
sisch unstrukturierte Protein A (Chiti und Dobson 2017). Die Konformationsinderungen der
Proteine wird durch das Proteostasenetzwerk kontrolliert (Balchin et al. 2016; Balch et al. 2008).
Bei einem Proteostaseversagen, einer erhohten Stabilitit des Proteins und/oder einer erthéhten

Konzentration wird das physiologische Gleichgewicht gestort (Balchin et al. 2016; Chiti und
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Dobson 2017; Hardy und Selkoe 2002). Aus den monomeren Proteinen bilden sich strukturell
unverinderte Proteinakkumulationen mit schwachen Interaktionen (Bitan et al. 2002; Chiti und
Dobson 2017). Durch einen thermodynamisch ungiinstigen Prozess kann sich ein sogenannter
Fibrillennukleus bilden, indem die Proteine eine definierte Struktur einnehmen (Serio et al. 2000;
Bleiholder et al. 2011; Plakoutsi et al. 2005). Das Protein A kann auch monomere Nuklei bilden
(Chiti und Dobson 2017). Insbesondere die 3-Faltblattausbildung der Aminosiaurereste 15 bis
21 tordert die Formation eines Fibrillennukleus (Hsu et al. 2018). Die Bildung eines primiren
Nukleus gilt als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Amyloidfibrillenbildung (Jarrett
und Lansbury 1993). Sobald der primire Nukleus geformt ist, kann dieser durch die Addition
von Monomeren schnell wachsen (Jarrett und Lansbury 1993). Die Polymerisation kann zu der
Bildung einer Amyloidfibrille oder zu der Bildung von sekundiren Nuklei fithren (Chiti und
Dobson 2017). Die sekundiare Nukleation beschreibt die Dissoziation des polymerisierten pri-
miren Nukleus, bei der neue Nuklei gebildet werden, die ebenfalls polymerisieren konnen (Chiti
und Dobson 2017). Die sekundire Nukleation scheint bei der Aggregation von AB und Tau
entscheidend zu sein (Knowles et al. 2009; Ramachandran und Udgaonkar 2012; Cohen et al.
2013).

Die polymorphen Amyloidfibrillen, die einen Durchmesser von ungefihr 10 nm haben und aus
zwei Protofibrillen bestehen, sind geordnet und unldslich (Jarrett und Lansbury 1993; Chiti und
Dobson 2017; Miyakawa et al. 19806). Sie besitzen -Faltblattstrukturen und sind durch weitere
intramolekulare Interaktionen wie Wasserstoftbriickenbindungen und elektrostatischen Kriften
stabiler als der native Zustand (Chiti und Dobson 2017). Amyloidfibrillen besitzen aufgrund der
Ausbildung von B-Faltblattstrukturen eine gesteigerte Farbaffinitit (Chiti und Dobson 2017).
Fir die Untersuchung der Alzheimerablagerungen wird oftmals der Farbstoff Thioflavin ver-
wendet, der die aggregierten Strukturen anfirbt (Hsu et al. 2018). Die Zunahme der Farbaffini-
tit, die mit der Bildung von Amyloidfibrillen gleichzusetzen ist, zeigt einen sigmoidalen Verlauf
(Chitt und Dobson 2017). Der sigmoidale Verlauf wird in drei Phasen eingeteilt (Abbildung 3)
— die Lag-Phase, die Exponentialphase und die Plateauphase (Chiti und Dobson 2017). In jeder
Phase finden die Prozesse der primiren und sekundiren Nukleation sowie die Polymerisation
der gebildeten Nuklei statt, jedoch tiberwiegt in einer Phase meistens ein Prozess (Arosio et al.
2015). In der Lag-Phase tberwiegt die primire Nukleation und die Elongation der primiren
Nuklei (Chiti und Dobson 2017). Die Linge der Lag-Phase ist abhidngig von der Proteinkon-
zentration und der Bildung des Nukleus (Jarrett und Lansbury 1993; Hofrichter et al. 1974). Die
Exponentialphase umfasst die Bildung der sekundaren Nuklei samt ihrer Elongation (Chiti und
Dobson 2017). In der Plateauphase besteht ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der
Amyloidfibrillen (Jarrett und Lansbury 1993).
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Abbildung 3: Darstellung der nukleationsabhingigen Amyloid-Aggregation in Abhingigkeit der Zeit. In
Nukleationsphase (entspricht Lag-Phase) dominiert Bildung der Oligomere. Elongationsphase (ent-
spricht Exponentialphase) umfasst Bildung der Amyloidfibrillen. Griine Kurve zeigt sigmoidalen Verlauf
einer langsamen Lag-Phase und einer schnellen Exponentialphase. Rote Kurve zeigt verkiirzte Lag-
Phase durch Zugabe von priformierten Nuklei. Abbildung entstammt Kumar und Walter (2011) und

wurde mit der Creative-Commons-Lizenz CC BY 3.0 publiziert.

Amyloidfibrillen sind relativ widerstandsfihig gegentiber Umwelteinfliissen sind und besitzen
pathogene Eigenschaften (Chiti und Dobson 2017). Beispielsweise beeintrichtigen sie die Funk-
tion des Proteostasenetzwerks und dienen als Reservoir fiir Oligomere (Cohen et al. 2013;
Balchin et al. 2016). Als Oligomere werden alle Intermediate vom Dimer bis zur Protofibrille
bezeichnet (Youmans et al. 2012). Oligomere kénnen entweder initial oder aus Fibrillen gebildet
werden (Chiti und Dobson 2017). Sie sind in ihrer Morphologie heterogen (Tabaton und Piccini
2005). Die initialen Akkumulationen interagieren nur schwach, sind dementsprechend instabil
und behalten die Struktur des Monomers (Bleitholder et al. 2011; Serio et al. 2000). Sie kénnen
transient vorkommen oder bei fortschreitender Akkumulation intrinsisch umstrukturiert wet-
den, um wie die Amyloidfibrillen 3-Faltblitter auszubilden (Chiti und Dobson 2017). Durch die
Reorganisation gewinnt das Oligomer an Grof3e, Dichte und Stabilitit (Chiti und Dobson 2017).
Besonders die anfinglich 16slichen Oligomere, die aus mehr als drei Proteinen bestehen, werden
als stark neurotoxisch eingestuft, da sie direkt zu Zellschiaden fuhren (Huber et al. 2018; Chiti
und Dobson 2017). Beispielsweise 16sen Oligomere im frithen Stadium von Alzheimer patho-
gene Kaskaden aus, die zur Neurodegeneration beitragen (Shin et al. 2020). Noble et al. (2013)

beschreibt jedoch Tau-Oligomere, die sich physiologisch bilden und nicht toxisch erscheinen.
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Die Pathogenitit wird den vielen hydrophoben Resten an der Oberfliche der Oligomere zuge-
schrieben. Die hydrophoben Reste scheinen durch die Ausbildung von 3-Faltblattstrukturen in

dem Aggregat gebunden zu werden (Chiti und Dobson 2017).

1.2.3 Aufbau und Eigenschaften der AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen

Die Alzheimeraggregate — AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen — besitzen eine morphologische
Vielfalt und kénnen sowohl intra- als auch extrazellulir nachgewiesen werden. Die AB-Plaques,
die aus ungefihr 900 Proteinen gebildet werden, bestehen hauptsichlich aus dem Protein AJ
und zusitzlich amyloidbindenden Proteinen wie ApoE, Ubiquitin und Gliazellproteinen
(Drummond et al. 2018). Es werden diffuse und dichte AB-Plaques beschrieben (Abbildung 4).
Post mortem Analysen von Alzheimerpatienten und -patientinnen zeigen, dass sich im Zentrum
des Aggregats ein Kern aus angeordneten Amyloidfibrillen bildet (Hardy und Allsop 1991;
Miyakawa et al. 1986). Dichte Plaques weisen einen hohen Anteil an strukturierten Amyloid-
fibrillen im zentralen Kern auf (Wippold et al. 2008; Schmidt et al. 1995). Diffuse Plaques schei-
nen einen geringeren bis keinen Anteil an strukturierten Amyloidfibrillen zu besitzen (Wippold
et al. 2008; Schmidt et al. 1995). Die diffusen Plaques werden teilweise als unreife Plaques be-
schrieben, da sie in manchen Studien als Vorlaufer der dichten Plaques angenommen werden,
die im Gegensatz zu den dichten Plaques nicht neurotoxisch wirken (Dickson et al. 1991;
Urbanc et al. 1999; Thal et al. 2006). Andere Studien zeigen, dass diffuse und dichte Plaques in
allen Alzheimerformen auftreten und ahnliche Figenschaften besitzen (Urbanc et al. 1999).
Dementsprechend unterscheiden sich die Plaques nur in ihrer Morphologie. Teilweise konnten
bereits 20 Jahre vor dem Beginn der Symptomatik AB-Akkumulationen nachgewiesen werden

(Tabaton und Piccini 2005).
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Abbildung 4: Morphologische Unterschiede der AB-Plaques: A) dichte AB-Plaques und B) diffuse AB-
Plaques. Abbildung wurde modifiziert und wiederveréffentlicht mit Erlaubnis von der American
Association of Neuropathologists aus dem Artikel von Thal et al. (2000) Abbildung 1, Genehmigung

wurde vom Copyright Clearnace Center iibertragen

Die Tau-Neurofibrillen (NFT), die sich ebenfalls tiber Monate bis Jahre bilden, bestehen aus
gepaarten geraden oder helikalen Filamenten (Miyasaka et al. 2005; Takashima 2013). Die NFT's
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enthalten ungefahr 500 Proteine, die aus dem Protein Tau und taubindenden Proteinen wie
Hitzeschockproteinen oder zytoskelettalen Proteinen zusammengesetzt werden (Drummond et
al. 2018). AuBerdem zeigen sie eine grof3e Resistenz gegeniiber der Proteostase und verbleiben
auch nach der Zelldegeneration stabil (Miyasaka et al. 2005). Die Aggregate des extrazelluliren
Taus werden teilweise auch als ghost-tangles bezeichnet und scheinen eine andere Bindungsaf-
finitat zu besitzen (Miyasaka et al. 2005). Sowohl AB-Plaques als auch Tau-Neurofibrillen besit-
zen eine neurotoxische Wirkung, sodass sie zu dystrophischen Neuriten, einem gestérten Axo-
ntransport und durch die Aktivierung der Mikroglia zu einer Neuroinflammation fithren kénnen
(Gowrishankar et al. 2015; Tiwari et al. 2019). Infolgedessen fihren die Aggregate in gegensei-
tiger Beeinflussung zu einer Neurodegeneration und Ausbreitung der AB-Plaques und Tau-Neu-
rofibrillen (Tiwari et al. 2019). Insbesondere gekiirzte Tau-Proteine, die bspw. durch die Caspase
3 ausgelOste proteolytische Spaltung entstehen, und am N-Terminal gektrzte AB-Proteine, die
vermehrt in FAD auftreten, zeigen ein besonders hohes Aggregationspotenzial und bilden hiu-

fig das Zentrum des Aggregats (Cho und Johnson 2004; Russo et al. 2000).

1.2.4 Metabolismus der AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen

AB- und Tau-Aggregate bilden sich Jahre, bevor die Symptomatik von Alzheimer beginnt. Im
Krankheitsverlauf konnen sich die Aggregate im Gehirn ausbreiten. Eine besonders starke Ab-
lagerung von AR zeigt sich beim Ubergang in die klinisch auffillige Alzheimerdemenz (Kadir et
al. 2012). Sobald ein moderater Schweregrad von Alzheimer erreicht ist, scheint die Ausbreitung
zu stagnieren (Kadir et al. 2012; Villemagne et al. 2011). Post mortem Analysen von humanen
Hirnschnitten unterstiitzen diese Annahme, da AB-Plaques unabhingig vom Schweregrad der
Demenz 15-20% der gesamten Kortexoberfliche einnehmen (Urbanc et al. 1999). Zugleich
werden die Proteine APP und Tau weiterhin produziert, obwohl ihre Transkription herunterre-
guliert wird (Ciryam et al. 2016). Zudem scheint die GréBe der Plaques im Krankheitsverlauf
stabil zu bleiben und vom Beginn der Alzheimererkrankung abhingig zu sein, da die Plaques
bei Alzheimererkrankten mit frithem Beginn gréBer als die Plaques beim spiten Beginn sind

(Serrano-Pozo et al. 2012).

AuBlerdem zeigen sich (Abbildung 6) groBlere Plaques bei Alzheimer im Vergleich zu den
Plaques bei Nicht-Alzheimererkrankten (Serrano-Pozo et al. 2012). Uber das Wachstum entste-
hender Plaques und den Metabolismus bereits existierender Plaques ist wenig bekannt. Mikro-
skopisch werden, wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, diffuse und dichte Plaques unterschieden
(Schmidt et al. 1995). Es existieren verschiedene Hypothesen beztglich des Wachstums der
dichten Plaques. Einerseits wird die Bildung eines zentralen strukturierten Kerns aus Amyloid-

fibrillen beschrieben (Miyakawa et al. 1986). In der Peripherie dieser Plaques zeigt sich ein Kranz
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aus Monomeren oder Oligomeren, die noch keine (B-Faltblattstruktur ausgebildet haben
(Schmidt et al. 1995). Andererseits werden Plaques mit unstrukturiertem Zentrum dargestellt,
die von einem strukturierten Kranz umgeben sind (Jin et al. 2003). Bei diesen Plaques wird
entweder eine intrinsische Umstrukturierung oder ein Wachstum der peripheren Amyloidfibril-
len Richtung Plaquezentrum vermutet (Jin et al. 2003). Aufgrund von technischen Limitationen
ist tiber das Wachstum der Plaques wenig bekannt. Post mortem Untersuchungen zeigen ledig-
lich den Zustand des Ablebens. Ante mortem durchgefithrte PET-Studien kénnen zwar non-
invasiv die AB-Last anzeigen, jedoch kann die gesamte AB-Last nicht dargestellt und nur eine
relativ kurze Bildgebungszeit gewihrleistet werden, bis das Kontrastmittel nachlasst (Matveev
et al. 2014; Suppiah et al. 2019). Somit ist es nicht méglich Verinderungen in den Plaques fest-

zustellen.
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Abbildung 5: Korrelationen der Plaquegréfle in Abhingigkeit des Krankheitsverlaufs und in Abhingig-
keit des Alters bei Symptombeginn (A, B, C, D). Messungen von der 10D5-positiven Plaquegréfie und
der Thioflavin-S-positiven Plaquegréfie korrelieren nicht mit Krankheitsverlauf (A, B). Die Messungen
zeigen eine stark negative Korrelation mit dem Alter bei Symptombeginn (C, D). Graphen reprisentieren
Mediane der Gréfienverteilung von Alzheimerpatienten und -patientinnen. Wiederverdffentlicht mit Er-
laubnis von der Oxford University Press aus dem Artikel von Serrano-Pozo et al. (2012) Abbildung 2,

Genehmigung wurde vom Copyright Clearnace Center tibertragen

Aus diesem Grund wurden transgene Miuse entwickelt, um bestimmte Aspekte wie beispiels-
weise das Wachstum der Plaques in der Alzheimerkrankheit zu untersuchen, obwohl die Méu-
selinien nicht das komplette Krankheitsbild darstellen konnen (Castellani et al. 2006; Esquerda-
Canals et al. 2017). Die transgenen Maiuse entwickeln innerhalb weniger Tage bis Wochen

Plaques, die stabil in Grée und Morphologie verbleiben (Meyer-Luehmann et al. 2008; Christie
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et al. 2001; Yan et al. 2009; Burgold et al. 2011). Auch in den Miusestudien zeigen sich poly-
morphe Aggregate, die in diffuse Plaques und dichte Plaques mit strukturiertem oder unstruk-
turiertem Zentrum unterschieden werden (Nilsson et al. 2007). Das Plaquewachstum ist vom
Alter der Maus, der Proteinkonzentration und der reaktiven Mikroglia abhingig (Yan et al. 2009;
Meyer-Luehmann et al. 2008). Méglicherweise bildet sich zunichst ein stabiles Zentrum, an das
sich AB-bzw. Tau- Proteine konzentrationsabhingig anlagern kénnen (Michno et al. 2021; Yan
et al. 2009). Durch die Aktivierung von Gliazellen und anderen Gewebefaktoren kénnten die
Plaques in ihrem Wachstum gestort werden, sodass sich ihre Grof3e nicht mehr verindert (Yan
et al. 2009; Meyer-Luehmann et al. 2008). Die neusynthetisierten Proteine A oder Tau kénnten
ein Gleichgewicht im An- und Abbau besitzen, sodass sich die Proteine nicht mehr in die Ag-
gregate des menschlichen Gehirns einlagern kénnen (Hyman et al. 1993). Da sich die Proteinak-
kumulationen tiber viele Jahre entwickeln, sich dann in ihrer GroéBe nicht mehr dndern und in
ithrer Ausbreitung stagnieren, wird eine strukturelle Stabilitit der Plaques angenommen
(Wildburger et al. 2018; Kadir et al. 2012; Serrano-Pozo et al. 2012). Dennoch konnten bei
Alzheimererkrankten durch den Einbau stabiler Isotope dynamische Plaques nachgewiesen wer-
den (Wildburger et al. 2018). Dementsprechend kénnten sich die Plaques auch in einem dyna-
mischen Gleichgewicht mit ihrer Umgebung befinden, sodass die konstante Plaqueanzahl auf
ein Gleichgewicht zwischen Aggregation und Disaggregation der Plaques zuriickgeftihrt werden

kann (Cruz et al. 1997; Wildburger et al. 2018).
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Abbildung 6: Vergleich der Plaquegréf3enverteilung zwischen Alzheimer- und Nicht-Alzheimererkrank-
ten (A, B). 10D5-positive Plaques von Alzheimer- und Nicht-Alzheimererkrankten zeigen keine signifi-
kanten Unterschiede (A) dichte Thioflavin-S-positive Plaques sind bei Alzheimererkrankten signifikant
groBer als die Plaques der Nicht-Alzheimererkrankten (B). Streudiagramm zeigt Mediane der Plaquegré-
Benverteilung von Alzheimer- und Nicht-Alzheimererkrankten. Wiederveréftentlicht mit Erlaubnis von
der Oxford University Press aus dem Artikel von Serrano-Pozo et al. (2012) Abbildung 1, Genehmigung

wurde vom Copyright Clearnace Center Ubertragen
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1.3  Ziel der Arbeit

Seitdem Alois Alzheimer 1906 erstmals die Plaques und Neurofibrillen beschrieb, wurde viel zu
der nach ihm benannten Krankheit geforscht. Trotzdem verbleiben einige Aspekte der Erkran-
kung ungeklart. Unter anderem ist bisher wenig tiber den Metabolismus der Aggregate bekannt.
Es wird kontrovers diskutiert, ob die Plaques eine strukturelle Stabilitit oder ein dynamisches
Gleichgewicht mit ihrer Umgebung aufweisen. Aus diesem Grund ist das Ziel dieser Arbeit, den
Metabolismus der AB- und Tau-Aggregate zu untersuchen. Hierfiir wurde die Nanoskala-Se-
kundirionen-Massenspektrometrie (NanoSIMS) verwendet (Abbildung 7). Die Technik beruht
auf der Bildung eines negativ- oder positivgeladenen Primarionenstrahls, der senkrecht auf die
Oberfliche des Priparats trifft und Sekundirionen herauslést. Die Sekundirionen weisen eine
entgegengesetzte Ladung zum Primiérionenstrahl auf und kénnen sich deshalb koaxial zum Pri-
mirionenstrahl ausbreiten. AnschlieBend werden die Sekundarionen durch ein Massenspektro-
meter getrennt und gemessen. Es entstehen sieben quantitative Bilder, von denen sechs aus
gemessenen Isotopen und eins durch Elektronen gebildet werden. Mithilfe von NanoSIMS soll
der Einbau von verschiedenen Isotopen untersucht werden. Es wurden die zwei transgenen
Miuselinien 5xFAD und Tau-P301L ausgewihlt, um sowohl die AB-Plaques als auch die Tau-
Neurofibrillen untersuchen zu kénnen. Die 5xFAD-Miuselinie besitzt fiinf familidre Alzhei-
mer-Mutationen, von denen drei im 4PP-Gen und zwei im PSEN-7-Gen liegen, die zu einer
Uberexpression von APP und zu einer Bildung von AB-Plaques fithren. Die Tau-P301L-Miu-
selinie, deren Mutation im MAPT-Gen liegt, bildet hingegen Tau-Aggregate. Die Mduse wurden
tiber drei Wochen mit PC-Lysin reicher Nahrung gefiittert. Lysin ist eine Aminosiure, die fiir
die Produktion von neuen Proteinen benétigt wird. °C ist ein stabiles Isotop, welches physio-
logisch zu 1,05% vorkommt und als nicht toxisch gilt. Mit der Fluoreszenzmikroskopie wurden
Fluoreszenzbilder erstellt, in denen die Plaques lokalisiert werden. Die Inkorporation von C
in die Plaques im Vergleich zu anderen zelluliren Bereichen soll mit NanoSIMS bestimmt wer-
den. Zusitzlich wurde der "C-Einbau vom Zentrum bis in die Peripherie der Aggregate unter-
sucht. Wenn sich dabei eine deutliche Inkorporation von °C in den Aggregaten zeigt, kénnen
dynamische Plaques vermutet werden. Stabile Plaques hingegen wiirden keinen bzw. lediglich
in der Peripherie einen "C-Einbau aufweisen. Zusitzlich soll mit dieser Technik der Phospho-
rylierungsgrad der Aggregate bestimmt werden, um zu tiberpriifen, ob eine verstirkte Phospho-

rylierung der Proteine AB- und Tau aggregationstérdernd wirkt.
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Abbildung 7: Autbau NanoSIMS mit Darstellung der Primérionenquelle zur Generierung des Primirio-
nenstrahls (gelb), anschlieBende Bildung des Sekundirionenstrahls (rot) und Trennung in Massenspekt-

rometer (gelb). Abbildung entstammt Richter et al. (2017) und wurde mit der Creative-Commons-Lizenz

CC BY 3.0 publiziert
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2 Material und Methoden

Die transgenen Miuse wurden zunichst im deutschen Zentrum fiir neurodegenerative Erkran-
kungen (DZNE) von der Forschungsgruppe Schneider mit "C-Lysin gefiittert und pripatiert.
Die Priparate aus den Gehirnen der Miuse dienten anschlieend der Herstellung der Fluores-
zenzbilder am Institut fiir Neuro- und Sinnesphysiologie der Universitit Gottingen und der
NanoSIMS-Bilder am Leibniz Institut fir Ostseeforschung in Warnemiinde (IOW). Die an-
schlieBende Bildbearbeitung sowie die Bildanalyse wurden von der Autorin durchgefihrt. In
den folgenden Abschnitten werden die Praparation der Mause, die Herstellung der Fluoreszenz-

und NanoSIMS-Bilder sowie die anschlieBende Bildbearbeitung und -analyse beschrieben.

2.1 Herstellung der Priparate aus transgenen Miusen

Fir die Untersuchung wurden die transgenen Mauselinien 5xFAD und Tau-P301L (siche Ab-
schnitt 3.1) genutzt, die AB-Plaques bzw. Tau-Neurofibrillen ausbilden (Oakley et al. 2006; Shin
et al. 2020). Insgesamt wurden von jeder Miuselinie drei 27 Wochen alte Miuse verwendet. Die
Miuse wurden von der Forschungsgruppe Schneider (Prof. Dr. Anja Schneider und Dr. Beate
Koch) am DZNE {iber drei Wochen mit C-Lysin angereichertem Futter ernihrt (Chen et al.
2015). Kohlenstoff besitzt zwei stabile Isotope, von denen "*C mit 98,95% am hiufigsten vor-
kommt. Das stabile "C-Isotop ist zu 1,05% vorhanden (Richter et al. 2017). Mit der Aminosiure
Lysin, die neben dem Muskelaufbau auch fiir den Aufbau von anderen Aminosiuren und Pro-
teinen benétigt witd, sollte das stabile Isotop °C in die Zellen der Maus eingebaut werden. Nach
21 Tagen wurden die Méduse mit 4%igem Paraformaldehyd perfundiert, um die Zellen zu fixie-
ren. Nachfolgend wurden Gehirnschnitte von 100 pm angefertigt und mit spezifischen Anti-
korpern angefirbt. Die 5xFAD-Miuse wurden mithilfe des Antikérpers 6E10 angefirbt, der
mit den Aminosdureresten 1 bis 16 des humanen AB-Proteins reagiert und somit auch APP
erkennt (Biolegend 2018; Youmans et al. 2012). Fir die Gehirnschnitte der Tau-P301L-Mau-
selinie wurde der Antikérper PHF-1 verwendet, der an den phosphotylierten Serinen Ser™ und
Ser* des menschlichen Taus bindet (Schmidt et al. 1995; Otvos et al. 1994; Huber et al. 2018).
Die Gehirnschnitte wurden anschlieBend in LR-White, einem Acrylharz, eingebettet. Die Ein-
bettung in LR-White ist mit der nachfolgenden Mikroskopie kompatibel und fihrt zu einer
geringeren Autofluoreszenz des Priparats als andere Einbettungsharze (Saka et al. 2014). Mit

einem Mikrotom wurden 200 nm Schnitte aus den eingebetteten Priparaten erstellt.
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2.2 Entstehung der zu untersuchenden Bilder aus den Priparaten

Die Praparate dienten der Herstellung von Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bildern. Fiir jedes Pri-
parat wurden zwei Fluoreszenzbilder und sieben NanoSIMS-Bilder erstellt. Die Fluoreszenzbil-
der und die Anleitung der NanoSIMS-Aufnahmen wurden durch Dr. Sebastian Jihne (Univer-
sitatsmedizin Gottingen) hergestellt. Die NanoSIMS-Bedienung wurde von Dr. Angela Vogts
(IOW) durchgefiihrt. Die Autofluoreszenz wurde im Kanal C = 0 und die Fluoreszenz mit der
spezifischen Antikorperfirbung im Kanal C = 1 bildlich dargestellt. In den Fluoreszenzbildern
wurden vier Bereiche definiert, die in Abschnitt 2.4 niher erliutert werden. Diese Bereiche
konnten mit den NanoSIMS-Bildern auf ihren Metabolismus analysiert werden, indem die C-
Inkorporation in neue Proteine sowie der Einbau von Phosphor und Schwefel untersucht

wurde.

2.2.1 Fluoreszenzbilder

Die Fluoreszenzbilder wurden mit dem inversen Mikroskop Eclipse Ti-E der Firma Nikon er-
stellt. Das Mikroskop war mit einem 100x 1,59 N.A. Objektiv und einer 1,5x Optovarlinse aus-
gestattet. Vor dem Objektiv war ein Neutraldichtefilter 2 (ND 2) angebracht, der die Lichtin-
tensitit um die Halfte reduzierte, um eine 50%ige Transmission zu erzeugen. Mit der Hoch-
druck-Quecksilberdampflampe HBO 100 W der Firma Nikon wurde die notwendige Belich-
tung der Priparate erzeugt. Mithilfe der Software Nikon NIS-Elements konnten die Bilder
durch die ladungsgekoppelte Vorrichtungs (CCD)-Kamera Andor iXON X3897 aufgezeichnet
werden. Durch die CCD-Kamera wurde das emittierte Licht in elektrische Signale umgewandelt.
Mithilfe von Filtersystemen wurde die Fluoreszenz in zwei verschiedenen Kanilen Autofluo-
reszenz (C = 0) und Fluoreszenz mit spezifischer Antikérperfirbung (C = 1) ermittelt (Abbil-
dung 8). Die Fluoreszenz beschreibt die Emission von Licht, wenn ein Molekil ein Photon
abgibt und somit von einem angeregten in einen nicht angeregten Zustand ubertritt. Das Ab-
strahlungslicht ist dabei langwelliger und energiedrmer als das Anregungslicht. Um das emittierte
Licht vom anregenden Licht zu unterschieden, muss das Licht gefiltert werden. Das Anregungs-
licht wird durch einen Anregungsfilter getrennt, der vor allem fiir die Fluoreszenz anregenden
Wellenlingen durchlissig ist. Das gefilterte Licht trifft auf das Praparat, wodurch das Abstrah-
lungslicht entsteht. Dieses Abstrahlungslichtwird wieder in einem Sperrfilter getrennt, der vor
allem eine Transmission von energieirmeren Wellenlingen zuldsst und das Fluoreszenzlicht
herausfiltert. Das Mikroskop Eclipse Ti-E ist ein Auflichtmikroskop, bei dem die Fluoreszenz
auf derselben Seite nachgewiesen wird, von der die Anregung erfolgt. Aus diesem Grund wird
ein Strahlteiler genutzt, der das Anregungslicht zum Priparat fihrt und zusitzlich als Sperre fiir

das kurzwellige Licht im Abstrahlungsstrahl fungiert.
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Der Kanal C = 0 zeigt die Autofluoreszenz des Priparats bei kurzwelligem Licht. Eine Auto-
fluoreszenz tritt bei konjugierten Doppelbindungen wie zum Beispiel bei Lipidinklusionen oder
nach einer Fixierung mit Epoxidharzen auf. Somit ist die Autofluoreszenz relativ unspezifisch
und kann zu starken Hintergrundsignalen fihren. Fir die Autofluoreszenzbilder im Kanal
C =0 wurde der Anregungsstrahl durch den Anregungsfilter mit einer Zentralwellenlinge
(CWL) von 470 nm und einer Bandbreite (BW) von 40 nm getrennt. AnschlieBend traf der ge-
filterte Anregungsstrahl auf das Praparat und das Abstrahlungslicht entstand. Nur Wellenlingen
ab 495 nm wurden durch den Strahlteiler gelassen. AnschlieBend wurde das Licht durch den
Sperrfilter (CWL 525 nm und BW 50 nm) getrennt und somit das Fluoreszenzlicht gefiltert, das

von der Kamera aufgefangen wurde.

Im Kanal C =1 entstand das Fluoreszenzbild mit spezifischer Antikérperfirbung. Hierfir
wurde der Anregungsstrahl durch einen Anregungsfilter (CWL 620 nm und BW 60 nm) ge-
trennt. Der Strahlteiler lie(3 lediglich die Wellenlingen ab 660 nm des Abstrahlungsstrahls durch.
Mit dem Sperrfilter (CWL 700 nm und BW 75 nm) wurde das Fluoreszenzlicht herausgefiltert,
das mit der Kamera in ein elektrisches Bild umgewandelt wurde. Die Fluoreszenzbilder waren

53,76 um*53,76 pm grof3.

Abbildung 8: Fluoreszenzbilder mit Autofluoreszenz (Kanal C = 0) und mit spezifischer Antikérperfir-

bung (Kanal C = 1); grauer Balken entspricht 10 pm

2.2.2 NanoSIMS-Bilder

NanoSIMS ist eine destruktive Technik und wird daher erst nach der Anfertigung der Fluores-
zenzbilder angewendet. Weil mit NanoSIMS der isotopische Einbau der Priparate gemessen
werden kann, wurden die Priparate der transgenen Miuse auf den Einbau der “C, *'P und *’S-
Isotope untersucht. Hierfir wurden Isotopenverhiltnisse genutzt, mit denen bestimmte Berei-
che (in Abschnitt 2.4 beschrieben) verglichen wurden, um den Metabolismus in den Af- und

Tau-Aggregaten zu bestimmen.
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NanoSIMS ist ein optimiertes Sekundirionen-Massenspektrometer, in dem die Ionenoptiken
koaxial ausgerichtet werden. Diese Modifikation fuhrt zwar zu einem kleineren Primirio-
nenspot, erhoht jedoch die Transmission von Sekundirionen und die laterale Auflésung. Es
wird ein fokussierter Primirionenstrahl generiert, der senkrecht auf die Oberfliche des Pripa-
rats trifft (Abbildung 9). Im betroffenen Bereich werden molekulare Verbindungen getrennt
und Atome bzw. Molekiile freigesetzt. Ein Teil der freigesetzten Atome und Molekiile ist ioni-
siert und bildet den Sekundirionenstrahl. Da sich Primir- und Sekundarstrahl koaxial ausbrei-
ten, weisen sie entgegengesetzte Ladungen auf. Die Sekundirionen kénnen mit dem doppelfo-
kussierenden Massenspektrometer prizise gemessen werden. Hierfiir werden die Ionen zuerst
in einem elektrostatischen und anschlieBend in einem magnetischen Sektorfeld nach ihrem
Masse-Ladungs-Verhiltnis getrennt. Das magnetische Massenspektrometer zeigt dadurch eine
hohe Massenauflésung. Beispielsweise kénnen Isotopenkombinationen wie "“C*N~ und
PC"N™ unterschieden werden. Mit dem NanoSIMS 50L kénnen bis zu sieben Isotope gleich-

zeitio dargestellt werden.
g darg
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der NanoSIMS-Technik . CS*-Primirionenstrahl (blau) trifft auf
Priparatoberfliche und generiert koaxialen Sekundirionenstrahl (rot). Massenspektrometer trennt Se-
kundirionenstrahl und bildet sieben quantitative Bilder (e=, 12C-, 13C~, 12C1*N-, BCI4N-, 3P~ und 3257).

Abbildung basierend auf Richter et al. (2017) und Saka et al. (2014)

Die Priparate der transgenen Miuse wurden mit NanoSIMS 50L (Cameca) analysiert. Zuerst
wurden die Priparate implantiert, um die Molekiile zu ionisieren. Hierfiir wurde eine Fliche von
50 um*50 pum ausgewihlt, die fiir 90 s bei 600 pA implantiert wurde. Die NanoSIMS-Messung
erfolgte auf einer Fliche von 18 um*18 um bei 512*512 Pixeln. Die Energie des positivgelade-
nen Primitionenstrahls aus Cisium-Ionen '’Cs” betrug abhiingig vom gewihlten Priparat 1 pA

bis 2 pA. Jeder Pixel wurde fiir 4 ms dem Primirionenstrahl ausgesetzt. Mit einer Spannung von
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16 keV wurde der Cs*-Strahl generiert, der anschlieBend den negativgeladenen Sekunditionen-
strahl bildete. Mit dem Massenspektrometer wurden sechs Isotope *C™, *C", *C"N", "C"N",
*'P7, S” und Elektronen e~ gemessen. Somit entstanden sieben quantitative Bilder fiir jedes
Priparat. Die Bilder wurden in einem 512*512 Pixelformat mit einer Pixelgr6Be von 35 nm

erstellt. Es wurde eine Ebene analysiert.

2.3 Bildbearbeitung mit MATLAB, Image J, Photoshop

Als Vorbereitung fiir die Bildanalyse mussten die Bilder zunichst bearbeitet, tibereinandergelegt
und die Fluoreszenzbilder zurechtgeschnitten werden. Die Bilder wurden im Tagged image file
Format (TTF-Format) abgespeichert, welches nur schwer manipulierbar ist, da bei der Kompri-
mierung einer TIF-Datei die Daten erhalten werden und die Qualitit der Bilder bewahrt wird.
AnschlieBend wurden die Bilder einem Pixel-Binning (Abschnitt 2.3.1) unterzogen und exakt
tbereinandergelegt. Die Fluoreszenzbilder wurden dann anschlieBend der NanoSIMS-Bild-
grof3e angepasst. Hierfiir wurden die Programme MATLAB, Image | und Photoshop CS6 ge-

nutzt.

2.3.1 Pixel-Binning und Anpassung der Bit-Tiefe mit MATLAB

MATLAB ist eine Software des Unternehmens The MathWorks, mit der Daten analysiert und
Grafiken erstellt werden kénnen. Die Software MATLAB, die sich aus den Begriffen Matrix

und Laboratory ableitet, nutzt fir die Berechnungen Matrizen.

Mithilfe der Version MATLAB 7.5.0 wurden ein Pixel-Binning bei den NanoSIMS-Bildern und
die Anpassung der Bit-Tiefe bei den Fluoreszenzbildern durchgefiihrt. Bei einem Pixel-Binning
werden benachbarte Bildpixel zu einem Super-Pixel zusammengefasst. Das Binning kann ent-
lang einer Achse oder beider Achsen erfolgen. Fur die zu untersuchenden NanoSIMS-Bilder
wurde ein 3x3-Binning, auch horizontales und vertikales Binning genannt, genutzt (Abbil-
dung 10). Somit wurden neun Pixel zu einem Superpixel zusammengefasst. Durch den Prozess
wird zwar die Bildauflosung reduziert, jedoch die Lichtempfindlichkeit gesteigert und das Sig-

nal-Rausch-Verhiltnis verbessert.

Bei den Fluoreszenzbildern wurde lediglich die Bit-Tiefe von 16 Bit auf 8 Bit reduziert. Die Bit-
Tiefe beschreibt die Anzahl der méglichen Farbabstufungen in einem Pixel. Ein Bit kann immer
zwei Zustinde einnehmen. Daher konnen bei 8 Bit 2° Farbstufen und bei 16 Bit 2'° Farbstufen
gezeigt werden. Die Umwandlung der Bit-Tiefe diente der besseren Weiterverarbeitung der Flu-

oreszenzbilder im Programm Photoshop.
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Abbildung 10: Binning der NanoSIMS-Bilder mit MATLAB; links Beispielbild aus 5xFAD-Miuselinie
vor dem Binning, mittig Bildschirmfoto von Binning-Programm in MATLAB und rechts Beispielbild
aus 5xFAD-Miuselinie nach dem Binning

2.3.2 Zuordnung der Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bilder mit Image J

Image ] ist ein Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm, welches fiir wissenschaftli-
che Bildanalysen entwickelt wurde. Mithilfe dieses Programms konnten sowohl die Fluores-
zenz- als auch die NanoSIMS-Bilder ge6ffnet werden. Da die NanoSIMS-Bilder nur aus einem
Ausschnitt der Fluoreszenzbilder entstanden, besitzen sie eine kleinere Bildgrof3e. Anhand mar-
kanter Strukturen und/oder anhand des Protokolls, in dem von Dr. Sebastian Jihne die unge-
fihre Region der NanoSIMS-Bilder in den Priparaten gekennzeichnet wurde, konnte der zu
den NanoSIMS-Bildern gehérende Bereich in den Fluoreszenzbildern lokalisiert werden. Teil-
weise mussten die Fluoreszenzbilder in horizontaler Achse umgedreht und fiir die Weiterverar-
beitung abgespeichert werden (Abbildung 11). AnschlieBend wurde fiir jedes Bildpriparat ein
NanoSIMS- und ein Fluoreszenzbild ausgesucht, deren Kontrast und/oder Helligkeit verindert
wurden. Bei den NanoSIMS-Bildern wurden entweder "C"*N oder "“C'"*N verwendet, da sie fiir
die anschlieBende Analyse von Bedeutung waren und weil sie markante Strukturen fiir die fol-
gende Bearbeitung aufwiesen. Diese bearbeiteten Bilder wurden lediglich als Dopplung fiir die
bessere Bildbearbeitung verwendet und unter einer anderen Bezeichnung als das Originalbild

gespeichert. Das Originalbild wurde jedoch nicht verindert.
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Abbildung 11: Zuordnung der Bilder mit Image J und horizontale Drehung der Fluoreszenzbilder; klei-
nes Bild in der Mitte: NanoSIMS-Bild aus 5xFAD-Miuselinie, groB3es Bild rechts: dazugehériges Fluo-

reszenzbild vor der horizontalen Drehung, links: Darstellung der horizontalen Drehung mit Image |

2.3.3 Bildbearbeitung und -verschneiden der Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bilder mit
Adobe Photoshop CS6

Adobe Photoshop CS6 ist ein Bildbearbeitungsprogramm, welches fiir Pixelgrafiken von dem
Softwareunternehmen Adobe Inc. entwickelt wurde. In dieser Arbeit wurde es genutzt, um die
Fluoreszenzbilder anhand gemeinsamer markanter Strukturen exakt den NanoSIMS-Bildern an-

zupassen.

Als Erstes wurden die bearbeiteten Bilder in verschiedenen Fenstern ge6ffnet. Das bearbeitete
Fluoreszenzbild wurde dupliziert und dem NanoSIMS-Bild als neue Ebene hinzugefiigt. Das
NanoSIMS-Bild diente somit als Hintergrund-Ebene und wurde auch als solche betitelt. An-
schlieBend wurden die Original- oder teilweise horizontal umgedrehten Fluoreszenzbilder C = 0
und C =1 in neuen Fenstern gedffnet und wiederum dem NanoSIMS-Bild hinzugefigt. Im
nichsten Schritt wurden die Ebenen von dem kontrastverschirften und von den unbearbeiteten
Fluoreszenzbildern gruppiert. Danach wurde ausschlieBlich mit dem kontrastverschirften Bild
gearbeitet, wodurch die anderen Fluoreszenzbilder automatisch verindert wurden. Die origina-

len Fluoreszenzbilder wurden aufgrund der Ubersichtlichkeit unsichtbar gemacht

Im folgenden Schritt wurde der gemeinsame Bereich von Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bild
identifiziert, indem Dichte und Transparenz des Fluoreszenzbildes variiert wurden. Mithilfe

weiterer Bearbeitungswerkzeuge wie ,,verzerren®, ,,verkrimmen® oder ,,rotieren* konnten die
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Fluoreszenzbilder dahingehend bearbeitet werden, dass auffillige Bereiche, Geweberinder oder
Artefakte schlieBlich passend aufeinanderlagen (Abbildung 12). Die leichten Abweichungen
zwischen den Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bildern kénnen eventuell auf einen nicht komplett
senkrecht zum Priparat ausgerichteten Primarionenstrahl zuriickzufiihren sein, sodass die Se-
kundirionen nicht vollstindig senkrecht zur Oberfliche herausgelost wurden. AbschlieBend
wurden die Fluoreszenzbilder auf die Gréfle der NanoSims-Bilder zugeschnitten und die ver-
bundenen Ebenen getrennt. Die zugeschnittenen Fluoreszenzbilder C = 0 und C = 1 konnten
nun dupliziert, in einem neues Photoshop-Fenster ge6ffnet und als TIF-Datei gespeichert wer-

den.

Shft= Cirle Kk

Al ShifteCtrteM

Abbildung 12: Bildbearbeitung und -verschneiden der Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bilder mit Adobe
Photoshop CS6; Mitte: Ubereinandergelegte NanoSIMS-, Original- und bearbeitete Fluoreszenzbilder
mit reduzierter Dichte, rechts: Darstellung die Gruppierung der Fluoreszenzbilder, links: Darstellung der

Bearbeitungswerkzeuge

2.4 Bildanalyse

Im Anschluss an die Bildbearbeitung wurden bestimmte Bildareale auf ihren Proteinmetabolis-
mus untersucht. Hierfiir wurden die gebinnten originalen NanoSIMS-Bilder und die zwei in
Adobe Photoshop CS6 bearbeiteten und zugeschnittenen Original-Fluoreszenzbilder verwen-
det. Abhingig von den fluoreszierenden Signalen in C = 0 und C =1 wurden vier Bereiche,
sogenannte Regions of interest (ROI), definiert. Wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben, spiegelt das
eine Fluoreszenzbild die Autofluoreszenz wider, das andere die spezifische Antikorperfirbung
an AR bzw. Tau. Bestimmte Signale Giberlappten sich in beiden Fluoreszenzbildern. Diese Areale

wurden als Aggregate bezeichnet, da Plaques die markierten Proteine A oder Tau beinhalten
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und durch Lipidinklusionen eine Autofluoreszenz zeigen. Bereiche, die nur eine spezifische An-
tikorper-Firbung aufwiesen, deuten auf iberexprimierte Proteinansammlungen hin und wurden
daher als Nicht-Aggregate definiert (Abbildung 13). Da rein autofluoreszierende Bereiche ver-
schiedene Ursachen besitzen kénnen, wurden diese Areale als unspezifisches Signal bezeichnet.
Als vierter Bereich wurde der Hintergrund festgelegt, der weder in der Autofluoreszenz noch

in der Antikorperfairbung Signale zeigte.

Diese ROIs wurden in den Fluoreszenzbildern markiert. Mithilfe der Programme MATLAB
und Image | konnten die Markierungen auf ausgewahlte NanoSIMS-Bilder iibertragen und der
isotopische Einbau gemessen werden. Die Kategorisierung wurde fir jedes Praparat einzeln
durchgefithrt. Mit Excel konnten aus den gemessenen Ionenwerten die Isotopenverhiltnisse
errechnet werden. Die Isotopenverhiltnisse wurden von allen Praparaten einer transgenen Mau-
selinie zusammengefasst und anschlieBend statistisch analysiert. Die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte durch das Programm Inkscape, welches der Bearbeitung und Erstellung von
Vektorgrafiken dient. In den folgenden Abschnitten wird genauer beschrieben, wie die Markie-

rungen gesetzt und ausgewertet wurden.

O Aggregat

O Nicht-Aggregat
unspezifisches Signal
Hintergrund

= entspricht 5 ym

Bereiche

Abbildung 13: Einteilung der vier Bereiche durch Signale in den Fluoreszenzbildern; Aggregat (blau),
Nicht-Aggregat (rot), unspezifisches Signal (griin) und Hintergrund (gelb), grauer Balken entspricht
5pum
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2.4.1 Untersuchung der ROIs durch Bestimmung der Isotopenverhiltnisse

Um Bereiche auf ihren isotopischen Aufbau zu untersuchen, wurden die Fluoreszenzbilder und
NanoSIMS-Bilder eines Priparats in einem in MATLAB konzipierten Makro ge6ffnet. Das
Makro wurde von Prof. Silvio Rizzoli geschrieben und von Dr. Sebastian Jihne modifiziert.
Dieses Programm erstellte eine Grafik, in der jedes Bild eine eigene Ebene bildete. In den Flu-
oreszenzbildern wurden daraufhin kreisf6rmige Markierungen gesetzt, die durch das Programm
auf alle weiteren Bilder tibertragen wurden. Die Markierungen besalen einen Radius von drei
Pixeln. Als Erstes wurden die Aggregate markiert und als Matrizen abgespeichert. Diese Matri-
zen enthielten Informationen iber die Intensitit der Markierungen in den Fluoreszenz- und
NanoSIMS-Bildern. Mit Excel wurden diese Matrizen konvertiert und eine Tabelle erstellt, de-
ren Spalten die Informationen tber die untersuchten Isotope und die Zeilen die gemessenen
Intensititen der Markierungen zeigten. Aus diesen Intensititen wurden mit Excel die isotopi-
schen Verhiltnisse von "C*N/"”C"*N, *'P/"C"N und *'P/S ermittelt. Die Errechnung der
Verhiltnisse ist eine gingige Methode, um den Einbau der Isotope in Proteine zu ermitteln. Das
Verhiltnis von "C"*N/"C"N ist priziser als "C/"*C, da das Verhiltnis "C"*N/">C"*N nicht so
anfillig gegentiber Kontaminationen wie Schmutz, Einbettungsmaterialien oder Fixierungsmit-
tel ist (Kabatas et al. 2015). Das Verhiltnis "C"*N/"C"N dient somit der Quantifikation von
neuen Amino-, Nuklein- oder Fettsduren. Der Phosphorylierungsgrad der Proteine kann mit
*'P/PC"N bestimmt werden (Chen et al. 2015). Das Verhiltnis von Phosphor zu Schwefel zu
errechnen, ist eine andere Mdglichkeit fur die Bestimmung des Phosphorylierungsgrads. Das
Isotop S, welches physiologisch zu 95% vorkommt, wird lediglich in zwei Aminosiuren ein-
gebaut (Rappel und Schaumléffel 2008). Da die beiden Aminosauren, Methionin und Cystein,
jedoch in fast jedem Protein vorkommen, dient die Bestimmung des Schwefeleinbaus der Pro-
teinquantifikation (Rappel und Schauml6ffel 2008). Bei einem niedrigen Verhiltnis von *'P/**S

kann ein geringer Grad an Phosphorylierung angenommen werden.

AbschlieBend wurden die kreisférmigen Markierungen der Ageregate entfernt. Darauthin wurde
der Vorgang, in dem Markierungen gesetzt, abgespeichert und die Isotopenverhiltnisse errech-
net wurden, flr die anderen Bereiche Nicht-Aggregat, unspezifisches Signal und Hintergrund
separat wiederholt. Insgesamt konnten fiir jedes Priparat bis zu vier Tabellen erstellt werden,

wenn alle zu untersuchenden Bereiche in den Bildern vorhanden waren.

Nach abgeschlossener Untersuchung der Bereiche wurden die Ergebnisse aller Priparate einer
Miuselinie zusammengefihrt. Fir jede Mauselinie entstanden drei Tabellen, in denen die er-
rechneten Isotopenverhiltnisse "C"*N/"C"N, *'P/"C"N und *'P/*S der untersuchten Berei-

che zusammengefasst wurden. Durch die anschlieSende statistische Untersuchung konnten die
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Bereiche Aggregat, Nicht-Aggregat, unspezifisches Signal und Hintergrund auf Unterschiede in

ithrem isotopischen Einbau untersucht werden.

2.4.2 Untersuchung der ROIs mithilfe von Linescans

Nach der Untersuchung der definierten Bereiche sollten die Signale Aggregat, Nicht-Aggregat
und unspezifisches Signal auf ihren Isotopeneinbau vom Zentrum bis in die Peripherie unter-
sucht werden (Abbildung 14). Hierfiir wurden mit dem Programm Image | sogenannte Line-
scans gebildet. Die Linescans wurden ebenfalls in den Fluoreszenzbildern angelegt. Es wurde
darauf geachtet, dass ausschlieBlich horizontale bzw. vertikale Linien gezogen wurden. Da die
Linge der Linescans in Pixel angegeben wurde, konnte somit eine einheitliche Grof3e der Pixel
gewihrleistet werden. Als Vorbereitung der Linescans wurden die beiden Fluoreszenzbilder
tbereinandergelegt und jeweils einer Farbe zugeordnet. Somit war eine visuelle Unterscheidung
zwischen Aggregaten, Nicht-Aggregaten und unspezifischen Signalen gegeben. Die Linescans
hatten ihren Anfang im Zentrum des Signals, ihre Mitte im Randbereich des Signals und ihr
Ende in der Peripherie. Zunichst wurden die Linescans fiir die Aggregate gezogen und deren
Lokalisation in einer Datei gespeichert. AnschlieBend wurden die NanoSIMS-Bilder "C"*N und
C"N geoffnet und die Linescans auf sie tibertragen. Daraufhin konnte der Isotopeneinbau
gemessen und die Daten in Excel gesichert werden. AbschlieBend wurde das isotopische Ver-
hiltnis "C"*N/"*C"N errechnet. Mit der gleichen Prozedur wurden die Linescans fiir die Nicht-
Aggregate und unspezifischen Signale fortgefihrt. Nachdem fiir alle Priparate einer Mauselinie
Linescans durchgefithrt wurden, konnten die Isotopenverhiltnisse von zentral nach peripher
zusammengefithrt werden. Durch anschlieBende statistische Analysen konnten Unterschiede

zwischen dem isotopischen Einbau im Zentrum und in der Peripherie untersucht werden.

Linescans

— Aggregat

— Nicht-Aggregat
unspezifisches Signal

== entspricht 5 ym

Abbildung 14: Linescans in den drei definierten Bereichen Aggregat (blau), Nicht-Aggregat (rot) und

unspezifisches Signal (griin), grauer Balken entspricht 5 pm
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2.4.3 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit den Programmen R und MATLAB durchgefithrt. Es
wurde zunichst der Shapiro-Wilk-Test verwendet, um die Normalverteilung der Stichproben
zu Uberprifen. Da bei vielen Stichproben keine Normalverteilung anzunehmen war, wurden
anschlieBend die nichtparametrischen Tests nach Wilcoxon und nach Kruskal-Wallis mit dem
Posthoc-Test nach Tukey durchgefiithrt, um die definierten Bereiche und Linescans zu analysie-

ren.

2.4.3.1 Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung

Der Shapiro-Wilk-Test ist ein starker Test auf Normalverteilung, der bereits bei kleinen Stich-
proben angewendet werden kann. Die Testgrofe W wird aus dem Quotienten zweier Schitzun-
gen fir die Varianz — der unter Normalverteilung erwarteten Varianz der Stichprobe und der
unkorrigierten Stichprobenvarianz — gebildet. Daher kann die Testgro3e Werte von 0 bis 1 ein-
nehmen. Je niher die TestgroBBe W am Quotienten 1 liegt, desto wahrscheinlicher ist eine Not-

malverteilung.

Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Normalverteilung angenommen bzw.
abgelehnt werden kann. Die Testentscheidung ist abhingig vom festgelegten Signifikanzni-
veau o. Das Signifikanzniveau ist die maximal zuldssige Irrtumswahrscheinlichkeit und gibt die
Wahrscheinlichkeit fiir einen a-Fehler an. Bei einem a-Fehler wird irrtiimlich die Nullhypothese
verworfen und die Alternativhypothese angenommen. Um das Risiko fiir einen a-Fehler zu mi-
nimieren, sollte ein niedriges Signifikanzniveau festgelegt werden. Wie in der medizinischen
Forschung gebriuchlich, wurde in dieser Arbeit das Signifikanzniveau auf 5% festgelegt. Wenn
eine Fehlerwahrscheinlichkeit unter 5% vorliegt, kann das Ergebnis mit einer 95%igen Wahr-
scheinlichkeit als signifikant betrachtet werden. Liegt der p-Wert beim Shapiro-Wilk-Test unter
0,05, sollte die Annahme der Normalverteilung verworfen werden. Bei einem p-Wert > 0,05

kann eine Normalverteilung angenommen werden.

Der Shapiro-Wilk-Test zeigte, dass bei vielen Stichproben keine Normalverteilung anzunehmen
war (in Abschnitt 3 beschrieben).

2.4.3.2 Nichtparametrischer Wilcoxon-Test

Ein nichtparametrischer Test ist verteilungsunabhingig. Er wird angewendet, wenn bestimmte
Voraussetzungen wie die Annahme der Normalverteilung nicht erfillt sind und daher kein pa-

rametrischer Test durchgefiihrt werden kann.

Der Wilcoxon-Test kann sowohl fur abhingige als auch fur unabhingige Stichproben verwen-

det werden und stellt die nichtparametrische Alternative zum t-Test dar. Der Wilcoxon-Test fur
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unabhingige Stichproben, auch Mann-Whitney-U-Test genannt, vergleicht zwei unabhingige
Stichproben miteinander. Der Vergleich erfolgt durch den Rangsummentest nach Wilcoxon, in
dem die Priifgrof3en aus den Rangzahlen der Stichproben und nicht deren tatsachlichen Werten
errechnet werden. Der resultierende p-Wert zeigt, ob ein signifikanter Unterschied vorliegt.
Liegt bei einem Signifikanzniveau von 5% ein p-Wert < 0,05 vor, kann ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Stichproben angenommen werden. Je kleiner der p-Wert ist, desto unwahr-

scheinlicher ist das Risiko eines a-Fehlers.

Der Wilcoxon-Test mit unabhingigen Stichproben wurde fir den Vergleich des isotopischen
Einbaus in den vier Bereichen Aggregat, Nicht-Aggregat, unspezifisches Signal und Hinter-

grund genutzt.

2.4.3.3 Nichtparametrischer Kruskal-Wallis-Test mit Posthoc-Test nach Tukey

Der Kruskal-Wallis-Test ist ein nichtparametrischer Test, der bei mehr als zwei zu vergleichen-
den Stichproben angewendet wird. Er ist ein Rangsummentest und stellt somit eine Erweiterung
zum Wilcoxon-Test mit zwei unabhingigen Variablen dar. Als ein nichtparametrischer Test
kann der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt werden, wenn eine Normalverteilung fiir die einfakto-
rielle Varianzanalyse nicht gegeben ist. Der Kruskal-Wallis-Test wird auch als H-Test bezeich-
net. Ein signifikantes Testergebnis bei p < 0,05 weist lediglich auf die Moglichkeit hin, dass ein
Unterschied zwischen den Stichproben bestehen kénnte. Wie die einfaktorielle Varianzanalyse
enthilt der Kruskal-Wallis-Test keine Informationen dartiber, zwischen welchen Variablen ein
Unterschied besteht und ob dieser signifikant ist. Daher werden sogenannte Posthoc-Tests
durchgefiihrt, bei denen die Variablen paarweise miteinander verglichen werden. Ein hiufig an-
gewendeter Posthoc-Test ist der Tukey-Test, bei dem eine Korrektur des a-Fehlers durchge-
fihrt wird, sodass die Wahrscheinlichkeit eines a-Fehlers bei allen paarweisen Vergleichen 5%
nicht Giberschreitet. So wird das Problem der a-Fehler-Kumulierung, welches bei multiplen paar-
weisen Tests wie dem Mann-Whitney-U-Test entsteht, umgangen. Im Vergleich zu den multip-
len paarweisen Vergleichen werden weniger Unterschiede als signifikant eingestuft. Ein signifi-
kanter Unterschied wird angenommen, wenn der aus dem Tukey-Test resultierende

p-Wert < 0,05 ist.

Der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Posthoc-Test nach Tukey wurde von Prof. Silvio
Rizzoli durchgefiihrt, um signifikante Unterschiede zwischen Zentrum und Peripherie der Line-

scans in den Bereichen Aggregat, Nicht-Aggregat und unspezifisches Signal zu finden.
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3  Ergebnisse

Alzheimer, die hiufigste neurodegenerative Erkrankung, ist durch die Aggregation der Proteine
AB und Tau gekennzeichnet. Obwohl seit Jahrzehnten die Pathologie von Alzheimer erforscht
wird, ist bisher wenig tiber den Metabolismus der AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen bekannt.
Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit geklart werden, ob die Aggregate eine strukturelle Sta-
bilitit aufweisen oder in einem dynamischen Gleichgewicht mit ihrer Umgebung stehen und ob
die Aggregate eine Hyperphosphorylierung aufzeigen. Hierfir wurde der Einbau verschiedener
Isotope — °C und *'P — mithilfe der Nanoskala-Massenspektrometrie gemessen. Es wurden zwei
transgene Mauselinien ausgewihlt. Die 5xFAD-Miuselinie besitzt fiinf familidre Alzheimer-Mu-
tationen, von denen drei im APP-Gen und zwei im PSEN-7-Gen liegen, die zu einer Uberex-
pression von APP und zu einer Bildung von AB-Plaques fithren. Die Tau-P301L-Miuselinie,
deren Mutation im MAPT-Gen liegt, bildet hingegen Tau-Aggregate. Nach einer dreiwdchigen
PC-Lysin-Fiitterung und anschlieBender Fixierung mit Paraformaldehyd wurden Gehirn-
schnitte der Miuse angefertigt, die mit einem spezifischen Antikérper gegen A bzw. Tau an-
gefirbt wurden. Aus jedem Priparat wurden Fluoreszenz- und dazugehorige NanoSIMS-Bilder
erstellt. Die Fluoreszenzbilder wurden dahingehend bearbeitet, dass sie exakt an die NanoSIMS-
Bilder angepasst wurden. Fir die Analyse wurden in den Fluoreszenzbildern — Autofluoreszenz-
bild und Fluoreszenzbild mit spezifischer Antikorperfirbung — in definierten Bereichen Mar-
kierungen gesetzt. Beide Fluoreszenzbilder zeigten Signale (Abbildung 13 in Abschnitt 2.4). Be-
reiche, in denen sich die Signale beider Fluoreszenzbilder tberlappten, wurden als Aggregat
definiert. Bereiche, die nur in der Antikorperfiarbung sichtbar waren, wurden als Nicht-Aggregat
betitelt. Areale, die nur im Autofluoreszenzbild auffillig waren, wurden unspezifisches Signal
genannt und Bereiche, die in keinem der beiden Fluoreszenzbilder Signale zeigten, wurden als
Hintergrund bezeichnet. In diesen vier Bereichen der Fluoreszenzbilder wurden kreisférmige
Markierungen gesetzt und anschlieSend auf die NanoSIMS-Bilder tbertragen. Mit den gemes-
senen Jonenwerten innerhalb der Markierungen konnten die Isotopenverhiltnisse
PCUN/"CHN, 'P/"C"N und *'P/*S errechnet und anschlieBend statistisch analysiert werden.
Zusitzlich wurden Linescans in den Bereichen Aggregat, Nicht-Aggregat und unspezifisches
Signal durchgefiihrt, um den “C-Einbau vom Zentrum des Signals bis in die Peripherie zu un-
tersuchen. Die Linescans wurden ebenfalls in den Fluoreszenzbildern erstellt und dann auf die
NanoSIMS-Bilder iibertragen. AnschlieBend wurde das Isotopenverhiltnis C"*N/"*C"*N be-
rechnet, um den "C-Einbau in neusynthetisierte Proteine zu messen und Unterschiede zwischen

zentralem und peripherem Einbau statistisch zu analysieren.
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3.1 Transgene Miuselinien fiir die Erforschung der Pathologien

Fir die Erforschung von Alzheimer werden seit 1995 transgene Miuselinien verwendet (Bryan
et al. 2009). Das Genom der Maus dhnelt dem menschlichen Genom in GréBe, Struktur und
Abschnittszusammensetzung. Uber 80% der Miusegene zeigen eine Homologie zu den
menschlichen Genen (Vierstra et al. 2014). Da Mause nicht an Alzheimer erkranken, wurden
transgene Mauselinien entwickelt, um Aspekte der Alzheimerpathologie zu erforschen
(Esquerda-Canals et al. 2017). Fur der Untersuchung des Aggregat-Metabolismus wurden die
bekannten Mauselinien 5xFAD und Tau-P301L ausgewihlt. Die 5xFAD-Mauselinie besitzt
mehrere Mutationen in zwei Transgenen. Die Tau-P3011L-Mauselinie weist eine Mutation in
einem Transgen auf. Jedes Transgen wird durch einen Vektor in die Maus eingebracht. Im Vek-
tor befindet sich ebenfalls der Thy-1-Promoter, der neuronspezifisch ist und zu einer verstirk-

ten Expression der nachgeschalteten Gene fithrt (Caroni 1997).

3.1.1 5xFAD-Miuselinie

Die 5xFAD-Miuselinie besitzt flinf familidre Mutationen, von denen drei im .APP-Gen
(K670N/MG671L, 1716Vund V7171) und zwei im PSEN-7-Gen (M146L und 1.286V) lokali-
siert sind (Abbildung 15). Die transgenen Mause entstehen durch die Koinjektion zweier Vek-
toren, von denen ein Vektor das APP-Transgen und der andere Vektor das PSEN-7-Transgen
beinhaltet. Die schwedische Doppelmutation K670N/M671L erhoht die gesamte AB-Kon-
zentration und zeigt eine siebenfache Uberexpression des transgenen APPs (Sturchler-Pierrat
et al. 1997). Die vier anderen Mutationen beeinflussen das Verhiltnis von AB-42 zu AB-40.
Die Florida-Mutation 1716V fuhrt zu einem zweifach gesteigerten Verhiltnis von AB-42 (43)
zu AB-40 (Eckman et al. 1997). Die Produktion von AB-42 wird ebenfalls in der London-Mu-
tation V7171, in der PSEN-1-Mutation M146L und in der PSEN-1-Mutation L.286V erhoht.
Die PSEN-1-Mutation L286V zeigt zusatzlich eine absteigende AB-40-Konzentration (Sun et
al. 2017). Es wird diskutiert, ob die Konzentrationen von AB-40 und AB-38 in der-Mutation
M1406L steigen oder unverindert bleiben (Sun et al. 2017; Liu et al. 2014). Insgesamt zeigt sich
bei der Kombination der Mutationen eine 1,5-fache Uberexpression vom humanen APP, eine
1,8-fache Uberexpression von PSEN-1 und ein erhhtes Verhiltnis von AB-42/AB-40 (Sadleir
et al. 2018).

Bereits ab zwei Monaten sind Amyloid-Ablagerungen nachweisbar. Die punktformigen AB-Ak-
kumulationen bilden sich vornehmlich somato-dendritisch und in der Nahe vom Axonhiigel in
sauren Kompartimenten wie multivesikuliren Kérpern und Endosomen (Oakley et al. 2000).

Durch das gro3e Verhiltnis von AB-42 und AB-40 sind die Plaques bei 5xFAD-Miusen kleiner,
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zahlreicher und dichter gepackt als im menschlichem Gehirnschnitten, die groBere Plaques auf-
weisen (Oakley et al. 2000). Die 5xFAD-Miuse weisen die fiir Alzheimer typischen Merkmale
Neuronenverlust, Amyloidplaques mit 3-Faltblattstruktur, Gliosis und Gedachtnisverlust auf
(Oakley et al. 2006). Weibliche Mduse zeigen eine aggressive Plaquepathologie und erreichen
erst vier Monate spiter als die minnlichen Méuse ein Plaqueplateau (Bhattacharya et al. 2014).
Gegensatzlich zum menschlichen Gehirn zeigen die 5xFAD-Mause jedoch keine Tauphospho-
rylierung (Oakley et al. 20006).

1716V
\J

| Thy-1-Promoter
| e
K670ON V7171
M671L
| Thy-1-Promoter |
| PSENT |
M146L  L286V

Abbildung 15: Schema 5xFAD-Transgene mit Thy-1-APP und Thy-1-PSEN-1; schwarze Pfeile lokali-
sieren Mutationen im APP-Gen bzw. PSEN-7-Gen. Abbildung basierend auf der Abbildung 1A von
Oakley et al. (2000)

3.1.2 Tau-P301L-Mdiuselinie

Die transgene Tau-P301L-Miuselinie tragt die P301L-Mutation im MAPT-Gen (Abbildung 16).
Diese Mutation ist nicht kennzeichnend fiir die Alzheimerkrankheit. Sie wird eher mit der Tauo-
pathie bei der frontotemporalen Demenz und bei der Parkinson-Krankheit assoziiert (Lewis et
al. 2000). Dennoch wird die Tau-P301L-Mutation auch in der Alzheimerforschung genutzt, um
die Tau-Pathologie zu erforschen (Shin et al. 2020). Die Missense-Mutation, die zu einem Ein-
bau von Leucin anstelle von Prolin fihrt, tritt im Exon 10 auf (Dumanchin et al. 1998). Durch
die Mutation wird das 3R/4R-Verhiltnis verindert und die Isoform 2N4R Uberexprimiert
(Hutton et al. 1998). Es zeigt sich eine zweifache Uberexpression vom Protein Tau innerhalb
der Miuselinie (Terwel et al. 2005). Die 4R-Isoform zeigt eine geringere Bindungsaffinitit zu
den Mikrotubuli als die 3R-Isoform (Terwel et al. 2005). Die Tau-P301L-Mutation férdert die
Bildung von B-Faltblattstrukturen und beschleunigt die Bildung von Tau-Neurofibrillen (Von
Bergen et al. 2001). Ab dem dritten Monat zeigen sich erste Tau-Pathologien, die ab dem sechs-
ten Monat unldsliche Aggregate ausbilden (Terwel et al. 2005). Die Tau-Neurofibrillen scheinen
sich nur in ithrer Groéf3e von den Tau-Neurofibrillen im menschlichen Gehirn zu unterscheiden
(Terwel et al. 2005). Insgesamt bildet die P3011.-Maus viele kleine intrazellulire Tau-Aggregate,
die sich somato-dendritisch anlagern (Terwel et al. 2005). Bet ilteren Mausen zeigen sich leichte

Motorprobleme, altersabhingige kognitive Defizite und eine stirkere Tau-Phosphorylierung
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(Terwel et al. 2005). Im Vergleich zu anderen Mauselinien mit Tauopathie scheint die Tau-
P301L-Maus eine geringere Hyperphosphorylierung aufzuweisen (Terwel et al. 2005). Es
kommt zu einer Neurodegenration und zu einer Astrogliosis, einem Anstieg der Astrozyten-
konzentrationen durch die Destruktion von Nerven, ab dem siebtem Monat (Terwel et al. 2005).

Die Lebenserwartung der Mause liegt bei maximal 12 Monaten (Terwel et al. 2005).

| Thy-1-Promot er _ |
| TR |

P301L

Abbildung 16: Schema Tau-P301L-Transgen mit Thy-1-Tau; schwarzer Pfeil zeigt Mutation im MAPT-
Gen. Abbildung basierend auf der Abbildung 1B von Shin et al. (2020)

3.2  Untersuchung der ROIs mithilfe verschiedener Isotopenverhiltnisse

in der 5xFAD-Miuselinie

Es wurden insgesamt sieben Priparate der transgenen Miuselinie 5xFAD untersucht. Fir die
Bildanalyse wurden 31 Markierungen als Nicht-Aggregat, 84 Markierungen als Aggregat,
17 Markierungen als unspezifisches Signal und 78 Markierungen als Hintergrund in den Fluo-
reszenzbildern gesetzt, auf die NanoSIMS-Bilder iibertragen und die Unterschiede in den Iso-
topenverhiltnissen "C'*N/"*C"N, *'P/"C"N und *'P/*S betrachtet. Als deskriptive Angaben
werden in den folgenden Abschnitten der Mittelwert (M) und der Standardfehler (SE) angege-
ben. Der Mittelwert beschreibt den statistischen Durchschnittswert, fur den alle Werte einer
Stichprobe addiert und die Summe durch die Anzahl der Werte dividiert wird. Der Standard-
fehler ist ein statistisches Mal}, welches die Abweichung des Mittelwerts einer Stichprobe vom
wahren Mittelwert der Grundgesamtheit darstellt. Es wurden Kastengrafiken genutzt, um die
Verteilung der Stichproben der definierten Bereiche Aggregat, Nicht-Aggregat und Hintergrund
sowie ihre signifikanten Unterschiede zu veranschaulichen. Die Kastengrafik besteht aus einem
Kasten und zwei Whiskern. Die Stichprobe wird in Quartile (Viertel) eingeteilt. Der Median
entspricht dem zweiten Quartil, da er die Daten in Halften einteilt. Das erste Quartil, auch un-
teres Quartil genannt und das dritte oder obere Quartil bilden die Mediane der beiden Daten-
hilften des Medians. Mindestens 25% der Stichprobenwerte sind kleiner-gleich dem ersten
Quartil und héchstens 75% sind grof3er als das untere Quartil. Dementsprechend sind maximal
25% der Werte einer Stichprobe grofB3er als das dritte Quartil und mindestens 75% der Werte
kleiner-gleich dem oberen Quartil. Der Abstand zwischen dem ersten und dritten Quartil wird

Interquartilabstand (IQR) genannt und schlie3t 50% der Stichprobendaten ein.
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In der Grafik wurde der Kasten, der den Mittelwert und die mittleren 50% der Werte der Stich-
probe enthilt, aus dem ersten und dritten Quartil gebildet. Die Whisker schlossen sich oberhalb
bzw. unterhalb des Kastens an. Sie umfassten die Werte der Stichprobe, die unterhalb des ersten
Quartils bzw. oberhalb des dritten Quartils vorkommen und maximal einen 1,5-fachen Inter-
quartilabstand aufwiesen. Ausreillerpunkte, die abseits des 1,5-fachen Interquartilabstands lie-
gen, wurden nicht dargestellt. Auch auf die Darstellung der Mediane wurde aufgrund der Uber-

sichtlichkeit verzichtet.

3.2.1 Untersuchung der Proteindynamik mit "C*N/"C"“N in der 5xFAD-Miuselinie

Mit dem Verhiltnis von "C"*N/"C"N sollte der Einbau des stabilen Isotops "°C in neue Pro-
teine untersucht werden. Der Einbau von "C, welches physiologisch zu 1,05% vorkommt,
wurde anschlieBend zwischen den Bereichen verglichen. Abbildung 17 veranschaulicht den Ein-
bau von "C in die drei definierten Bereiche und zeigt, dass in jedem Bereich die Inkorporation
erfolgte, auch wenn sich im Einbau Unterschiede zeigten. Um die Unterschiede auf ihre Signi-
fikanz zu untersuchen, wurden statistische Tests durchgefiihrt. Da fiir die Wahl eines Statistik-
tests entscheidend ist, ob eine Normalverteilung der Stichproben vorliegt, wurde zunichst die
Normalverteilung getestet. Nur die Stichprobe der Aggregate (W = 0,971; p = 0,055) war nach
dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Bei den Stichproben von Nicht-Aggregat (W = 0,918;
p = 0,021), unspezifischem Signal (W = 0,775; p <0,001) und Hintergrund (W = 0,956;
p = 0,009) musste die Annahme einer Normalverteilung verworfen werden. Deshalb wurden
die statistischen Analysen mit dem Wilcoxon-Test fiir unabhingige Stichproben durchgefiihrt.
Die Aggregate (M 2,603% =+ SE 0,076%) zeigten den geringsten Einbau von “C-Lysin. Die
Nicht-Aggregate (M 4,755% *+ SE 0,178%) wiesen den hochsten Einbau auf. Der Unterschied
zwischen Aggregat und Nicht-Aggregat war hochsignifikant (p < 0,001) Die Bereiche Hinter-
grund (M 3,866% = SE 0,143%) und unspezifisches Signal (M 3,755% =+ SE 0,598%) zeigten
beziiglich ihres Mittelwertes einen dhnlichen Einbau des Isotops. Die unspezifischen Signale
(IQR = 4,89%) wiesen jedoch einen grofleren Interquartilabstand auf als der Hintergrund
(IQR = 1,728%). Ein grofler IQR deutet auf weit auseinanderliegende Daten hin. Zudem wurde
kein signifikanter Unterschied im “C-Einbau zwischen dem Bereich unspezifisches Signal und
den anderen Bereichen Nicht-Aggregat (p = 0,444), Aggregat (p = 0,727) und Hintergrund
(p = 0,716) erkennbar. Der Bereich Hintergrund hingegen zeigte einerseits einen hochsignifi-
kant stirkeren Einbau von C als der Bereich Aggregat (p < 0,001) und andererseits einen hoch-

signifikant geringeren Einbau als der Bereich Nicht-Aggregat (p < 0,001).
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Die Ergebnisse implizieren, dass die Aggregate eine grof3ere Stabilitit als die Umgebung aufwei-
sen und dennoch eine Dynamik zeigen. Die stirkere Dynamik bei den Nicht-Aggregaten ist

wahrscheinlich durch eine Uberexprimierung der Proteine bedingt.

13¢c14N /1 12C14N in Prozent

Abbildung 17: 5xFAD-Miuselinie Bestimmung des Ionenverhiltnisses 1?C“N/12C1“N von drei definier-
ten Bereichen Nicht-Aggregat (rot), Aggregat (blau) und Hintergrund (gelb) in Abhingigkeit der Kon-
zentration in Prozent; Signifikanz durch Sternchen dargestellt: ***hochsignifikanter Unterschied
(p < 0,001); Kastengrafik: x entspricht Mittelpunkt, untere Kastenbegrenzung ist 1. Quartil, 3. Quartil
entspricht oberer Kastenbegrenzung, Whisker (schwarz) entspricht maximal einem 1,5-fachen Interquar-

tilabstand

3.2.2 Untersuchung der Proteinphosphorylierung mit *P/?C“N in der 5xFAD-

Maiuselinie

Der Phosphoreinbau in die Proteine wurde mit dem Verhiltnis *'P/"C"N bestimmt. Es zeigte
sich in allen Bereichen ein geringer Phosphoreinbau (Abbildung 18). Die Annahme einer Not-
malverteilung der Stichproben konnte bei allen Bereichen — Aggregat (W = 0,847; p < 0,001),
Nicht-Aggregat (W = 0,782; p < 0,001), unspezifisches Signal (W = 0,879; p = 0,031) und Hin-
tergrund (W = 0,876; p < 0,001) — verworfen werden. Tendenziell wiesen die Aggregate
M 0,574% =+ SE 0,049%) den hoéchsten Phosphoreinbau auf, zeigten jedoch nur im Vergleich
mit dem unspezifischen Signal einen signifikanten Unterschied (p = 0,024). Das unspezifische

Signal (M 0,215% =+ SE 0,031%) wies auflerdem im Vergleich zum Nicht-Aggregat (p = 0,002)
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und Hintergrund (p = 0,009) einen sehr signifikant geringeren Einbau von Phosphor auf. Die
Bereiche Hintergrund (M 0,493% = SE 0,045%) und Nicht-Aggregat (M 0,439% =+ SE 0,06%)
dhnelten sich in ithrem Phosphoreinbau. Zwischen den beiden Bereichen wurde kein signifikan-
ter Unterschied deutlich (p = 0,846). Auch wenn die Aggregate den grof3ten Phosphoreinbau
aufwiesen, zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Nicht-Aggregaten

(p = 0,639) und zum Hintergrund (p = 0,222).
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Abbildung 18: 5xFAD-Miuselinie Bestimmung des Ionenverhiltnisses 3P /12C1“N von drei definierten
Bereichen Nicht-Aggregat (rot), Aggregat (blau) und Hintergrund (gelb) in Abhidngigkeit der Konzent-
ration in Prozent; Kastengrafik: x entspricht Mittelpunkt, untere Kastenbegrenzung ist 1. Quartil, 3.
Quartil entspricht oberer Kastenbegrenzung, Whisker (schwarz) entspricht maximal einem 1,5-fachen

Interquartilabstand

3.2.3 Untersuchung der Proteinphosphorylierung mit *P/*S in der 5xFAD-

Maiuselinie
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Abbildung 19: 5xFAD-Miuselinie Bestimmung des Ionenverhiltnisses 31P/32S von drei definierten Be-
reichen Nicht-Aggregat (rot), Aggregat (blau) und Hintergrund (gelb) in Abhingigkeit der Konzentration
in Prozent; Kastengrafik: x entspricht Mittelpunkt, untere Kastenbegrenzung ist 1. Quartil, 3. Quartil
entspricht oberer Kastenbegrenzung, Whisker (schwarz) entspricht maximal einem 1,5-fachen Interquar-

tilabstand



Ergebnisse 40

Eine andere Méglichkeit fiir die Proteinquantifikation und fiir die Bestimmung des Phosphory-
lierungsgrads ist die Errechnung des Phosphor-Schwefel-Verhiltnisses. Wie im Verhaltnis
Y'P/PC*N wurde ein geringer Phosphoreinbau deutlich (Abbildung 19). In allen Bereichen
konnte die Normalverteilung verworfen werden — Aggregat (W = 0,845; p < 0,001), Nicht-Ag-
gregat (W = 0,735; p < 0,001), unspezifisches Signal (W = 0,822; p = 0,004) und Hintergrund
(W =0,726; p<0,001). Den hochsten Einbau zeigte der Bereich Hintergrund
(M 0,115% =+ SE 0,013%). Eine etwas geringere Inkorporation wiesen die Bereiche Aggregat
M 0,102% =+ SE 0,009%) und Nicht-Aggregat (M 0,098% =+ SE 0,016%) auf. Das unspezifi-
sche Signal (M 0,075% = SE 0,012%) baute am wenigsten Phosphor ein. Die statistische Un-
tersuchung mit dem Mann-Whitney-U-Test konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Bereichen nachweisen. Dementsprechend zeigte der Bereich Aggregat nicht signifikante
Unterschiede zum Nicht-Aggregat (p = 0,72), unspezifischen Signal (p = 0,105) und Hinter-
grund (p = 0,619). Weiterhin zeigten sich keine Signifikanzen zwischen Nicht-Aggregat und
Hintergrund (p = 0,723), Nicht-Aggregat und unspezifischem Signal (p = 0,491) sowie unspe-
zifischem Signal und Hintergrund (p = 0,084).

Im Vergleich zu *'P/"*C"*N zeigen die Ergebnisse, dass der Hintergrund am stirksten phospho-
ryliert ist. Dementsprechend verhalten sich die Ergebnisse von *'P/"?C"*N und *'P/*S nicht

vollstindig kongruent zueinander und zeigen keine hyperphosphorylierten Aggregate.

3.3 Untersuchung der ROIs mithilfe verschiedener Isotopenverhiltnisse

in der Tau-P301L-Maiuselinie

Aus den transgenen Miusen, die die Tau-P301L- Mutation in sich tragen, entstanden 18 Pripa-
rate. Die Bildbearbeitung und -analyse wurden nach den gleichen Kriterien durchgefiihrt, die
auch bei den 5xFAD-Miusen verwendet wurden. Insgesamt wurden in den Fluoreszenzbildern
203 Markierungen fiir den Bereich Aggregat, 219 Markierungen fiir den Bereich Nicht-Aggre-
gat, 59 Markierungen fir den Bereich unspezifisches Signal und 179 Markierungen fiir den Hin-
tergrund gesetzt. Die Markierungen wurden auf die NanoSIMS-Bilder iibertragen. Mithilfe der
statistischen Analyse sollten die errechneten Isotopenverhiltnissen "C'*N/"C"N, *'P/"*C"N
und *'P/**S Aufschluss tiber den Metabolismus der Tau-Aggregate geben. Die Ergebnisse fiir
die Bereiche Aggregat, Nicht-Aggregat und Hintergrund wurden ebenfalls mit Kastengrafiken

visualisiert.
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3.3.1 Untersuchung der Proteindynamik mit “C“N/“C“N in der Tau-P301L-
Miuselinie
Um den “C-Einbau in neue Proteine zu untersuchen, wurde fiir die Tau-P301L-Miuselinie
ebenfalls das Isotopenverhiltnis "C'*N/"C"N gebildet. Der isotopische Einbau war in der Ver-
teilung der Inkorporation mit den 5xFAD-Midusen vergleichbar. Die Aggregate
M 2,347% =+ SE 0,05%)  besalen  den  geringsten und die  Nicht-Aggregate
(M 3,809% =+ SE 0,057%) den stirksten “C-Einbau (Abbildung 20). Das unspezifische Signal
(M 3,342% % SE 0,124%) und der Hintergrund (M 3,51% =+ SE 0,079%) wiesen ebenfalls ei-

nen ahnlichen Einbau auf.
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Abbildung 20: Tau-P301L-Miuselinie Bestimmung des Ionenverhiltnisses 1C14N/12C“N von drei de-
finierten Bereichen Nicht-Aggregat (rot), Aggregat (blau) und Hintergrund (gelb) in Abhingigkeit der
Konzentration in Prozent; Signifikanz durch Sternchen dargestellt: ***hochsignifikanter Unterschied
(p < 0,001); Kastengrafik: x entspricht Mittelpunkt, untere Kastenbegrenzung ist 1. Quartil, 3. Quartil
entspricht oberer Kastenbegrenzung, Whisker (schwarz) entspricht maximal einem 1,5-fachen Interquar-

tilabstand

Eine Abweichung zu den 5xFAD-Miusen zeigte sich in der Streuung der Stichprobe des un-
spezifischen Signals. Im Gegensatz zu den 5xFAD-Miusen wiesen Hintergrund und unspezifi-
sches Signal eine dhnliche Streuung auf. Ein weiterer Unterschied zu den 5xFAD-Miusen zeigte
sich beim Test auf Normalverteilung. Bei den Tau-P301L-Miusen konnte sowohl bei den

Nicht-Aggregaten (W = 0,989; p = 0,108) als auch bei den unspezifischen Signalen (W = 0,978;
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p = 0,365) eine Normalverteilung angenommen werden. Da in den Bereichen Aggregat
(W =0,903; p < 0,001) und Hintergrund (W = 0,91; p < 0,001) jedoch keine Normalverteilung
festgestellt werden konnte, wurden alle Bereiche mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert. Die
Ergebnisse verdeutlichen, dass die Aggregate ein hochsignifikant geringeren Isotopeneinbau als
die anderen untersuchten Bereiche — Nicht-Aggregat (p < 0,001), unspezifisches Signal
(p < 0,001) und Hintergrund (p < 0,001) — besallen. Des Weiteren zeigten die Nicht-Aggregate
eine hochsignifikant stirkere C-Inkorporation als die Bereiche unspezifisches Signal
(p < 0,001) und Hintergrund (p < 0,001). Die deskriptiven Angaben der Bereiche Hintergrund
und unspezifisches Signal dhnelten sich. Zwischen diesen beiden Bereichen konnte kein signifi-

kanter Unterschied (p = 0,567) festgestellt werden.

Die Ergebnisse entsprechen grof3tenteils den Ergebnissen der 5xFAD-Mauselinie. Die einzige
Unterscheidung besteht bei den Signifikanzen zwischen dem unspezifischen Signal und den

Aggregaten bzw. Nicht-Aggregaten.

3.3.2 Untersuchung der Proteinphosphorylierung mit *P/“C"N in der Tau-P301L-

Maiuselinie

31p /12C14N
in Prozent
\x\)@e\“\\A WI_‘ _
Q

Abbildung 21: Tau-P301L-Mauselinie Bestimmung des Ionenverhiltnisses 3P /12C1“N von drei definier-
ten Bereichen Nicht-Aggregat (rot), Ageregat (blau) und Hintergrund (gelb) in Abhingigkeit der Kon-
zentration in Prozent; Signifikanz durch Sternchen dargestellt: **sehr signifikanter Unterschied
(p < 0,01); Kastengrafik: x entspricht Mittelpunkt, untere Kastenbegrenzung ist 1. Quartil, 3. Quartil
entspricht oberer Kastenbegrenzung, Whisker (schwarz) entspricht maximal einem 1,5-fachen Interquar-

tilabstand

Der Phosphoreinbau in den untersuchten Bereichen war wie bei den 5xFAD-Priparaten gering.
Es zeigte sich jedoch eine andere Verteilung des Phosphoreinbaus in die Bereiche (Abbil-
dung 21). Den stirksten ~ Phosphoreinbau ~ besallen = die = Nicht-Aggregate
(M 0,602% =+ SE 0,06%) gefolgt vom Hintergrund (M 0,488% =+ SE 0,054%) und vom unspe-
zifischen Signal (M 0,4% = SE 0,037%). In den Aggregaten (M 0,368% =+ SE 0,021%) zeigte

sich tendenziell der geringste Phosphoreinbau. Die Normalverteilung der Stichproben wurde
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mit dem Shapiro-Wilk-Test tiberpriift. In allen Bereichen — Aggregat (W = 0,762; p < 0,001),
Nicht-Aggregat (W = 0,532; p < 0,001), unspezifisches Signal (W = 0,893; p < 0,001) und Hin-
tergrund (W = 0,53; p < 0,001) — musste die Annahme einer Normalverteilung verworfen wer-
den. Der Vergleich der Bereiche wurde mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-Test fiir unab-
hingige Stichproben durchgefithrt. Die einzigen sehr signifikanten Unterschiede fanden sich
zwischen Nicht-Aggregat und Aggregat (p = 0,007) bzw. zwischen Nicht-Aggregat und Hinter-
grund (p = 0,003). Der Bereich Nicht-Aggregat hatte einen signifikant hheren Phosphoreinbau
als die beiden anderen Bereiche. Die Unterschiede zwischen dem Bereich unspezifisches Signal
und den anderen Bereichen waren nicht signifikant — Nicht-Aggregat (p = 0,333), Aggregat
(p = 0,597) und Hintergrund (p = 0,301). Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Bereichen Aggregat und Hintergrund (p = 0,239).

Die Resultate implizieren, dass der Phosphoreinbau in allen Bereichen gering ausfillt. Eine Ten-
denz ist dahingehend festzustellen, dass die Aggregate weniger Phosphor als die umgebenden
Bereiche besitzen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass sich die transgenen Mauselinien 5xFAD

und Tau-P301L in ihrem Phosphoreinbau unterscheiden.

3.3.3 Untersuchung der Proteinphosphorylierung mit *P/*S in der Tau-P301L-

Maiuselinie

31 = /328
in Prozent

Abbildung 22: Tau-P301L-Miuselinie Bestimmung des Ionenverhiltnisses 3P /325 von drei definierten
Bereichen Nicht-Aggregat (rot), Aggregat (blau) und Hintergrund (gelb) in Abhdngigkeit der Konzent-
ration in Prozent; Signifikanz durch Sternchen dargestellt: **sehr signifikanter Unterschied (p < 0,01),
***hochsignifikanter Unterschied (p < 0,001); Kastengrafik: x entspricht Mittelpunkt, untere Kastenbe-
grenzung ist 1. Quartil, 3. Quartil entspricht oberer Kastenbegrenzung, Whisker (schwarz) entspricht

maximal einem 1,5-fachen Interquartilabstand

Das Verhiltnis *'P/*S war in allen Bereichen gering (Abbildung 22). Die Bereiche Nicht-Ag-
gregat (M 0,125% =+ SE 0,009%) und Hintergrund (M 0,113% = SE 0,01%) wiesen ein dhnli-
ches Verhiltnis auf. Ein geringeres Verhaltnis zeigten Aggregat (M 0,061% =+ SE 0,005%) und
unspezifisches Signal (M 0,097% % SE 0,011%). Nach der Durchfiihrung des Shapiro-Wilk-
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Tests wurde die Annahme einer Normalverteilung in allen Bereichen verworfen — Aggregat
(W =0,7; p<0,001), Nicht-Aggregat (W =0,707; p <0,001), unspezifisches Signal
(W =0,828; p < 0,001) und Hintergrund (W = 0,69; p < 0,001). Der Mann-Whitney-U-Test
unterstiitzte die Annahme, dass die Aggregate den geringsten Phosphoreinbau aufwiesen. Es
konnten hochsignifikante Unterschiede zwischen Aggregat und Nicht-Aggregat (p < 0,001),
Aggregat und unspezifischem Signal (p < 0,001) sowie zwischen Aggregat und Hintergrund
(p < 0,001) festgestellt werden. Dariiber hinaus wurde ein sehr signifikanter Unterschied zwi-
schen den Bereichen Nicht-Aggregat und Hintergrund (p = 0,004) deutlich. Zwischen unspezi-
fischem Signal und Nicht-Aggregat (p = 0,238) sowie unspezifischem Signal und Hintergrund

(p = 0,740) konnten hingegen keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

Zusammenfassend treten Unterschiede zwischen den Ergebnissen *'P/*S und *'P/"C"N her-
vor. Dennoch kann keine Hyperphosphorylierung der Tau-P301L-Aggregate festgestellt wer-

den.

3.4 Untersuchung der Proteindynamik mit Linescans vom Zentrum des

Signals bis zur Peripherie in der 5xFAD-Miuselinie

Nachdem der isotopische Einbau in den vier Bereichen analysiert wurde, wurden Linescans
durchgefiihrt. Fir die Linescans wurden die Bereiche ausgewihlt, die im Autofluoreszenzbild
und/oder im Fluoreszenzbild mit spezifischer Antikorperfirbung Signale aufwiesen. Dement-
sprechend wurden die Bereiche Aggregat, Nicht-Aggregat und unspezifisches Signal untersucht.
Wie in den Abschnitten 3.2.1 und 3.3.1 beschrieben, wiesen alle untersuchten Bereiche eine “C-
Inkorporation auf. Die kreisférmigen Markierungen wurden zwar fiir die jeweiligen Bereiche
nur innerhalb der Signale gesetzt, allerdings wurden sowohl zentrale als auch etwas peripher im
Signal liegende Markierungen gesetzt und ein gemeinsamer Mittelwert sowie Standardfehler er-
mittelt. Somit konnte zunichst festgestellt werden, dass eine verstirkte "C-Inkorporation in den
Bereichen vorlag. Um die Theorien iiber den Metabolismus der Plaques (Abschnitt 1.2.4) zu
tberprifen, wurden Linescans vom Zentrum des Signals bis in die Peripherie durchgefithrt. Die
Verliufe der Linescans sollten mdgliche Unterschiede im “C-Einbau des Zentrums und der
Peripherie aufzeigen. Weil der "C-Einbau in neue Proteine bestimmt werden sollte, wurde eben-
falls das Isotopenverhiltnis BCUN/C"N bestimmt. AnschlieBend wurden die Linescans mit
dem nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test und dem anschlieenden Posthoc-Test nach Tu-

key statistisch analysiert.
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Es wurden insgesamt 13 Linescans bei den Aggregaten, 5 Linescans bei den Nicht-Aggregaten
und 4 Linescans fir das unspezifische Signal in den 5xFAD-Priparaten untersucht (Abbil-
dung 23). Wie in Abbildung 24 dargestellt, beschreibt der "C-Einbau in den Aggregaten einen
sigmoidalen Verlauf mit einem geringen Einbau im Zentrum und einem stirkeren Einbau in der
Peripherie. Der geringste Einbau konnte im Zentrum (M 1,765% =+ SE 0,055%) festgestellt
werden. Der stirkste Einbau zeigte sich 0,735 pm vom Zentrum (M 3,663% =+ SE 0,183%) ent-
fernt. Der Kruskal-Wallis-Test stellte einen signifikanten Unterschied zwischen Zentrum und
Peripherie fest, der mit dem Posthoc-Test nach Tukey unterstiitzt wurde. Der Test nach Tukey
wies signifikante Unterschiede zwischen Zentrum und Peripherie ab 0,525 um Entfernung vom

Zentrum nach.
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Abbildung 23: Linescans der 5xFAD-Miuselinie einzeln dargestellt vom Zentrum bis Peripherie in um
in Abhingigkeit vom Ionenverhiltnis 3C14N/R2C1N in Prozent A) Datenteihen 1 bis 13 der Aggregate
B) Datenreihen 1 bis 5 der Nicht-Aggregate

Die Linescans der Nicht-Aggregate stellten ebenfalls einen sigmoidalen Verlauf dar, der jedoch

gegenldufig zu den Linescans der Aggregate war. Im Zentrum des Signals
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(M 4,818% =+ SE 0,735%) zeigte sich die stirkste “C-Inkorporation, die sich in der Peripherie
verringerte und den wenigsten “C-Einbau in der Peripherie mit 1,155 pm Entfernung vom
Zentrum (M 2,291% + SE 0,642%) aufwies. Der Kruskal-Wallis-Test ermittelte einen mogli-
chen Unterschied zwischen dem isotopischen Einbau des Zentrums und der Peripherie, der

sich jedoch im Posthoc-Test nicht bestatigte.
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Abbildung 24: Linescans 5xFAD-Miuselinie vom Zentrum bis Peripherie in um in Abhingigkeit vom
Tonenverhiltnis 12CHN/12C1N in Prozent; A) Aggregat blaue Linie durch Mittelwerte (M), Standardfeh-
ler (SE) als blaue Fehlerbalken; B) Nicht-Aggregat rote Linie durch M, SE als rote Fehlerbalken; Signifi-

kanz durch Sternchen dargestellt: *signifikanter Unterschied (p < 0,05)

Aus den Linescans der unspezifischen Signale sind keine Tendenzen fiir einen veranderten Ein-
bau vom Zentrum in die Peripherie abzulesen. Der isotopische Einbau scheint vom Zentrum
M 3,966% =+ SE 1,598%) bis zur Peripherie (M 3,488% =+ SE 0,453%) mit einer Entfernung
von 1,155 pm zum Zentrum gleichmifBig zu sein. Auch der Kruskal-Wallis-Test konnte keine

signifikanten Unterschiede feststellen. Es zeigte sich lediglich eine stirkere Streuung der Werte
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innerhalb und in der Nihe zum Zentrum im Vergleich zu den Linescans der Aggregate und

Nicht-Aggregate.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Beobachtungen der Linescans mit den
Ergebnissen aus dem Abschnitt 3.2.1 kongruent sind. Der Bereich Aggregat und das Zentrum
der Aggregat-Linescans zeigten den geringsten ’C-Einbau, wohingegen die Markierungen und
zentralen Bereiche der Nicht-Aggregat-Linescans den stirksten Isotopeneinbau aufwiesen. So-
wohl in den Markierungen als auch in den Linescans der unspezifischen Signale zeigte sich ein
"C-Einbau, der zwischen dem Einbau der Aggregate und dem der Nicht-Aggregate lag. AuBer-
dem spiegelten sich in den Linescans des unspezifischen Signals die Variabilitit der Messdaten
wider, die bereits bei der Analyse der Bereiche deutlich wurde. Bezogen auf die Fragestellung,
kann sowohl eine strukturelle Stabilitit im Zentrum der Aggregate als auch eine Dynamik in der
Peripherie der Aggregate gezeigt werden. Dementsprechend kénnen die Aggregate als meta-

stabil bezeichnet werden.

3.5 Untersuchung der Proteindynamik mit Linescans vom Zentrum des

Signals bis zur Peripherie in der Tau-P301L-Miuselinie

Die Linescans der Miuselinie Tau-P301L wurden in der gleichen Weise erstellt und analysiert,
wie es bei der anderen transgenen Miuselinie in Abschnitt 3.4 beschrieben wurde. Insgesamt
wurden 35 Linescans fur die Aggregate, 4 Linescans fir die Nicht-Aggregate und 6 Linescans
fiir die unspezifischen Signale mit dem Isotopenverhiltnis “"C"*N/"C"N untersucht (Abbil-

dung 25).

Die Aggregate (M 2,046% + SE 0,128%) zeigten im Zentrum den geringsten "C-Einbau. Der
Einbau verstirkte sich signifikant in Richtung Peripherie (Abbildung 26). Der héchste Einbau
zeigte sich 1,05 um vom Zentrum (M 3,486% = SE 0,267%) entfernt. Der Anstieg wurde mit
dem Kruskal-Wallis-Test analysiert, der einen Unterschied zwischen Zentrum und Peripherie
andeutete. Mit dem nachfolgenden Posthoc-Test nach Tukey konnten signifikante Unterschiede
zwischen dem Zentrum und der Peripherie ab 0,42 um Entfernung vom Zentrum ermittelt
werden. Die Resultate zeigten damit eine Ahnlichkeit zu den Ergebnissen der 5xFAD-Aggre-
gate. Die Tau-P301L-Linescans hingegen wiesen im Zentrum eine gréflere Streuung der Werte

auf.

Wie bei den 5xFAD-Linescans zeigten die Nicht-Aggregate der Tau-P301L-Maus im Zentrum
des Signals (M 4,112% =+ SE 0,34%) den hochsten Einbau von C. Eine abfallende Tendenz in
Richtung der Peripherie war erkennbar. Der geringste Isotopeneinbau zeigte sich 0,735 um vom

Zentrum entfernt (M 3,323% = SE 0,494%). Ausgenommen davon war der am weitesten in der
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Peripherie liegende Wert, da dieser nur durch den Linescan 3 (Abbildung 25D) gebildet wird
und daher kein SE errechnet werden konnte. Der Kruskal-Wallis-Test konnte keinen méglichen
signifikanten Unterschied zwischen Zentrum und Peripherie aufzeigen, sodass die grafische Be-

schreibung mit der abfallenden Tendenz vom Zentrum zur Peripherie bestitigt werden kann.
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Abbildung 25: Linescans der Tau-P301L-Miuselinie einzeln dargestellt vom Zentrum bis Peripherie in
wm in Abhingigkeit vom Ionenverhiltnis YC“N/12C1N in Prozent A) Datenreihen 1 bis 11 der Aggre-
gate B) Datenreihen 12 bis 23 der Aggregate C) Datenreihen 24 bis 35 der Aggregate D) Datenreihen 1
bis 4 der Nicht-Aggregate

In den Linescans der unspezifischen Signale wurde ebenfalls eine leicht abfallende Tendenz
ersichtlich, die durch den Kruskal-Wallis-Test als nicht signifikant eingestuft wurde. Das Zent-
rum des unspezifischen Signals (M 3,383% + SE 0,881%) zeigte einen héheren Einbau von C
im Vergleich zur Peripherie bei 1,05 um (M 1,997% = SE 0,41%). Wie bei den Linescans der

5xFAD-Miuse wies das Zentrum eine leicht stirkere Streuung der Werte als die Peripherie auf.

Zusammenfassend reflektieren die Linescans die Untersuchung der Tau-P301L-Bereiche (Ab-
schnitt 3.3.1). Im Vergleich zu den 5xFAD-Miusen zeigen sich bei den Aggregaten und Nicht-
Aggregaten eine starkere Variabilitit in den Verhiltnissen. Ansonsten implizieren die Ergebnisse
metastabile Aggregate, da sowohl eine gewisse Stabilitit im Zentrum als auch eine Dynamik in

der Peripherie nachgewiesen wurde.
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Abbildung 26: Linescans Tau-P301L-Miuselinie vom Zentrum bis Peripherie in pm in Abhingigkeit

vom Jonenverhiltnis BCN/12CHN in Prozent; A) Aggregat blaue Linie durch Mittelwerte (M), Stan-

dardfehler (SE) als blaue Fehlerbalken; B) Nicht-Aggregat rote Linie durch M, SE als rote Fehlerbalken;

Signifikanz durch Sternchen dargestellt: *signifikanter Unterschied (p < 0,05)
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden Fluoreszenz- und NanoSIMS-Bilder von transgenen Miusepriparaten
genutzt, um den Metabolismus von AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen zu untersuchen. Die
Analyse sollte kldren, ob die Aggregate eine strukturelle Stabilitit oder eine Dynamik aufweisen
und wie sich der Phosphoreinbau in die Aggregate darstellt. Es wurden zwei transgene Mauseli-
nien ausgewihlt, von denen die 5xFAD-Maiuselinie A3-Plaques und die Tau-P301L-Miuslinie
Tau-Aggregate ausbildet. Nach einer Fiitterung mit “C-Lysin wurden Gehirnschnitte angefer-
tigt, die mit einem spezifischen Antikérper gegen AP oder Tau angefirbt wurden. Aus den Pri-
paraten wurden jeweils zwei Fluoreszenzbilder fiir die Lokalisation der Aggregate und sieben
NanoSIMS-Bilder erstellt. Die NanoSIMS-Technik kann die isotopische Zusammensetzung be-
stimmen, wodurch Annahmen tiber den Metabolismus getroffen werden kénnen. Nach der Be-
arbeitung der Bilder, in der diese exakt verschnitten wurden, konnte der isotopische Einbau
analysiert werden. Hierfiir wurde der isotopische Einbau von C in die Aggregate bestimmt und
mit dem Einbau in die anderen Bereiche — Nicht-Aggregat, unspezifisches Signal und Hinter-
grund — verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Aggregate in der 5xFAD- und Tau-P301L-
Miuselinie einen deutlich geringeren Einbau von "C als ihre Umgebung haben. Mit den Line-
scans wurde die "C-Inkorporation vom Zentrum bis in die Peripherie der Signale Aggregat,
Nicht-Aggregat und unspezifisches Signal bestimmt. Im Zentrum des Aggregats ist der isotopi-
sche Einbau geringer als in den anderen Signalen. In Richtung Peripherie nimmt die Inkorpo-
ration hingegen deutlich zu. Die Aggregate zeigen in beiden Mauselinien einen strukturell stabi-
len Kern mit einer dynamischen Peripherie. Bezogen auf die Fragestellung implizieren die Re-

sultate weder absolut stabile Plaques noch komplett dynamische Plaques.

Die Inkorporation von Phosphor wurde mit den Verhiltnissen *'P/"C"N und *'P/*S iibet-
prift. Die Ergebnisse beider Verhiltnisse sind kongruent zueinander und zeigen in den unter-
suchten Bereichen einen geringen Phosphoreinbau. Allerdings verhielt sich der Phosphoreinbau
der Aggregate bei den Miuselinien gegensatzlich. Im Vergleich zu den anderen Bereichen zeigte
sich der Phosphoreinbau in den 5xFAD-Aggregaten tendenziell héher, wohingegen die Tau-
P301L-Aggregate den niedrigsten Phosphoreinbau aufwiesen. Die Vermutung, dass die Prote-
ine durch eine Hyperphosphorylierung aggregieren, kann mit diesen Ergebnissen nicht bestitigt

werden.



Diskussion 52

4.1 Metastabile AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen

Die Alzheimerkrankheit ist durch die Ansammlung und Aggregation der Proteine Tau und AJ
gekennzeichnet (Alzheimer's association 2018). Die Proteinakkumulationen bilden sich viele
Jahte bevor die ersten Symptome auftreten (Alzheimer's association 2018). Seit Jahrzehnten
wird an transgenen Mausen geforscht, um die pathologischen Prozesse zu verstehen (Esquerda-

Canals et al. 2017).
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Abbildung 27: Plaquewachstum von 6 Monate alten und 10 Monate alten Miusen in Tagen Abbildung
entstammt Yan et al. (2009) aus Journal of Neuroscience. Abbildung wurde vom Autor modifiziert.

Copyright 2009 Society of Neuroscience.

Frihere transgene Studien zeigen, dass sich AB-Plaques in ihrer GréB3e und Morphologie nicht
mehr verindern, wenn sie sich gebildet haben (Christie et al. 2001; Meyer-Luehmann et al.
2008). Die Entwicklung der Plaques ist abhingig vom Alter der Maus, von der AB-Konzentra-
tion und von der aktivierten Mikroglia (Meyer-Luehmann et al. 2008; Yan et al. 2009). Es wer-
den Wachstumsraten der Plaques sowohl innerhalb eines Tages als auch innerhalb mehrerer
Tage beschrieben (Meyer-Luehmann et al. 2008; Yan et al. 2009; Burgold et al. 2011). In den
Studien wurden verschiedene Untersuchungsmethoden genutzt. Die Auswahl der Methodik ist
vermutlich den zum Zeitpunkt der jeweiligen Studie existierenden technischen Moglichkeiten
geschuldet. Einige Studien nutzten beispielsweise die Multiphotonen-Fluoreszenzmikroskopie,
mit der die Untersuchung einer lebenden Maus tber einen bestimmten Zeitraum moglich ist
(Burgold et al. 2011; Meyer-Luehmann et al. 2008; Yan et al. 2009). Bei dieser Technik wurde
aufgrund der oftmals gleichbleibenden GréBe der Plaques auf eine strukturelle Stabilitit ge-
schlossen. Andere Studien verwendeten post-mortem Gehirnschnitte mit amyloidfibrillenbin-
denden Farbstoffen wie Thioflavin, Congored oder konjugierten Polyelektrolyt-Sonden (LCP)
(Schmidt et al. 1995; Nilsson et al. 2007). Die LCPs, die flexibler als die anderen Farbstoffe sind,
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zeigen in dichten Plaques ein unstrukturiertes Zentrum, das von einer strukturierten Peripherie
umgeben ist. Nilsson et al. (2007) zeigen, dass sowohl ein Wachstum von innen nach auflen als
auch ein Wachstum von auflen nach innen moglich ist, das mit einer spateren zentralen Um-
strukturierung einhergehen kénnte. Michno et al. (2021) hingegen vermuten, dass sich zuerst
ein stabiler Kern bildet und anschlieBend die Plaque wichst. Die in der Studie verwendete Tech-
nik nutzt ein Sekundirionen-Massenspektrometer (SIMS), um die Inkorporation von stabilen
Isotopen (SILK) in die Gehirnschnitte zu untersuchen. Die Inkorporation von stabilen Isoto-
pen, die eine héhere Masse als Deuterium aufweisen, zeigt keine toxischen Effekte fir den Or-
ganismus (Steinhauser und Lechene 2013). Auch in dieser Arbeit wurde die Inkorporation vom
stabilen Isotop “C mit der NanoSIMS-Technik analysiert. Hierfiir wurden in den beiden trans-
genen Miuselinien die vier Bereiche Aggregat, Nicht-Aggregat, unspezifisches Signal und Hin-
tergrund miteinander verglichen. Auflerdem wurden Linescans von den Signalen Aggregat,
Nicht-Aggregat und unspezifischem Signal erstellt, um mégliche Unterschiede zwischen dem

Zentrum des Signals und seiner Peripherie zu zeigen.

Die AB-Plaques bildenden 5xFAD-Miuse zeigen in jedem Bereich eine "C-Inkorporation in die
Proteine, die iber dem physiologischen Verhiltnis von 1,05% liegt (Richter et al. 2017). Dem-
entsprechend scheint jeder Bereich eine Dynamik aufzuweisen. Dennoch werden signifikante
Unterschiede im “C-Einbau zwischen den Bereichen deutlich. Die Aggregate der 5xFAD-
Miuse zeigen einen signifikant geringeren Einbau von "C als die Bereiche Nicht-Aggregat und
Hintergrund. Dies konnte daraufthin deuten, dass die Aggregate frither als die Nicht-Aggregate
gebildet werden und/oder resistenter gegentiber Umwelteinfliissen sind. Die Nicht-Aggregate
wurden durch die spezifische Bindung mit dem 6E10-Antikorper angefirbt, der an den AB1-16
bindet (Biolegend 2018). Da die Inkorporation bei den Nicht-Aggregaten signifikant hoher als
im Bereich Hintergrund ist, kann angenommen werden, dass mehr AB-Proteine als andere Pro-
teine produziert werden. Dies ist mit der Tatsache iibereinstimmend, dass das humane 4PP-
Gen in der Maus 1,5-fach und das PSEN-7-Gen 1,8-fach tberexprimiert werden (Sadleir et al.
2018). Das unspezifische Signal zeigt eine starke Streuung der Daten, wodurch keine signifikan-
ten Unterschiede zu den anderen Bereichen erkennbar sind. Das unspezifische Signal umfasst
die Autofluoreszenz verschiedener Molekiile und kann nicht klar zugeordnet werden. Eine Au-
tofluoreszenz entsteht bei konjugierten Doppelbindungen, die beispielsweise Lipide enthalten,
oder bei der Einbettung von LR-White. Dadurch ist nicht genau festzustellen, wie die Autoflu-
oreszenz entsteht. Dementsprechend ist die grof3e Variabilitit der Daten nicht tiberraschend. In
den Linescans des unspezifischen Signals, die besonders im Zentrum eine grof3e Streuung auf-

weisen, ist die Inkorporation von C gleichbleibend. Die Linescans der Aggregate zeigen einen
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sigmoidalen Verlauf mit einem geringen Einbau im Zentrum, der in Richtung Peripherie signi-
fikant ansteigt. Auch die Linescans der Nicht-Aggregate verlaufen sigmoidal, auch wenn sie zu
den Aggregaten gegenliufig sind. Der stirkste "C-Einbau zeigt sich im Zentrum und fillt in
Richtung Peripherie ab. Moglicherweise werden AB-Proteine daher im Zentrum neusyntheti-
siert, wodurch iltere AB-Proteine weiter in die Peripherie gedringt und abgegeben werden. Yan
et al. (2009) vermutet, dass der AB-Einbau konzentrationsabhingig in die Plaques erfolgt, dem-
entsprechend lsst die Verinderung der Inkorporation vom Zentrum in die Peripherie auf eine
héhere Konzentration der Proteine mit "C-Inkorporation schlieBen. Aus diesem Grund ist es
wahrscheinlich, dass sich Aggregate und Nicht-Aggregate iiber mehrere Tage bilden. Somit be-
stitigen die Resultate die Vermutung von Yan et al. (2009) und Burgold et al. (2011), dass das
Plaquewachstum ein Prozess iiber mehrere Tage ist und nicht, wie Meyer-Luehmann et al.
(2008) angenommen hat, eine schnelle Entwicklung innerhalb eines Tages (Abbildung 27). Zu-
satzlich zeigt sich durch den sigmoidalen Verlauf der Aggregate im Zentrum eine geringe In-
korporation, die erst ab ungefihr 0,21 pm anfingt zu steigen. Dieser Einbau bekriftigt die An-
nahme von Michno et al. (2021), dass sich als erster Aggregationsschritt ein stabiler Kern bildet
und anschlieBend durch homologe Anlagerung wichst (Abbildung 28). Die Ergebnisse kénnen
jedoch nicht die Annahme von Nilsson et al. (2007) bestatigen, dass die Plaques ein unstruktu-

riertes Zentrum mit einer strukturierten Peripherie aufweisen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die AB-Plaques bezogen auf die Fragestellung
weder eine absolute strukturelle Stabilitit noch eine vollstindige Dynamik aufweisen. Vielmehr
implizieren die Resultate ein stabiles Zentrum mit einer dynamischen Peripherie. Dementspre-

chend konnen die Plaques als metastabil bezeichnet werden.

Die Miuselinie Tau-P301L uberexprimiert humanes Tau-Protein und bildet Tau-Aggregate
(Terwel et al. 2005). Bisher ist nur wenig tber die Bildung der NFT bekannt. Moglicherweise
kann dies darauf zurtickgefithrt werden, dass die Tauaggregation im Sinne der Amyloidkaska-
dentheorie lange als Resultat der AB-Plaques angesehen wurde und erst seit einiger Zeit an Be-
deutung fiir die Pathogenese von Alzheimer gewinnt. Die Ergebnisse der untersuchten Tau-
P301L-Miuse weisen eine gro3e Ahnlichkeit zu den Ergebnissen der 5xFAD-Miuse auf. Auch
in der Tau-P301L-Miuselinie besitzen die Aggregate den geringsten und die Nicht-Aggregate
den stirksten Einbau. Im Gegensatz zu den 5xFAD-Miusen zeigt das unspezifische Signal in
der Tau-P3011.-Miuselinie jedoch eine geringere Streuung der Daten und ist auerdem der °C-
Inkorporation des Hintergrunds dhnlich. Aulerdem zeigen sich auch signifikante Unterschiede
zwischen dem unspezifischen Signal und dem Nicht-Aggregat bzw. dem Aggregat, was eventu-
ell auf die geringere Variabilitidt der Daten zurtickgefithrt werden kann. Bei den Linescans zeigen
sich ebenfalls dhnliche Ergebnisse wie bei den 5xFAD-Miusen. Die Aggregate besitzen im
Zentrum einen signifikant geringeren ’C-Einbau als in der Peripherie. Die Linescans der Nicht-
Aggregate weisen einen gegenliufigen, vom Zentrum in die Peripherie abfallenden “C-Einbau
auf. Auch die Linescans des unspezifischen Signals zeigen in der Peripherie eine geringere In-
korporation des stabilen Isotops als im Zentrum. Des Weiteren ist auffallend, dass die Streuung
der Daten bei den Tau-P301L-Aggregaten stirker ist, obwohl mehr Praparate untersucht wur-
den. Diese Schwankungen in den Daten kénnten darauf hindeuten, dass die untersuchten Tau-
Aggregate zu unterschiedlichen Zeiten gebildet wurden und daher — bei der Annahme eines
stabilen Zentrums wie bei den 5xFAD-Aggregaten — die Inkorporation variiert. Zusitzlich wur-
den Gehirnschnitte verschiedener Gehirnareale fur die Analyse genutzt. Es ist bekannt, dass
sich AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen ausbreiten konnen (Tiwari et al. 2019). Mit ungefihr
sechs Monaten zeigen die 5xFAD-Miuse zahlreiche Plaques in Hippocampus und Cortex, wel-
che sich mit steigendem Alter in weitere Gehirnareale ausbreiten (Oakley et al. 20006). In der
Tau-P301L-Maus ist die Ausbreitung noch nicht genau erforscht. In alteren Miusen und teil-
weise auch in Miusen ab sechs Monaten wird eine Ausbreitung unter anderem im Cortex, im
Thalamus und im Gehirnstamm beschrieben (Terwel et al. 2005). Moglicherweise befanden sich
die Tau-Aggregate im dreiw6chigen Zeitraum der Untersuchung in der Ausbreitung in ein neues
Gehirnareal. Eine andere Erklirung kénnte die schnellere Bildung der Aggregate sein. Die Uber-
expression von APP ist in den 5xFAD-Miusen ungefihr 1,5-fach erhoht, wohingegen Tau in
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der Tau-P3011.-Maus um das Zweifache tiberexprimiert wird (Terwel et al. 2005; Sadleir et al.
2018). Weil ein konzentrationsabhingiges Wachstum der Aggregate vermutet wird, konnte die

tbermifige Bildung des Proteins zu vielen Aggregaten fithren (Yan et al. 2009).

Zusammenfassend gesagt, dhneln die Ergebnisse der Tau-P301L-Mauselinie den Resultaten der
5xFAD-Miuselinie. Dadurch kann auf ein dhnliches Wachstumsmuster von Tau- und AB-Ag-
gregaten geschlossen werden. Obwohl sich eine stirkere Streuung in den Daten der Tau-P301L-

Miuselinie zeigt, deuten die Ergebnisse ebenfalls metastabile Aggregate an.

4.2 Phosphoreinbau in AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen

Frihere Studien zeigen, dass sowohl die monomeren AB- und Tau-Proteine als auch die AB-
Plaques und Tau-Neurofibrillen phosphoryliert werden kénnen. Die Phosphorylierung kann
das monomere Aggregationspotenzial erhéhen bzw. die Aggregate stabilisieren (Kumar et al.
2013; Kumar und Walter 2011; Schneider et al. 1999; Igbal et al. 2008). Die Phosphorylierung
ist eine posttranslationale Modifikation, die zu verinderten Proteineigenschaften fithrt (Ardito
et al. 2017). Von den 21 proteinogenen Aminosiauren werden am haufigsten Serin, Threonin
und Tyrosin phosphoryliert (Ardito et al. 2017). Die Phosphorylierung am Serinrest-8 im Pro-
tein AP fordert zum Beispiel die extrazellulire Bildung von AB-Oligomeren, die die Fibrillenbil-
dung initiieren kénnen und eine erhéhe Neurotoxizitit aufweisen (Kumar et al. 2011; Kumar
und Walter 2011). Zudem stabilisiert der Phosphoreinbau die neurotoxischen Aggregate, auch
wenn die Phosphorylierung nach der Aggregatbildung erfolgt (IKKumar et al. 2013; Rezaei-Ghaleh
etal. 2016). Aus diesem Grund kénnte die Phosphorylierung von Af bei Alzheimer mit spitem
Beginn relevant sein (Kumar und Walter 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in allen
Bereichen einen geringen Phosphoreinbau in die Proteine. Zusitzlich zu dem Verhailtnis
I'P/PC"N wurde zur Uberpriifung der Ergebnisse das Verhiltnis von Phosphor zu Schwefel
errechnet. Schwefel kommt in den zwei Aminosauren Methionin und Cystein vor, die in fast
jedem Protein vorhanden sind (Rappel und Schaumlétfel 2008). Der Einbau von Schwefel ist
eine iibliche Methode fiir die Proteinquantifikation und dient der Bestimmung des Phosphory-

lierungsgrades (Rappel und Schaumléffel 2008).

Die Ergebnisse der Verhiltnisse *'P/"C"N und *'P/*S in der 5xFAD-Miuselinie weisen ei-
nen dhnlichen Einbau auf. Nach beiden Bestimmungen zeigt sich die stirkste Phosphorylie-
rung in den Aggregaten und die geringste im unspezifischen Signal. Es zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen dem unspezifischen Signal und den anderen Bereichen im Verhaltnis
M'P/PCHMN. Im Gegensatz dazu zeigt *'P/>S keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Bereichen. Dieser Widerspruch in den statistischen Ergebnissen fiihrt zu der Annahme, dass
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der Schwefeleinbau der untersuchten Priparate eventuell nicht mit der Proteinquantitit gleich-
zusetzen ist. Es ist bekannt, dass A an das negativgeladene Heparansulfat binden kann
(Hosono-Fukao et al. 2012). Das sulfatierte Glykosaminoglykan foérdert die Fibrillenbildung
und schiitzt vor Abbau der Aggregate (Hosono-Fukao et al. 2012). Méglicherweise fithrt ein
verstirkter Schwefeleinbau in den Aggregaten zu den nicht vollstindig iibereinstimmenden
statistischen Ergebnissen. Allerdings zeigen beide Verhiltnisse, dass sich der Phosphoreinbau
zwischen Aggregat und Nicht-Aggregat nicht signifikant voneinander unterscheidet. Daraus
konnte geschlossen werden, dass die Aggregatbildung der 5xFFAD-Mause nicht stark von der
Phosphorylierung beeinflusst wird. Die in dieser Arbeit untersuchten Mause sind mit sechs
Monaten relativ jung. Eine Untersuchung von ilteren Mausen ist notwendig, um den Phos-
phoreinbau ilterer Plaques zu untersuchen. Méglicherweise zeigt sich bei dlteren Mausen eine
stirkere Phosphorylierung, die die Aggregate gegen Umwelteinflisse stabilisiert (Rezaei-
Ghaleh et al. 2016). Die fehlende Hyperphosphorylierung kann eventuell auf den Beginn der
Plaquebildung zurtickgefithrt werden. Die 5xFAD-Miuse bilden aufgrund der finf familidren
Mutationen frithzeitig Plaques (Oakley et al. 2006). Die Phosphorylierung wird jedoch beson-

ders mit dem spaten Beginn der Alzheimer assoziiert (IKumar und Walter 2011).

Das Protein Tau zeigt auch im physiologischen Zustand eine Phosphorylierung, die bei einer
Alzheimererkrankung um das Vierfache steigen kann (Képke et al. 1993). Eine Hyperphospho-
rylierung wurde ebenfalls im Alter oder bei einer Anidsthesie nachgewiesen (Planel et al. 2007;
Terwel et al. 2005). Eine Dephosphorylierung hingegen zeigt sich bei oxidativem Stress (Davis
et al. 1997). Im Gegensatz zu anderen Miuselinien zeigen frithere Studien an der Tau-P301L-
Miuselinie, dass die Tau-Aggregate erst mit ungefihr neun Monaten eine Hyperphosphorylie-
rung aufweisen (Terwel et al. 2005). In jungen Tau-P301L-Maiusen zeigt sich sogar eine Tau-
Dephosphorylierung (Terwel et al. 2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit bekriftigen diese Stu-
dien. Wie bei der 5xFAD-Maiuselinie wurde der Phosphoreinbau mithilfe der Verhiltnisse
J'P/CMN und *'P/**S untersucht. Die Aggregate besitzen in beiden Verhiltnissen den gerings-
ten Phosphoreinbau, der sich signifikant von den Nicht-Aggregaten unterscheidet. Das Phos-
phor-Schwefel-Verhiltnis zeigt zudem, dass sich Aggregate signifikant von dem unspezifischen
Signal und Hintergrund unterscheiden. Méglicherweise kénnen die verschiedenen statistischen
Ergebnisse ebenfalls auf einen verinderten Schwefeleinbau zuriickzufithren sein. Auch die Bil-
dung der Tau-Neurofibrillen scheint durch die Bindung an Heparansulfat geférdert zu werden
(Hosono-Fukao et al. 2012). Die Tau-P301L-Maus weist einen frithen Beginn der Tauopathie
auf, in der sich durch eine mutationsbedingte Konformationsinderung und Proteiniiberexpri-
mierung eine schnelle Ausbildung der Aggregate zeigt (Terwel et al. 2005). Erst nach der Bildung
der Aggregate zeigt sich eine Hyperphosphorylierung (Terwel et al. 2005). In anderen Studien
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wird jedoch eine altersbedingte Konformationsinderung von Tau beschrieben, die zu einer er-
héhten Phosphorylierung fuhrt (Noble et al. 2013). Die Phosphorylierung férdert anschlieBend
die Aggregation (Igbal et al. 2008). Moglicherweise fithrt die mutationsbedingte Konformati-
onsinderung zu weniger Phosphorylierungsstellen oder zu einer Blockade der Phosphorylie-
rungsstellen durch eine andere posttranslationale Modifikation wie der Glykosylierung. Eine
Glykosylierung kann das Protein gegen Phosphorylierung schiitzen (Mandelkow und
Mandelkow 2012). Ebenso kénnte die Uberexpression der Tau-P301L-Miuselinie zu oxidati-
vem Stress fithren, sodass das Protein Tau dephosphoryliert (Davis et al. 1997). Eine mégliche
Erkliarung fur die Hyperphosphorylierung der alteren Mause kann die Aktivitit der Chaperone
sein, die das Tau phosphorylieren kénnen, um die 3-Faltblitter abzuschirmen (Mandelkow und
Mandelkow 2012). Eine weiterfiihrende Studie mit transgenen Méusen, die eine langsame Tauo-
pathie wie in der sporadischen Alzheimer entwickeln, konnte das aggregationsférdernde Poten-

zial einer Hyperphosphorylierung untersuchen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in den beiden Mauselinien 5xFAD und Tau-P301L
keine Hyperphosphorylierung nachzuweisen ist. Ein aggregationsférderndes Potenzial von
Phosphor kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Durch die Uberexpression werden ver-
mehrt gekiirzte AB- und Tau-Proteine gebildet, die ein hohes Aggregationspotenzial aufweisen.
Moglicherweise ist eine erhéhte Phosphorylierung zeit- und altersabhingig und kann daher eher

bei einer langsam progredienten Alzheimer die Aggregation férdern.

4.3 Relevanz der Ergebnisse fiir den Menschen

Die Resultate der untersuchten Méuselinien deuten auf metastabile Aggregate hin, die ein stabi-
les Zentrum und eine dynamische Peripherie besitzen. Die Ergebnisse sind somit mit der Studie
von Wildburger et al. (2018) kongruent, die in einem Alzheimerpatienten dynamische Plaques
nachweisen konnten. Auch Wildburger et al. (2018) nutzten die NanoSIMS-Technik, um die
PC-Inkorporation zu analysieren. Miyakawa et al. (1986) zeigen, dass das Zentrum der Aggre-
gate aus Amyloidfibrillen geformt wird. Amyloidfibrillen gelten durch die Ausbildung vieler in-
tramolekularer Bindungen als stabil (Knowles et al. 2007). Ebenso zeigen die dichten Plaques,
die von Schmidt et al. (1995) untersucht wurden, ein Thioflavin-positives Zentrum. Thioflavin
bindet an 3-Faltblattstrukturen, die fir Amyloidfibrillen kennzeichnend sind (Chiti und Dobson
2017; Schmidt et al. 1995). Die Ergebnisse dieser Arbeit implizieren ebenfalls eine strukturelle
Stabilitit im Zentrum der Aggregate und es ist denkbar, dass das Zentrum aus Amyloidfibrillen
besteht. Jedoch wurde in dieser Studie kein 3-Faltblattbindender Farbstoff genutzt, daher kann
die Existenz von Amyloidfibrillen nur vermutet werden. Die Annahme von Jin et al. (2003)

hingegen, dass sich zunichst in der Peripherie der Aggregate Amyloidfibrillen ausbilden und
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sich das Zentrum erst danach einem Kristallisationsprozess unterzieht, kann nicht bestitigt wer-
den. Ebenfalls konnen weder die Vermutung von Hyman et al. (1993), dass es keinen Protein-
einbau in gebildeten Aggregaten gibt, noch die Annahme von Cruz et al. (1997), dass Plaques

vollstindig dynamisch sind, bekriftigt werden.

Fir die Untersuchung wurden 27 Wochen alte Mduse genutzt, die sich noch in der Phase der
Plaqueausbreitung befinden. Die Phase der Plaqueausbreitung im Menschen umfasst die prik-
linische Phase, die beim Menschen viele Jahre andauert. Beim Ubergang in das moderate Alz-
heimerstadium zeigt sich eine konstante Amyloidlast. Eine weitere Studie kénnte mit der glei-
chen Methode den Aggregatmetabolismus in der Plateauphase untersuchen und den Metabolis-

mus mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichen.

4.4 Limitationen der Arbeit

Transgene Miuselinien werden seit vielen Jahren fiir die Alzheimerforschung genutzt, da sie
wirtschaftlich in threr Haltung sind, eine kurze Lebensspanne von zwei Jahren besitzen und eine
Ahnlichkeit zum menschlichen Genom aufweisen (Esquerda-Canals et al. 2017; Vierstra et al.

2014). Dennoch zeigen sich Limitationen in der Verwendung transgener Mauselinien.

Miuse bilden physiologisch AB-Proteine, die sich jedoch in drei Substituenten vom humanen
AB unterscheiden und in geringeren Konzentrationen gebildet werden (Esquerda-Canals et al.
2017). Im Menschen werden AB-Mengen im nanomolaren Bereich gebildet, in Mdusen hingegen
nur in picomolaren Konzentrationen (Esquerda-Canals et al. 2017). Diese Unterschiede in Kon-
zentration und Aufbau des AB-Proteins sowie die kurze Lebenserwartung kénnten die Griinde
dafir sein, dass Mause physiologisch keine Alzheimer ausbilden (Esquerda-Canals et al. 2017).
Zusitzlich kann eine Mauselinie nicht die gesamte Pathophysiologie von Alzheimer darstellen
(Castellani et al. 2006). Obwohl sich AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen bei Alzheimer bilden,
entstehen bei der 5xFAD-Maiuselinie nur AB-Plaques und bei der Tau-P301L-Miuselinie nur
Tau-Aggregate. Die 5xFAD-Miuselinie ist durch finf familidre Mutationen gekennzeichnet, die
zu einer 1,5-fachen Uberexpression von humanem APP und zu einer 1,8-fachen Uberexpres-
sion von humanem PSEN-7-Gen fithren. Die Entstehung einer familidren Alzheimer im Men-
schen scheint hingegen nur von einer Mutation abhingig zu sein (Bekris et al. 2010). Eine Aus-
nahme hierbei bildet die schwedische Doppelmutation. Die Mutationen haben verschiedene
Effekte — vier Mutationen fithren zu einem erhéhten Verhiltnis von AB-42 zu A-40 und eine
Mutation erhoht die Konzentration von APP — und beeinflussen sich gegenseitig, sodass sich

die AB-Pathologie in der Maus anders entwickelt (Oakley et al. 2006). Die Plaques der 5xFAD-
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Miuse sind kleiner sowie zahlreicher als humane Plaques und hauptsichlich intrazellulir lokali-
siert (Oakley et al. 20006). Die Tau-P301L-Mutation fihrt zu einer frithen Ausbildung von Tau-
Aggregaten durch eine zweifache Uberexpression von Tau (Terwel et al. 2005). Diese Mutation
ist eher fiir die frontotemporale Demenz und Parkinsonkrankheit typisch und fihrt zu der Aus-
bildung kleinerer Tau-Neurofibrillen (Terwel et al. 2005; Lewis et al. 2000). Dennoch wird die
Miuselinie verwendet, um die Tau-Pathologie zu untersuchen. Auflerdem wird die Genexpres-
sion durch den Promoter bestimmt (Esquerda-Canals et al. 2017). Durch die Verwendung eines
anderen Promoters kann sich die Genexpression verindern (Esquerda-Canals et al. 2017). Bei-
spielsweise zeigt eine Mauselinie mit der schwedischen Doppelmutation und dem Thy-1-Pro-
moter eine siebenfache Uberexpression, wohingegen die gleiche Mutation mit dem PrP-Promo-
ter einen fiinffachen Anstieg in der AB-40- und einen 14-fachen Anstieg in der AB-42 (43)-
Konzentration zeigt (Esquerda-Canals et al. 2017).

Die durchschnittliche Lebensdauer von Miusen betridgt ungefihr zwei Jahre. Eine besonders
kurze Lebenserwartung von einem Jahr zeigen die Tau-P3011.-Mause (The Jackson Laboratory).
Dementsprechend zeigen transgene Miuse eine deutlich schnellere Entwicklung der Pathologie
als die Menschen (The Jackson Laboratory). Insbesondere im ersten Lebensmonat wird eine
Entwicklung beschrieben, die 150-mal schneller ist (The Jackson Laboratory). Zwischen dem
ersten und sechsten Monat entwickeln sich die Mause 45-mal schneller und ab dem sechsten
Monat bleibt die Entwicklung 25-mal schneller als beim Menschen (The Jackson Laboratory).
Die untersuchten Miuselinien waren ungefihr sechs Monate alt, wodurch sie einer 30-jahrigen
Person entsprechen (The Jackson Laboratory). Alzheimer ist in tber 90% eine altersabhingige
Erkrankung mit einem spiten Krankheitsbeginn (DGN und DGPPN 2016). Nur 1% bis 4%
aller Alzheimererkrankungen sind auf eine familidre Mutation zurtickzufiihren, die zu einem
frihen Beginn fithrt und eine andere Pathophysiologie zeigt (DGN und DGPPN 2016). Des
Weiteren sind geschlechterspezifische Unterschiede bekannt. Weibliche Mause der 5xFAD-
Miuselinie erreichen deutlich spiter das Plaqueplateau und weisen eine stirkere Phosphorylie-
rung auf (Oakley et al. 20006; Bhattacharya et al. 2014). Das Geschlecht der untersuchten Mause

in dieser Arbeit ist nicht bekannt.

Neben der Verwendung von Miuselinien zeigen sich weitere Limitationen in der Bildentstehung
und -bearbeitung. Die Priparate wurden mit spezifischen Antikorpern gegen AR bzw. Tau an-
gefirbt. Die Firbung gibt somit keinen Aufschluss tber 3-Faltblattstrukturen, die kennzeich-
nend fir Alzheimeraggregate sind. Die zusitzliche Anfirbung mit Thioflavin ist eine hdufig
verwendete Methode fiir die Aggregatbestimmung. In dieser Untersuchung wurden stattdessen
die Aggregate durch gemeinsame Signale der AntikOrperfirbung und der Autofluoreszenzfir-

bung definiert, da der Hauptbestandteil der Aggregate das AB- oder Tau-Protein ist und eine
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Autofluoreszenz in Aggregaten zum Beispiel durch Lipidinklusionen nachgewiesen wurde
(Wildburger et al. 2018). Das Aggregationspotenzial der Proteine Tau und A steigt, wenn die
Proteine gekiirzt werden (Tabaton und Piccini 2005; Cotman et al. 2005). Bei den 5xFAD-Miu-
sen wird der N-Terminus gekiirzt (Tabaton und Piccini 2005). Weil der Antikérper 6E10 am
N-Terminus des AB-Proteins bindet, kénnen zwar die APP-Proteine jedoch nicht die gekiirzten
AB-Proteine dargestellt werden (Hunter und Brayne 2017). Die PHF-1-Antikorperfarbung bei
den Tau-P301L-Mdusen kann hingegen gekiirztes und ungekiirztes Tau anfirben (Otvos et al.
1994). Weitere Limitationen zeigen sich in den bildgebenden Verfahren. Bei der Fluoreszenz-
mikroskopie kommt es zum Ausbleichen und Quenching des Priaparats. Die NanoSIMS-Tech-
nik ist destruktiv, da ein Sekundirionenstrahl aus der Oberfliche des Priparats generiert wird.
Daher konnen die Praparate nur einmal genutzt werden. Zusitzlich kann es zu Verzerrungen in
den Bildern kommen, wenn der Primirionenstrahl nicht vollkommen senkrecht auf das Pripa-
rat trifft. Bei Bildbearbeitung mit speziellen Programmen koénnen ebenfalls Ungenauigkeiten

auftreten, die sich eventuell auf die anschlieBende Analyse auswirken.

4.5  Schlussfolgerung

Die Ergebnisse implizieren einen metastabilen Metabolismus der AB-Plaques und Tau-Neuro-
fibrillen in den transgenen Miusen, da sich ein stabiles Zentrum mit einem geringen ’C-Einbau
sowie eine dynamische Peripherie mit einer stirkeren “C-Inkorporation bilden. Des Weiteren
scheint der Aggregationsprozess eher das Resultat der Proteiniiberexpression als das Ergebnis
einer Hyperphosphorylierung zu sein. Dennoch kann ein aggregationstérderndes Potenzial der
Phosphorylierung bei einer langsameren Aggregatbildung und einem spiteren Beginn der Alz-

heimer nicht ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

Alzheimer ist die hdufigste neurodegenerative Erkrankung, von der weltweit 50 Millionen Men-
schen betroffen sind. Hauptmerkmale sind das sich progredient verschlechternde klinische Er-
scheinungsbild und die pathologische Akkumulation von den Proteinen AB und Tau. Die ag-
gregierten Proteinakkumulationen werden als AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen bezeichnet.
Der Metabolismus dieser Aggregate wird kontrovers diskutiert. Es ist bisher nicht vollstindig
geklirt, ob die AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen eine strukturelle Stabilitit aufweisen oder
sich durch stindige Umbauprozesse in einem dynamischen Gleichgewicht mit ihrer Umgebung
befinden. Auflerdem wird vermutet, dass die Aggregation durch eine erhéhte Phosphorylierung
der AB- und Tau-Proteine geférdert wird und deswegen hyperphosphorylierte Aggregate ent-
stehen. Ziel dieser Arbeit ist es, den Metabolismus der Aggregate und ihren Phosphoreinbau zu
untersuchen. Hierbei wurde die isotopische Zusammensetzung der Plaques und ihrer Umge-

bung mithilfe der Nanoskala-Sekundirionen-Massenspektrometrie (NanoSIMS) analysiert.

Fir die Untersuchung wurden die transgenen Mauselinien 5xFAD und Tau-P301L ausgewihlt.
Die 5xFAD-Miuselinie besitzt funf familidre Alzheimermutationen, die zu einer AB-Plaque-
Bildung fithren. Die Tau-P301L.-Mauselinie bildet durch die P301L.-Mutation Tau-Neurofibril-
len aus. Die 27 Wochen alten Miuse wurden tiber drei Wochen mit “C-Lysin reicher Nahrung
gefiittert. Lysin ist eine Aminosdure, die fur den Aufbau anderer Aminosduren und somit fur
die Bildung neuer Proteine benétigt wird. PC ist ein stabiles Isotop, das physiologisch zu 1,05%
vorkommt. Nach den drei Wochen wurden die Méuse mit Paraformaldehyd perfundiert und
Gehirnschnitte angefertigt. Die Gehirnschnitte wurden mit Antikérpern gegen humanes Af
(Antikorper 6E10) bzw. gegen humanes Tau (Antikérper PHF-1) angefirbt, in LR-White ein-
gebettet und anschlieBend Mikrotomschnitte angefertigt. Mit den Priparaten wurden zwei Flu-
oreszenzbilder und sieben NanoSIMS-Bilder erstellt. Mit den Fluoreszenzbildern konnten die
vier Bereiche Aggregat, Nicht-Aggregat, unspezifisches Signal und Hintergrund definiert wer-
den. Mit der Nano-SIMS-Technologie konnte die isotopische Zusammensetzung dieser Berei-
che bestimmt werden, wodurch Riickschlisse auf den Metabolismus gezogen wurden. Um den
Einbau der Isotope in die Proteine zu analysieren, wurden die Isotopenverhiltnisse
BCUN/C"N, *'P/"C"N und *'P/**S ermittelt und statistisch untersucht. Zusitzlich wurden
Linescans erstellt, die die Isotopenverhiltnisse "C"*N/?C'"*N vom Zentrum der Aggregate,
Nicht-Aggregate und unspezifischen Signale in die Peripherie zeigten. Die Aggregate wiesen
sowohl in der 5xFAD als auch in der Tau-P3011.-Miuselinie einen signifikant geringeren “C-
Einbau auf als in den anderen Bereichen. Zudem zeigte sich ein signifikant héherer Einbau in
der Peripherie der Aggregate im Vergleich zu dem Zentrum. Auf die Fragestellung bezogen, ob

die AB-Plaques und Tau-Neurofibrillen eine strukturelle Stabilitit aufweisen oder stindigen
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Umbauprozessen unterliegen, implizieren die Ergebnisse metastabile Aggregate. Im Zentrum
scheint sich ein strukturell stabiler Kern zu bilden, wohingegen die Peripherie in einem Gleich-
gewicht mit der Umgebung steht und eine Dynamik zeigt. Die zweite Vermutung, dass hyper-
phosphorylierte Aggregate entstehen, kann nicht bestitigt werden. Die Tau-P301L-Miuse zei-
gen sogar eine geringere Phosphorylierung. In den 5xFAD-Miusen zeigt sich lediglich ein ten-
denziell hoherer Phosphoreinbau in die Aggregate im Vergleich zu den anderen Bereichen. Da-
her scheint die Aggregation eher das Resultat der Proteiniiberexpression zu sein. Dennoch ist
ein aggregationsforderndes Potenzial der Phosphorylierung bei einer langsameren Aggregatbil-

dung und einem spiteren Beginn der Alzheimer nicht auszuschlieB3en.
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