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Abstract

M. Niemann-Pick Typ C (NPC) ist eine juvenile Demenz mit intrazellularer Anreicherung
von freiem Cholesterin, M. Alzheimer (AD) eine senile Demenz, die mit einem Poly-
morphismus im Gen des Cholesterintransportproteins Apolipoprotein E (ApoE) assozi-
iert ist. Bei beiden Erkrankungen treten im Gehirn zahlreiche neurofibrillare Tangles
(NFT), bestehend aus Protein Tau, auf. Es sollte mit einer fur freies Cholesterin spezifi-
schen Filipin-Farbung herausgefunden werden, ob sich bei beiden Erkrankungen der
Cholesteringehalt Tangle-tragender Neurone von dem Tangle-freier unterscheidet. Zur
Verfugung standen diverse Teile aus dem Zentralen Nervensystem von 5 NPC- und
Gyri temporales superficiales von 9 AD-Fallen. In Material von 3 NPC-Fallen und 1 AD-
Fall fanden sich intraneuronale, mit Tangles assoziierte Cholesterinakkumulationen. In
3 AD-Fallen fanden sich auBerdem Cholesterinakkumulationen in Assoziation mit Seni-
len Plaques. Der Cholesteringehalt Tangle-tragender Neurone war in 6 Regionen der
NPC-Falle und in 3 AD-Fallen erhoht. Fir alle Neuronenpaare der AD-Falle insgesamt
ergab sich ein erhdhter Cholesteringehalt des Tangle-tragenden Neurons. Cholesterin-
speicherung im NPC-Hirn kénnte Uber oxidativen Stress oder eine Veranderung der
cholesterinabhangigen Signaltransduktion zur Tangle-Bildung fuhren. Argumente fur die
Unterstutzung der Tangle-Bildung durch Cholesterin Uber oxidativen Stress und veran-
derte Signaltransduktion in AD werden angefuhrt. Diese Untersuchung erlaubt, neue
Hypothesen zu gemeinsamen Mechanismen der Tangle-Entstehung in AD und NPC zu

formulieren.

Niemann-Pick Typ C — Alzheimer — neurofibrillare Tangles - Cholesterin - Filipin

Abstract

Niemann-Pick type C disease (NPC) is a juvenile dementia with intracellular accumula-
tion of free cholesterol, whereas Alzheimer’s disease (AD) is a senile dementia associ-
ated with a gene polymorphism of a cholesterol transport protein, apolipoprotein E
(apoE). In both conditions, there are abundant neurofibrillary tangles (NFT) in brain,
consisting of protein tau. This study addresses the issue whether cholesterol content of

tangle-bearing neurons is the same compared to tangle-free neurons, in both diseases.



For this purpose, staining with the free cholesterol-specific fluorochrome filipin was
used. Several CNS tissue specimen of 5 NPC cases and superior temporal gyri of 9 AD
cases were available. In 3 NPC cases and 1 AD case, intraneuronal cholesterol accu-
mulations were found associated with neurofibrillary tangles. Furthermore, cholesterol
accumulations were found associated with senile plaques in 3 AD cases. Cholesterol
content of tangle-bearing neurons was increased in 6 regions of the NPC cases and in 3
AD cases. For all neurons analysed in AD, the tangle-bearing neuron showed more
cholesterol than the adjacent tangle-free neuron. Cholesterol storage in NPC brain
could lead to neurofibrillary degeneration by enhancing oxidative stress or by alterating
cholesterol-dependent signal transduction. Cholesterol accumulation in AD neurons
could lead to neurofibrillary degeneration by the same mechanisms. This study allows
the creation of new hypotheses concerning common mechanisms of neurofibrillary de-

generation in both Niemann-Pick type C and Alzheimer’s diseases.

Niemann-Pick type C — Alzheimer’s — neurofibrillary tangles — cholesterol - filipin
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1 Einleitung'

11 M. Niemann-Pick Typ C

M. Niemann-Pick Typ C (NPC) ist eine seltene, autosomal-rezessiv vererbte neurovis-
zerale Speicherkrankheit (Tab.1). Die Krankheit beginnt zu 95% der Falle vor und zu
5% nach dem 15. Lebensjahr (infantile und juvenile bzw. adulte Falle [103]). In infantilen
Fallen steht die viszerale Symptomatik mit Hepatosplenomegalie im Vordergrund
[45,103]. Kognitive Defizite und Ataxie sind die ersten Krankheitszeichen der juvenilen
Falle. Fir die adulte Verlaufsform ist eine vertikale supranukleare Blicklahmung charak-
teristisch. Alle Verlaufsformen der Krankheit sind durch eine progressive Neurodegene-
ration charakterisiert, die rasch zu Demenz und Tod fuhrt, in adulten Fallen allerdings
oft erst nach Jahren [4s].

NPC wird ausgeldst durch Mutationen in den Genen NPC1 [14] (95%) und HE1
(=NPC2) [78] (5%), die fur Proteine mit wesentlichen Funktionen im zellularen Choleste-
rinstoffwechsel (s. 1.4.) kodieren. NPC1 kontrolliert den Sorting-Mechanismus von Cho-
lesterin in einem spaten endosomalen Kompartiment - bei NPC1-Fehlfunktion wird die
Weiterleitung endozytierten Cholesterins blockiert [18,58,63]. Vermutlich weil dadurch en-
dozytiertes Cholesterin verzogert an die Cholesterinsensoren des Endoplasmatischen
Retikulums gelangt, kommt es zur Verzogerung homoostatischer Kompensationsme-
chanismen auf externe Cholesteringabe [18]. Endozytiertes Cholesterin akkumuliert in
der Folge in lysosomenahnlichen Vesikeln [1s,63]. Uber die genaue Funktion des lyso-
somalen, ubiquitar auftretenden, Cholesterin bindenden Proteins HE1 ist bisher wenig
bekannt, es ist aber mdglich, dass es mit dem NPC1-Protein in einem Komplex zu-
sammenarbeitet [7s].

Neuropathologisch aufdert sich der Speicherungsprozess im NPC-Hirn in ballonierten
Perikaryen und geschwollenen Zellfortsatzen [24,42]. Histochemische Farbungen fur
Ganglioside und neutrale Glykolipide zeigen granulare Strukturen [24,25], die sich ultra-

strukturell als multilamellare, zytoplasmatische Einschlisse - ‘polymorphous cytoplas-

! Im Dissertationstext durchgangig verwendete Abklirzungen:

7KCh - 7-Ketocholesterin, 240HCh - 24-Hydroxycholesterin, AD - Alzheimer’s disease, ApoE - Apolipoprotein E, BSA - bovines
Serumalbumin, CA - Cornu ammonis, CCD - charge-coupled device, cdk5 - cyclin dependent kinase 5, CYP46 - cytochrome P450
No. 46, FFS - freie Fettsauren, HMGR - B-Hydroxy-f-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase, MAPK - Mitogen-aktivierte Proteinkina-
sen, NFT - neurofibrillary tangle, NP - neuritic plaque, NPC - Niemann-Pick type C disease, NT - neuropil thread, PHF - paired
helical filament, ROS - reactive oxygen species, SCAP - SREBP cleavage-activating protein, SF - straight filament, SP - senile
plaque, SREBP - sterol regulatory element-binding protein



mic bodies’ - darstellen [24,42]. Es gelang aber bis vor Kurzem nicht, mit histochemi-
schen Methoden eine Anreicherung von Cholesterin im NPC-Hirn nachzuweisen, im
Gegensatz zur ausgepragten Cholesterinspeicherung in Fibroblasten und viszeralen
Geweben. Ebensowenig konnte in Hirnhomogenaten, mit einer Ausnahme [79], eine sig-
nifikante Erhéhung von freiem Cholesterin festgestellt werden (Uberblick in [102], Tab.2).

Neurofibrillare Tangles (NFT - kurz ‘Tangles’, s. 1.3.) sind ein gemeinsames neuropa-
thologisches Merkmal von NPC und M. Alzheimer (AD). Immunologisch und ultrastruk-
turell sind NFT in beiden Erkrankungen nicht zu unterscheiden [3], obwohl sie lichtmik-
roskopisch morphologische Unterschiede aufweisen - NFT in AD sind eher schlank,
flammen- oder haarformig [s9], NFT in NPC eher rundlich, globés [48]. Das Sterbealter
der juvenilen und adulten NPC-Falle, in denen NFT beschrieben wurden [3,48,61,100], liegt
zwischen 10 und 62 Jahren. Diese Falle scheinen durch einen verhaltnismalig langsa-

men Verlauf der Erkrankung charakterisiert zu sein.

1.2 M. Alzheimer

AD ist eine haufige neurodegenerative Erkrankung des héheren Lebensalters mit Ge-
dachtnis- und anderen kognitiven Defiziten, die zu einer erheblichen Beeintrachtigung
der Aktivitaten des taglichen Lebens fuhren konnen (Tab.1). Die Defizite sind wahr-
scheinlich Folge eines massiven Synapsen- und Zellverlustes [6,68]. Der Anteil von AD
an allen Demenzformen liegt zwischen 40 und 50% der Falle [107, S.40]. Die altersspezi-
fische Inzidenz steigt von 5 pro 1000 Personenjahre fir 65-Jahrige auf Gber 30 flr 85-
Jahrige [4,113]. Die Inzidenz ist bei Frauen erhoht [113].

Offensichtlich gibt es fur AD keine einheitliche Pathogenese [s]. Als Ursachen fur die
neuronale Degeneration kommen u.a. mechanische und chemische Noxen und ein neu-
ronales Energiedefizit in Frage: die Inzidenz von AD ist nach Schadel-Hirn-Traumen
erhoht [73], die Demenz langjahriger Boxsportler (Dementia pugilistica) liefert ein ahnli-
ches neuropathologisches Bild wie AD [47]; chemische Noxen sind in epidemiologischen
Studien sehr schwierig als Risikofaktoren zu identifizieren, jedoch zeigte sich ein Zu-
sammenhang zwischen Aluminiumkonzentration des Trinkwassers und AD-Inzidenz [22];
Messungen des Glukose-und Sauerstoffumsatzes in einem fruhen Entwicklungsstadium
der Krankheit lassen auf einen defizitaren Energiehaushalt vulnerabler Gehirnregionen

schliel3en [49]. Die lebenslange Addition derartiger Schadigungen kénnte zu einer Vor-



schadigung groler, stoffwechselaktiver Neurone fuhren, die besonders anfallig far AD-
assoziierte Pathologie sind [s4]. Am Ende der Entwicklung steht Zelluntergang v.a. durch

Nekrose, aber auch durch Apoptose.

Tab. 1: Gegendiiberstellung der Merkmale von M. Niemann-Pick Typ C und M. Alzheimer

Merkmal NPC AD'
Fnideminloanie
Haufigkeit 1:100.000 Lebendgeburten [104] 3-34:1000 Personenjahre [4,113]
Geographie panethnisch Pravalenz héher in Industriestaaten
Atiologie 95%: NPC1 defekt [78] ApoE ¢4 [17,88],
5%: NPC2 (HE1) defekt [78] APP, PS1, PS2 defekt [34]
Klinik [45] [107, S. 617-643]
Alter infantil - juvenil - adult senil
Psychiatrie progressive Demenz progressive Demenz
Wahnsymptome (spéat) Wahnsymptome (spat)

Orientierungsverlust (friih)
Persdnlichkeitsveranderungen (frih)
Storung des Schlaf-Wach-Rhythmus

Neurologie vertikale supranukleare Blickparese
(v.a. Abwartsblick)
Ataxie, Dysphagie, Dystonie Aphasie, Agnosie, Apraxie, Rigor u.a.
Anfalle Anfalle und Myoklonien (spat)
internistisch Hepatosplenomegalie
Neuropathologie |Atrophie [104] Atrophie [57, S.249-252]
Speicherzellen [24,42,104] lysosomale Dysfunktion [15,16]

Verlust von Purkinje-Zellen(u.a.)[104] |massiver Zellverlust [68]
massiver Synapsenverlust [68]

Demyelinisierung [102] Demyelinisierung (spat) [101]
dystrophische Axone [104]
Meganeuriten [25,104] Meganeuriten [68]
NFT,NT [3,48,61,100] NFT,NT,NP [11,84,89]
SP [89]

Stoérung der Blut-Hirn-Schranke [40]

1APP=amonid precursor protein; PS1,2=Prasenilin 1 bzw. 2

Weniger als 5% aller AD-Falle sind durch Mutationen in den Genen fur das amyloid
precursor protein (APP) und die Praseniline 1 und 2 bedingt [34]. Bei AD wird in unphy-
siologisch hohem Male durch sog. - und y-Sekretasen von APP ein 39-43 Aminosau-
ren langes Peptid, das AB-Amyloid, abgespalten. Dieses aggregiert im Neuropil zu sog.
Senilen Plaques (SP). Die Praseniline stellen wahrscheinlich Kofaktoren oder Teile der
y-Sekretase dar [26]. Sowohl APP- als auch Prasenilin-Mutationen fuhren zu einer ver-
starkten Produktion und Ablagerung von AB-Amyloid [34]. Diese Mutationen rechnet man
zur familiaren Form®.

Alle anderen Falle werden als ,sporadische Form® bezeichnet. Neben dem Alter stellt
Vorliegen des ¢4-Allels des Cholesterin-Transportproteins Apolipoprotein E (ApoE) den

zahlenmaRig groRten Risikofaktor fur AD dar [17,88]. Das Erkrankungsalter wird durch



Besitz des e4-Allels bis um 20 Jahre vorverlegt [17]. AD-Falle mit Vorhandensein des &4-
Allels weisen eine grof3ere numerische Dichte sowohl von SP als auch von NFT auf [75].
ApoE vermittelt den Transport des fur Synapsenaufbau erforderlichen Cholesterins von
der perisynaptischen Glia zu wachsenden und regenerierenden Neuronen [70].

ApoE e4-Trager haben héhere Serumcholesterinspiegel als Nicht-e4-Trager [so]. Ein-
nahme von sog. Statinen, die den Serumcholesterinspiegel senken, scheint vor AD zu
schutzen [110]. Die Blut-Hirn-Schranke ist bei AD geschadigt [40]. Eine Erhohung von
Cholesterin in AD-Hirnen konnte bisher nur in einer Studie gefunden werden ([o7],
Tab.2).

Tab. 2: Lipidchemische Befunde in Niemann-Pick Typ C- und Alzheimer-Hirnen

Parameter Methode' [NPC AD
Gewebe Befund Ref. | Gewebe Befund Ref.
Cholesterin, frei HPLC | - oA, - g + [97]
HPTLC w,g 0 [102] g 0 [23]
TLC g + R I e — oYY —
Ganglioside HPTLC w,g ++ [102] w,g - [101]
Cerebroside HPTLC w,g + [102] w - [101]

-=erniedrigt; 0=unverandert; +=erhoht; ++=stark erhoht

w — weille Substanz, g - graue Substanz

Ref. - Referenz; o. A. - ohne Angabe

'HPLC=hochauflésende Flussigkeitschromatographie; HPTLC=hochauflésende Dinnschichtchroma-
tographie, TLC=Dunnschichtchromatographie

Neuropathologische Hauptcharakteristika von AD sind extrazellulare Senile Plaques
(SP) aus aggregiertem AB-Amyloid und primar intrazellulare neurofibrillare Tangles
(NFT) aus aggregiertem Protein Tau [s9]. Tau-Aggregate in dystrophischen Dendriten im
Bereich der SP und in gewundenen Dendriten des Neuropils werden als neuritische
Plaques (NP) bzw. als Neuropilfaden (‘neuropil threads’, NT) bezeichnet [g9]. Keine die-
ser Erscheinungen ist spezifisch fur AD, und keine konnte bisher als direkt verantwort-
lich fir Synapsen- und Zellverlusts erkannt werden. Die Anzahl der NFT korreliert je-
doch besser mit dem kognitiven Defizit als die Anzahl der SP, allerdings nicht so gut wie

der Synapsenverlust [s].

1.3  Neurofibrillare Degeneration

Im AD-Hirn entwickeln sich SP und NFT bereits Jahre bis Jahrzehnte, bevor klinische

Symptome erkennbar sind. Noch ausgepragter als bei SP folgt die Ausbreitung der NFT
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einem eigentumlichen Schema, das Braak und Braak [11] beschrieben und auf klinische
Auspragungen der Demenz bezogen haben: Transentorhinaler und Entorhinaler Kortex
zeichnen sich durch ausgesprochene Vulnerabilitat fir die Tangle-Pathologie aus, sie
werden zuerst von NFT befallen (Stadien | und Il). In diesen Stadien zeigen sich nie
Zeichen einer AD-Demenz. Daraufhin werden mehr und mehr limbische Areale einbe-
zogen, wobei die Zahl der Tangles im medialen Temporallappen weiter zunimmt (Sta-
dien Il und IV). Diese Stadien entsprechen beginnender Demenz. Schlielllich erfasst
die Tangle-Pathologie auch die Assoziations- und zuletzt die Projektionsareale des Iso-
kortex (Stadien V und VI). Diese Stadien entsprechen klinisch manifestem AD.

Elektronenmikroskopisch besteht der NFT Uberwiegend aus ca. 20nm breiten, aus
zwei umeinander gewundenen Einzelfasern zusammengesetzten Filamenten, die alle
80nm eine Einschnlirung aufweisen und als ‘paired helical filaments’ (PHF) bezeichnet
werden [e6]. Daneben treten auch ‘straight filaments’ (SF) mit einem Durchmesser von
15nm auf. Chemisch bestehen PHF und SF aus Protein Tau in einem hyperphosphory-
lierten Zustand [3s]. Tau ist ein axonales, 352 bis 441 Aminosauren langes, sehr |6sli-
ches Protein, das praktisch keine konstante Sekundarstruktur aufweist, Uber die C-
terminale Domane an Mikrotubuli bindet und ihnen Stabilitat verleiht [es], indem es als
~ochwelle” fur die ,Gleise” der Mikrotubuli fungiert. Es liegt im adulten menschlichen
Hirn in sechs Isoformen vor, die durch alternatives Spleil’en eines Gens entstehen
[35,98]. Wird dabei Exon 10 inseriert, weist die Mikrotubuli-bindende Domane vier je 18
Aminosauren lange charakteristische Repeats auf, ansonsten nur drei.

NFT treten bei zahlreichen Erkrankungen und als Begleiterscheinung des normalen
Alterungsprozesses [41] auf und kdnnen, mussen aber nicht, mit SP vergesellschaftet
sein. Krankheitsentitaten mit NFT und SP sind neben AD u. a. das Down-Syndrom [109],
Dementia pugilistica [47] und M. Parkinson [107, S. 200], solche nur mit NFT neben NPC
bestimmte Prionenkrankheiten (M. Gerstmann-Straussler-Scheinker und M. Creutzfeldt-
Jakob [32]), der vermutlich durch Neurotoxin-Exposition hervorgerufene Parkinson-
Demenz-Komplex von Guam [46], das 18g-Syndrom [39] und die durch Blei hervorgeru-
fene Enzephalopathie [109]. Ultrastrukturelle Morphologie und Immunologie der Ein-
schlisse in den verschiedenen Entitdten unterscheiden sich teilweise erheblich, dies
korreliert mit der Expression bestimmter Tau-Isoformen [9s].

Tau, das aus PHF isoliert wird (PHF-Tau), weist eine Reihe von Besonderheiten auf:

es ist hyperphosphoryliert [35], es bindet nicht an Mikrotubuli [66], es ist unldslich [59] und



es ist im Gegensatz zur physiologischen axonalen Lokalisation im somatodendritischen
Kompartiment zu finden [98]. Phosphorylierung an den Stellen Ser199 und Ser202 ist fur
PHF-Tau so charakteristisch, dass ihr Nachweis beim Adulten durch den monoklonalen
Antikorper AT8 fur PHF-Tau fast zu 100% spezifisch ist [10,71]. AT8-Immunreaktivitat
geht der Aggregation von Tau in PHF voraus [5,10].

Die Sequenz, in der Tau Eigenschaften des PHF-Tau erwirbt, ist letztlich nicht ge-
klart. Folgender Ablauf wird jedoch auf der Basis von in vitro-Aggregationsexperimenten
diskutiert [28] (Abb.1):

(1) Hyperphosphorylierung fuhrt zur Loslésung von Tau von den Mikrotubuli [38];

(2) Tau reichert sich im somatodendritischen Kompartiment an;

(3) Tau verandert seine native Sekundarstruktur in einer Weise, dass die Repeat-
Regionen zweier Molekiule aneinanderlagern (Konformationsanderung - [106]),
dieser Prozess wird in vitro durch freie Fettsauren (FFS) beschleunigt [10s];

(4) Uber Zysteinreste der Repeat-Regionen dimerisieren zwei Molekile kovalent
durch Sulfhydridbriickenbildung, dieser Prozess wird durch ein oxidatives Milieu
wesentlich beschleunigt [2s];

(5) 5-7 Dimere lagern sich zu einem Nukleationskeim (‘nucleation sead’) zusammen,
dieser Prozess wird durch Polyanionen wie Heparin, Glykosaminoglykane und
Ribonukleinsaure beschleunigt [3e];

(6) relativ rasche Elongation des Filaments durch Anlagerung weiterer Dimere an

den Nukleationskeim, durch Anwesenheit von Polyanionen beschleunigt.
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Abb. 1: Hypothetischer Ablauf der Bildung von paired helical filaments aus Tau-Molekiilen (modifiziert
nach [28])

14 Cholesterin

Das gering polare Isoprenoid Cholesterin (engl. cholesterol)? ist in Saugerzellen ein un-
verzichtbarer Bestandteil von Membranen [20] und Vorstufe fur lebenswichtige Steroid-
hormone und fir Gallensauren [21]. Seitenwege des Cholesterinstoffwechsels flihren zu
weiteren Isoprenoiden mit wichtigen zellularen Funktionen, wie Dolichol, Ubichinon, Ge-
ranylgeranyl- und Farnesylpyrophosphat [12]. Physikalische (Dicke, Fluiditat) und biolo-
gische Eigenschaften der Membran (Proteinfunktion) werden durch deren Gehalt an
Cholesterin entscheidend beeinflusst [20]. Cholesterin- und Sphingolipid-reiche Memb-

randomanen, sog. Rafts (‘FI6Re’), tragen zur hoch organisierten Proteinverteilung in der

2 Innerhalb der Zelle wird Cholesterin als Ester gespeichert. Nicht verestertes Cholesterin wird auch als ,freies Cholesterin“ be-
zeichnet. In dieser Arbeit ist mit ,Cholesterin® immer ,freies Cholesterin“ gemeint.
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Plasmamembran bei und beeinflussen wichtige Membranfunktionen wie Substanzauf-
nahme, -abgabe und Signaltransduktion [oe].

Die Leber halt als zentrales Organ des Cholesterinstoffwechsels die Choleste-
rinplasmaspiegel durch Verwertung von Cholesterin aus der Nahrung, Eigensynthese
und Elimination mit der Gallenflussigkeit weit gehend konstant, so dass die Versorgung
extrahepatischen Gewebes mit Cholesterin gewahrleistet ist. Der Transport von Choles-
terin im Blut erfolgt in Lipoproteinen. Diese sind durch verschiedene Apolipoproteine
charakterisiert, die zusammen mit zellularen Lipoproteinrezeptoren Aufnahme und Ab-
gabe zellularen Cholesterins kontrollieren [21].

Nach Aufnahme von Cholesterin durch Endozytose oder auf rezeptorunabhangigem
Wege [27] unterliegt Cholesterin, wie andere Bestandteile des Endosoms, einem Sor-
ting-Mechanismus: es wird an die Zelloberflache zurticktransportiert oder im Zellinnern
weiter verarbeitet [27,96]. Im letzteren Fall spalten lysosomale Hydrolasen die Choleste-
rinester auf, das Cholesterin gelangt direkt oder Uber den Golgi-Apparat zur Plasma-
membran [96]. Das NPC1-Protein signalisiert die Anwesenheit endozytierten Choleste-
rins an den zentralen Sensor der zellularen Cholesterinhomdostase im Endoplasmati-
schen Retikulum [s3], vermutlich das Protein sterol regulatory element-binding protein
cleavage-activating protein (SCAP) [13]. SCAP vermittelt die Proteolyse von sterol regu-
latory element-binding protein (SREBP), welches im Zellkern u.a. die Transkription des
cholesterinsynthetisierenden Enzyms  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym  A-
Reduktase (HMGR) und damit die endogene Cholesterinsynthese unterdruckt. Zusatz-
lich werden Cholesterinaufnahme und -veresterung gehemmt [9s].

Obwohl fast alle extrahepatischen Gewebe ihren Cholesterinbedarf durch Aufnahme
aus dem Blut decken, ist der Proteinapparat zur endogenen Cholesterinsynthese offen-
sichtlich in allen Saugerzellen vorhanden [21]. Das im Endoplasmatischen Retikulum
synthetisierte Cholesterin gelangt Uber den Golgi-Apparat zur Plasmamembran, wo es
zusammen mit der gesamten Membran an einem kontinuierlichen Rezyklierungspro-
zess teilnimmt [27,96]. Wichtige Aspekte der zellularen Cholesterinhomdostase sind
weitherhin der Efflux von Cholesterin aus der Zelle [27] und seine Verstoffwechselung zu
Oxysterolen [e4].

Das adulte Gehirn ist zwar eines der cholesterinreichsten Organe des Saugerkor-
pers, was v.a. auf seinen Gehalt an Myelinmarkscheiden zurlckzuflihren ist [51], es

nimmt aber am Cholesterinstoffwechsel des restlichen Korpers praktisch nicht teil: es



verstoffwechselt Cholesterin sehr langsam, nimmt es in nur verschwindend geringer
Menge aus dem Blut auf und produziert es Uberwiegend selbst [21]. Der zellulare Efflux
scheint in erster Linie in Form von 24S-Hydroxycholesterin (240OHCh) zu erfolgen [e4].
Bildung von 240HCh aus freiem Cholesterin erfolgt durch die Zytochrom-Oxidase Cho-
lesterin-24-Hydroxylase (CYP46=cytochrome P450 No. 46) im Endoplasmatischen Re-

tikulum [e2].

1.5 Filipin

Filipin, eine Mischung aus mindestens vier Einzelsubstanzen, bildet mit Cholesterin ei-
nen Komplex mit dem stdchiometrischen Verhaltnis 1:1 [93,95]. In Membranen fihren
Aggregate solcher Filipin-Cholesterin-Komplexe zu Deformationen, die im gefrierbruch-
elektronenmikroskopischen Bild als ‘pits’ und ‘protrusions’ von 15-25nm Durchmesser in
Erscheinung treten. Die Dichte dieser Deformationen wird als Mal flr den Cholesterin-
gehalt von Membranen angesehen [95]. Filipin hat zwei Absorptionsmaxima bei 338 und
356nm. Es emittiert Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum von 490nm (blau).
Durch die Bindung an Cholesterin wird die Intensitat der Emission gesenkt [93]. Filipin
wird als zytochemisches Fluorochrom zur Lokalisation [9] und Quantifizierung [43,56] von

Cholesterin eingesetzt.



2 Aufgabenstellung

Das Vorhandensein neurofibrillarer Tangles (NFT) in M. Niemann-Pick Typ C-
Hirngewebe (NPC) - einer Erkrankung mit intrazellularer Cholesterinakkumulation - und
die Assoziation von M. Alzheimer (AD) mit Apolipoprotein E (ApoE), einem Cholesterin-
Transportprotein, lielien es moglich erscheinen, dass der neurofibrillaren Degeneration
in beiden Erkrankungen eine ahnliche Stérung im zellularen Cholesterinstoffwechsel zu
Grunde liegt.

Mit dem cholesterinspezifischen Fluorochrom Filipin konnte auf ein sensibles Instru-
ment zur histologischen Darstellung und Quantifizierung von Cholesterin zurlckgegrif-
fen werden. Andererseits konnten einzelne Neurone durch Immunfarbung mit dem ge-
gen NFT gerichteten Antikorper AT8 als ‘Tangle-tragend’ von immunonegativen
‘Tangle-freien’ Neuronen unterschieden werden.

Es lag nahe, eine AT8/Filipin-Doppelfarbung zu etablieren, die eine Bestimmung des
Cholesteringehaltes identifizierter Neurone erlaubte, um die Frage zu beantworten, ob
sich Tangle-tragende Neurone von vergleichbaren Tangle-freien durch ihren Choleste-
ringehalt unterscheiden.

Diese Untersuchung sollte fur Individuen beider Krankheiten, beiderlei Geschlechts

und verschiedener ApoE-Genotypen durchgefihrt werden.
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3 Material

Hirnmaterial von 5 NPC-Patienten (N1-N5) stammte aus dem Institut fur Hirnforschung
der Universitat Tubingen (Prof. K. Harzer), das von 9 AD-Patienten (A1-A9) aus dem
Pathologisch-Anatomischen Institut der Universitatsklinik Mainz und dem Institut fur Pa-
thologie der Charité.

Das NPC-Material war 12-19 Jahre in 10%-igem Formalin gelagert und vor Weiter-
verarbeitung in 4%-iges Formalin Uberfihrt worden. Das AD-Gewebe war 4 Monate bis
7 Jahre in 4%-igem Formalin gelagert worden.

Die makroskopische Lokalisation von Hirnstrukturen wurde durch das Hinzuziehen
eines Atlanten (Nieuwenhuys/Voogd/van Huijzen: Das Zentralnervensystem des Men-
schen, 2. Auflage, Springer, Berlin, 1990, sowie Paxinos, George: The Human Nervous
System, San Diego, 1990) erleichtert. Die isokortikale Schichtenzuordnung erfolgte ge-
nauso wie die Lokalisation von Strukturen aufl3erhalb des Kortex durch Kresylviolett-
gefarbte angrenzende Schnitte.

Das vorliegende NPC-Gewebe wurde ganz in die Untersuchung einbezogen. Von
den AD-Fallen wurde je ein Quader von ca. 1cm Kantenlange aus dem Gyrus tempora-
lis superior enthommen.

Lipidchemische Bestimmungen von Milzgewebe, durchgefluhrt durch Prof. Harzer,
bestatigten die Diagnose von N1-N4.

Fur N1 lag ein neuropathologischer Befund vor. Demnach fanden sich in Leber und
Milz Schaumzellen. Reaktionen fur Sulfatide und Ganglioside waren negativ, wahrend
die fur neutrale Lipide leicht positiv waren. Ballonierte Neurone wurden in Grofl3hirnkor-
tex, Kleinhirn, Hinter- und Vorderhorn des Ruckenmarks, Nebennierenmark und vegeta-
tivem Nervensystem gefunden. Im Gehirn imponierten moderate Gliose und progressive
neuroaxonale Degeneration.

Fir N2 lag ein klinischer Befund vor. Demnach fielen ataktische, choreatiforme Be-
wegungen und eine Dyskinesie der Zunge auf. Der Patient hatte eine Hepatosplenome-
galie mit Leukopenie. Neben ausgepragten Gedachtnisstérungen wurden Poriomanie
(pathologisches Davonlaufen), psychomotorische Agitation und chronischer Alkoholis-

mus berichtet.
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A6 und A7 waren intra vitam als AD diagnostiziert worden, A8 als vaskulare Demenz,
A8 und A5 als Hirnorganisches Psychosyndrom, A9 als Hirninfarkt, A3 als Depression,
A2 als M. Parkinson. Bei A7 lagen Lewy-Kdrperchen vor.

Atherosklerose lag bei A2, A5, A7 und A8 vor, Cholelithiasis bei A2. Serum-
Cholesterinspiegel lagen innerhalb der Norm. Lipidsenkende Medikamente waren in
keinem Fall angesetzt.

Fir Falle A1, A4 und N3-N5 lagen keine weiteren Angaben vor.

Charakteristische Merkmale des verwendeten Materials sind in Tab.3 zusammenge-

fasst.

Tab. 3: In die Studie einbezogenes Gewebsmaterial

Fall [Autolyse'Lagerung? Lokalisation® Geschlecht Alter* Braak® ApoE®
A1 22 4 Gts li m 85 V 4/3
A2 20 3 Gts i f 86 VIV 3/3
A3 35 4 Gts i f 74 AV 4/2
A4 52 0,25 Gts li f 87 V 3/3
A5 28 3 Gts li m 83 VIV 4/2
A6 30 7 Gts i f 79 V 4/3
A7 16 7 Gts i f 87 VIV o. A.
A8 42 3 Gts li f 86 VIV 3/3
A9 30 4 Gts li m 71 V 3/3
N1 24 13 div. Hirnteile m 18 e o. A.
N2 o. A. 12 div. Hirnteile m 31 - o. A.
N3 0. A. 19 C f 14 0. A.
N4 0. A. 17 Rm f 22 - o. A.
N5 o. A. 16 Pons, Hec, C m 40 - o. A.

0. A.=ohne Angabe

'Autolysezeit in Stunden; 2Lagerungszeitin Jahren

3Gts li=Gyrus temporalis superior links, C=Isokortex unbekannter Lokalisation,
Rm=Rlckenmark, Hc=Hippokampus

*zum Todeszeitpunkt in Jahren

®Stadien der Ausbreitung neurofibrillarer Lasionen nach Braak und Braak [101]; *ApoE-Genotyp
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4 Methoden

4.1 Herstellung der Schnitte

Das in 4%-igem Formalin fixierte Material wurde zu Gewebsblocken (ca. 1x1x0,5cm)

zurechtgeschnitten. Mit einem Vibratom wurden 40um dicke Schnitte hergestellt.

4.2 Filipin-Farbung

Die Schnitte wurden 1h frei flottierend auf dem Schittler bei Raumtemperatur im Dun-
keln in 0,2M Phosphatpuffer pH7,4 (PB) ausgewaschen, 3h mit 50ug/ml des choleste-
rinspezifischen Fluorochroms Filipin (Filipin-Komplex von Sigma, Taufkirchen) gefarbt
und 1h ausgewaschen.

Optimale Konzentration und Farbedauer wurden in Vorversuchen bestimmt. AulRer-
dem wurde die Spezifitat der Farbung fur freies Cholesterin nachgewiesen und an ei-
nem Modellsystem gezeigt, dass Filipin-Fluoreszenz und Cholesterinkonzentration in

einem linearen Verhaltnis stehen.

421 Evaluierung

Zeitkinetik: Schnitte wurden nach unterschiedlichen Zeitpunkten aus 50ug/ml Filipin ge-
nommen und 1h ausgewaschen. Das mikroskopische Bild wurde analysiert. Die Auftra-
gung der Fluoreszenzwerte gegen die Zeit ergab eine hyperbole Sattigungskurve
(Abb.3). Diese veranschaulicht, dass die Filipin-Bindungsstellen bereits nach 2h weit
gehend abgesattigt sind und nach 3h mit keiner weiteren Steigerung der Farbeintensitat
zu rechnen ist.

Spezifitat: Einige Schnitte wurden mit 0,5u/ml Cholesterin-Oxidase von Nocardia sp.
(Merck, Darmstadt), die freies Cholesterin spezifisch umsetzt [91], 1h inkubiert. Dann
wurden sie zusammen mit unbehandelten Schnitten far 3h mit 50ug/ml Filipin gefarbt.
Die mit Cholesterin-Oxidase vorbehandelten Schnitte blichen innerhalb von ca. 1s aus,
wenn sie mit monochromatischem Licht der Wellenlange 360nm (Anregungsfrequenz
von Filipin) bestrahlt wurden. Zurlck blieb das Fluoreszenzbild eines ungefarbten

Schnittes. Nicht vorbehandelte Schnitte bewahrten hingegen die Filipin-Fluoreszenz
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uber Wochen ohne Beeintrachtigung. Dies bedeutet, dass die Filipin-Farbung fur freies

Cholesterin spezifisch ist, wie bereits andernorts gezeigt wurde [9].

RF [Sattigung=1,0]
14 -

12 3

1

Ho-

0,8 -
0,6 I
04

0,2 -
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t [min]

Abb. 2: Zeitkinetik der Filipin-Férbung, Ausgleichskurve: RF(1)=0.22t/(0.22t+1)

Abb. 3: Filipin-geférbte, in Gelatine verfestigte Cholesterinmizellen-suspension, Balken entspr. 10um,
x400

Abhangigkeit der Filipin-Fluoreszenz von der Cholesterinkonzentration: Ein geeignetes

Modell wurde durch Verfestigung von Cholesterinmizellensuspensionen geschaffen:
Hierzu wurde eine alkoholische Losung aus 1 Gewichtsteil Tristearin, 3 Teilen Phospha-
tidylcholin und 1 Teil Cholesterin (alle Sigma) in warmen PB eingespritzt. Durch Ein-
spritzen unterschiedlicher Mengen der Losung konnte die Cholesterinkonzentration der
Suspensionen variiert werden. Anschlielfend wurden die Suspensionen in eine warme
Gelatineldsung eingeruhrt (Endkonzentration 20% Gelatine). Die verfestigte Masse

wurde mit einem Vibratom in 40um-Abstanden geschnitten. Diese Modellschnitte wur-
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den mit 50ug/ml Filipin gefarbt und anschliefend 1h ausgewaschen. Bei einer Stochio-
metrie der Filipin-Cholesterin-Bindung von 1:1 [s3] war damit Filipin im Uberschuss vor-
handen. Das mikroskopische Bild wurde analysiert. Abb.4 zeigt das fluoreszenzmikro-
skopische Bild: Fluoreszierende runde Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 2um
sind sichtbar. Es ergab sich eine lineare Beziehung zwischen Cholesterinkonzentration

und Filipin-Fluoreszenz.

RF [cpp]
4000 -

3000 - $

Chol [mM]

Abb. 4: Abhéngigkeit der Filipin-Fluoreszenz von der Cholesterinkonzentration einer verfestigten Mizel-
lensuspension, RF=relative Fluoreszenz, cpp=counts per pixel, Chol=Cholesterin, Ausgleichsgerade:
RF(Chol)=510*Chol

Dies bedeutet, dass die Filipin-Fluoreszenz im untersuchten Bereich der Cholesterin-
konzentration proportional ist und damit von einem Fluoreszenzwert auf einen Choleste-

rinkonzentrationswert geschlossen werden kann.

4.3 Immunhistochemie

Nach Filipin-Farbung wurden die Schnitte 1h in 1,5%-igem bovinem Serumalbumin
(BSA, Sigma) blockiert, uber Nacht mit 1:1000 (in BSA) monoklonalem Maus-AT8-
Antikorper [71] (NBS Biologicals, Huntingdon, GroR3britannien) inkubiert, am Folgetag 1h
ausgewaschen, 2h mit 1:200 (in BSA) sekundarem Antikorper inkubiert und 1h ausge-
waschen. Als sekundare Antikorper dienten Alexa-594- oder Alexa-488-konjugierte

Schaf-Anti-Maus-Antikorper (beide von Molecular Probes, Leiden, Niederlande).
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Die Auspragung des Auftretens der durch die Immunzytochemie detektierten Struktu-
ren NFT, NT bzw. NP (s. 1.3.) wurde subjektiv durch Einteilung in 5 Grade abgeschatzt:

0 keine NFT/NT/NP

+ 1-2 NFT/NT/NP pro Schnitt
++ wenige NFT/NT/NP

+++ zahlreiche NFT/NT/NP
++++ massenhaftes Auftreten

Gewebe mit bekanntem massenhaftem Auftreten neurofibrillarer Degeneration zeigte
zahlreiche immunopositive Strukturen (Positivkontrolle). Nur mit sekundarem Antikorper
behandelte Schnitte zeigten hingegen keine immunopositiven Strukturen (Negativ-

kontrolle).

4.4 Fluoreszenzmikroskopie

Als fur die Fluoreszenzmikroskopie geeignetes Eindeckmedium wurde Vectashield
(Vector, Burlingame, Kalifornien) verwendet. Als Lichtquelle diente eine Xenon-
Kurzbogenlampe (Ushio, Tokio, Japan). Ein zwischengeschalteter, softwaregestitzter
Monochromator (Till Photonics, Planegg) ermoglichte die Verwendung monochromati-
schen Lichtes. Das Fluoreszenzbild der Schnitte wurde durch ein invertiertes, fur ultra-
violettes Licht geeignetes Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX 70) betrachtet. Filipin
wurde mit 360nm angeregt und durch Filter MBA510 betrachtet, die Wellenlangen und
Filter fur Alexa-488 bzw. Alexa-594 waren 480nm und Filter BA550 bzw. 560nm und
Filter BA590.

FUr Fotografien wurde wegen des intensiveren Signals Alexa-488-konjugierter se-
kundarer Antikdrper verwendet. Fur Filipin-Fluoreszenzmessungen wurden die Schnitte
hingegen mit dem weniger intensiven Alexa-594-konjugierten Antikdrper behandelt, da
die fur Filipin verwendete Anregungsfrequenz von 360nm Alexa-488 geringflgig ange-
regt [s2], was zu falsch-hohen Filipin-Fluoreszenzwerten immunopositiver Strukturen
fuhrt.

Einschatzung von Storfaktoren bei der Auswertung der Filipin-Fluoreszenz: Da bekannt

ist, dass autofluoreszierende Granula in Tangle-tragenden (hier immunopositiven) Neu-
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ronen haufiger vorkommen [99], musste der Beitrag der Autofluoreszenz zur Gesamtflu-
oreszenz bei Anregung mit 360nm abgeschatzt werden. Ebenso musste der Beitrag des
sekundaren Antikdrpers abgeschatzt werden (s.o.). Hierzu wurde das immunhistoche-
mische Farbeverfahren ohne Filipin-Farbung durchgeflhrt. Das mikroskopische Bild
wurde bei 360nm Anregung/Filter MBA510/50ms Anregungszeit analysiert. Die Schnitte
zeigten ein schwarzes Bild ohne immunopositive oder autofluoreszierende Strukturen
(Abb.5, links). Unter Verwendung der Anregungsfrequenz des sekundaren Antikorpers
(560nm/BA590/200ms) waren hingegen sowohl immunopositive als auch autofluores-
zierende Strukturen zu sehen (Abb.5, rechts, selbe Stelle wie links). Dieser Versuch
verdeutlicht, dass unter den Bedingungen der Messung der Filipin-Fluoreszenz (Anre-
gungsfrequenz, Filter, Anregungszeit) Autofluoreszenz des Gewebes und Fluoreszenz
des sekundaren Antikdrpers einen zu vernachlassigenden Beitrag zur Gesamtfluores-

zenz leisten.

Abb. 5: links: Immunhistochemie ohne Filipin-Férbung, Analysebedingungen der Filipin-
Fluoreszenzmessung; rechts: selbe Stelle unter anderen Bedingungen: es zeigen sich zentral ein Tangle
und die Autofluoreszenz von Gefdl3en (Pfeil); Balken entspr. 10um; x400

4.5 Fotografie

Es wurden eine Kamera Om-4 Ti (Olympus) und der Film Elite Color 400 (Kodak) ver-
wendet. Fur Fluoreszenzmessungen wurden digitale Aufnahmen mit einer an das Mik-

roskop angeschlossenen charge-coupled device(CCD)-Kamera angefertigt. Steuerung
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dieser Kamera, des Monochromators und Bildanalyse erfolgten durch das Fluorometrie-
Programm Fucal 5.12 C (Till Photonics). Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit 40ms An-
regungs- (und damit Belichtungs-)zeit fur Filipin und bis zu 200ms fir die sekundaren
Antikoérper. Die Bilder wiesen Intensitaten im linearen Messbereich der CCD-Kamera

auf.

4.6 Bildanalyse

Zur Fluoreszenzmessung einzelner Neurone wurden der Gyrus temporalis superior aller
AD-Falle herangezogen und diejenigen Regionen der NPC-Falle, die eine flr die Analy-
se ausreichende numerische Dichte an NFT aufwiesen.

Fluorometrische Bestimmung des Cholesteringehalts Tangle-tragender Neurone: Von

immunopositiven Neuronen wurden Bilder sowohl mit 480nm (Abb.6a) als auch mit
360nm Anregung (Abb.6b) aufgenommen. Es wurden Skizzen der Filipin-Bilder ange-
fertigt, auf denen jene Strukturen eingetragen wurden, die als Pyramidenzellen zu iden-
tifizieren waren. Als Kriterien fur Pyramidenzellen galten: GroRe (Uber 10um breitester
Durchmesser in der Aufnahmeebene), Form (pyramidenférmig), Orientierung (Langs-
achse senkrecht zur Kortexoberflache) und Lokalisation (L. Il und V). Im Anschluss an
die Anfertigung der Skizzen wurden die korrespondierenden Immunfluoreszenzbilder
betrachtet und drei Skizzenstrukturen markiert (Abb.6c):

1. das immunopositive Neuron T+,

2. das néchst liegende immunonegative Neuron ‘T1-* und

3. das T1- nachst liegende immunonegative Neuron ‘T2-'.

T+ wird im Folgenden auch als ‘Tangle-tragendes Neuron’, T1- und T2- werden als
‘Tangle-freie Neurone’ bezeichnet. Das Zentrum der Aufnahme lag jeweils in der Mitte
zwischen diesen 3 Zellen, so dass keine Zelle durch eine zentralere Lage im Beleuch-

tungskegel systematisch eine hdhere Intensitat haben konnte.
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1 SSOQ - 850@ -
T+/T1- 1897/1705 1,113
g T2-/T1- 1850/1705 1,085

Abb. 6: Fluoreszenzmessung der Cholesterinkonzentration Tangle-tragender Neurone: a Immunofiuo-
reszenzbild, b Filipin-Bild, ¢ Identifizierung der Perikaryen, d Blindmarkierung der zu vermessenden Peri-
karyen, e Messung, f Riickidentifizierung, g Bestimmung der Verhéltniszahlen, Balken entspr. 10um,
x400
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Es kamen nur Zellen zur Analyse, die in ihrer Querschnittsflache nicht mehr als +/-50%
voneinander abwichen. Da kleinere Neurone wegen Einstrahlens von Fluoreszenz aus
dem Neuropil generell héhere Fluoreszenzwerte haben konnten, wurde fur eine Zufalls-
stichprobe von Neuronen die Schnittflache bestimmt, Tangle-tragende (T+) und Tangle-
freie (T-) Neurone wurden miteinander verglichen. T+ und T- einer Stichprobe mit 239
Zellpaaren unterschieden sich nicht signifikant in der Schnittflache (Abb.7). Media-
ne+Medianabweichungen (s. Statistik 4.7.) sind fur T+ 1375 p?(Quadratpixel)+566 und

far T- 1371+£551.

Flache [p7] o T+
50001 o} oT-
40001 o

100 200  n=239

Abb. 7: Gréen (Schnittflachen) in Quadratpixel [p?] Tangle-tragender (T+) und Tangle-freier (T-) Neuro-
ne in einer Stichprobe (n=239 Zellpaare)

Auf Kopien der Skizzen wurden die 3 Perikarya T+, T1- und T2- mit einem Kreuz mar-
kiert (Abb.6d). Ein zweiter Untersucher, der nicht wusste, ob eine Zelle immunopositiv
war oder nicht, umrahmte im fluorometrischen Programm mit der Maus die markierten
Perikarya. Das Programm gab die mittleren Intensitaten der umrahmten Flachen in
counts-per-pixel an (Abb.6e). In einem letzten Schritt wurden die vermessenen Neuro-
ne als T+, T1- bzw. T2- rlckidentifiziert (Abb.6f). Die Verhaltniszahlen ‘T+/T1-° wurden
als Mal fur die Konzentration an freiem Cholesterin des Tangle-tragenden Neurons

verwendet. Sie wurden mit den Verhaltniszahlen “T2-/T1-' verglichen.

4.7 Statistik

Wahrend mit T+/T1- zwei benachbarte Neurone verglichen werden, von denen eines
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einen NFT tragt, vergleicht T2-/T1- zwei benachbarte, aber Tangle-freie Neurone. Da
beide Zahlen den gleichen Nenner aufweisen, handelt es sich statistisch gesehen um
verbundene Werte, was die Aussagekraft erhoht. Flr einen Fall wurden je Uber 30 Bil-
der zur Analyse herangezogen, pro Fall also uber 90 Zellen. Da eine parametrische
Verteilung der Verhaltniszahlen nicht unbedingt vorausgesetzt werden konnte, wurden
nichtparametrische statistische Tests verwendet. Entsprechend wurden Mediane bzw.
Medianabweichungen als Mittel- bzw. Streuungsmalie der Verteilungen der Verhaltnis-
zahlen herangezogen.

Die Verteilungen der beiden Verhaltniszahlen wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-
Rangtest fur verbundene Stichproben verglichen. Korrelationen der Mediane von T+/T1-
fur die AD-Falle mit Alter, Autolyse- und Lagerungszeit wurden mit dem Spearman-
Rangkorrelationskoeffizienten evaluiert. Unterschiede der Verteilungen fir mannliche
und weibliche AD-Falle bzw. fir ApoE e4-Trager und -Nichttrager wurden mit dem
Zweistichprobentest nach Kolmogorov und Smirnov auf Signifikanz Gberpruft.

Die Signifikanzschwelle der statistischen Tests war a=0,05.
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5 Ergebnisse

51 Fluoreszenzmikroskopie

51.1 M. Niemann-Pick Typ C

Fall N1: Es lag eine rechte horizontale Scheibe mit Insel, Opercula frontale und tempo-
rale und darunter liegendem Striatum vor. Auf der medialen Seite lag der Bogen der V.
thalamostriata. Thalamus, Brachium colliculi superioris und rostrales Mittelhirn waren
mitangeschnitten.

Im Gyrus temporalis medius fanden sich zahlreiche NFT, mehr in L. lII® als in L. V.
Das Perikaryon Tangle-tragender Neurone war in der Mehrzahl der Falle balloniert. Der
NFT erstreckte sich haufig bis in einen Meganeuriten oder den Apikaldendriten
(Abb.8c, Pfeil). Daneben fanden sich zahlreiche NT, bevorzugt in L. lll und V.

Im Filipin-Bild fielen zahlreiche, Perikaryen zuzuordnende, offensichtlich intrazellulare
Cholesterinakkumulationen auf, die aus eng aneinander liegenden, kleinen Granula be-
standen (Abb.8a’-d’,e-i). Sie waren haufig in Tangle-tragenden Neuronen zu finden
(Abb.8a,a’-d,d’), jedoch trug die Mehrzahl der Neurone mit Cholesterinakkumulationen
keinen NFT. Neurone mit Akkumulationen waren in der Regel balloniert. Haufig wiesen
sie Meganeuriten (Abb.8c’, Stern, h) auf, in denen die Granula bevorzugt zu finden wa-
ren. Teilweise fullten die Akkumulationen das ganze Perikaryon aus (Abb.8a’,c’ gebo-
gener und gerader Pfeil, f,g), teilweise waren sie in proximalen Zellfortsatzen (Abb.8c’
Stern, d’,e,h) zu finden. lhre Lokalisation innerhalb des Perikaryon deckte sich in eini-
gen Fallen mit der der NFT (Abb.8a,a’,b,b’ gerader Pfeil), in anderen Fallen nahmen sie

den vom NFT freien Raum ein (Abb.8b,b’ gebogener Pfeil).

3 Schichtung des Isokortex (L.=Lamina): L. | - L. molecularis, L. Il - L. granularis externa, L. Ill - L. pyramidalis externa, L. IV - L.
granularis interna, L. V - L. pyramidalis interna, L. VI - L. multiformis
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Abb. 8: Morphologie intrazelluldrer Cholesterinakkumulationen und ihre Beziehung zu neurofibrilldren
Tangles. a,a’-d,d’ Fall N1, Gyrus temporalis medius, a-d Immunhistochemische Bilder, a’-d’ entspre-
chende Filipin-Bilder, a,a’ eine mit einem Tangle (a) kolokalisierte intrazellulédre Cholesterinakkumulation
(a’), b,b’, wiederum Kolokolisation von Tangle und Akkumulation (gerader Pfeil), in der benachbarten
Zelle spart der Tangle eher das Zentrum aus, die Akkumulation liegt eher zentral (gebogener Pfeil), ¢,c’
eine Zelle, deren Tangle in den Apikaldendriten hineinragt (c, gerader Pfeil), ist mit einer Akkumulation
angefiillt (c¢’, gerader Pfeil), ebenso wie die benachbarte Zelle, die aber keinen Tangle tragt (gebogener
Pfeil), in der linken unteren Ecke eine weitere Zelle sowohl mit Tangle als auch Akkumulation, unten
rechts eine Zelle mit einer in einen Meganeuriten hineinragenden Akkumulation, aber ohne Tangle
(Stern), d,d’, bei dieser Tangle-tragenden Zelle befindet sich die Akkumulation an der Basis eines Zell-
fortsatzes, e-i intrazelluldre Cholesterinakkumulationen, Fall N1, aus dem Gyrus temporalis medius (e,h)
und dem Ncl. n. oculomotorii (f,g,i), e periphere, an der Basis des Apikaldendriten gelegene Granula. f
das ganze Perikaryon ist unter Aussparung des Nucleus mit Granula angefiillt, g bei dieser gro3en Zelle
zeigt sich ein Hof zwischen ungeférbtem Nucleus und den Granula, h Akkumulation in einem Meganeuri-
ten, i grobe Granula, die das Perikaryon nicht vollstdndig ausfiillen. a,a’-c,c¢’ x400, d,d’,e-i x600, Balken
entspr. 10um, Balken in a bezieht sich auf a,a’-c,c’, Balken in d bezieht sich auf d,d’,e-i

Dieser Befund erforderte neue methodische Definitionen: von intrazellularen Choleste-
rinakkumulationen wurde gesprochen, wenn die perikaryale Fluoreszenz hoher als die
des umgebenden Neuropils war. Dieses Kriterium konnte auch auf subkortikale Berei-
che angewendet werden. Zusatzlich zu NFT und NT (und NP in AD) wurde nun auch
die Verteilung und Dichte der intrazellularen Cholesterinakkumulationen erfasst (s. 4.3.).

Das Bild im Gyrus temporalis superior ahnelte dem vorbeschriebenen sehr, die Dich-
te der NFT war aber geringer. Die geringere Dichte ermdglichte die Beobachtung, dass
die NFT beider Schichten haufig in Bezug auf die Kortexoberflache untereinander an-
geordnet waren, eine Anordnung, die als ‘in register’ bezeichnet worden ist [s4].

Im Gyrus frontalis inferior - homotypischer Isokortex mit ausgepragter L. IV - fanden
sich nur vereinzelt NFT, doch einige Akkumulationen.

Die Zellfarbung des Inselpraparates zeigte granularen Kortex und ein schmales
Claustrum. Nach medial folgten weilde Substanz, Faserziige mit einzelnen Zellnestern
(Striatum), weille Substanz und Kerne mit gro3en Zellen (Thalamus). Im Claustrum gab
es einige NFT, weniger in der Inselrinde, Akkumulationen waren in beiden Strukturen
zahlreich vorhanden. Im Striatum lagen nur einzelne NFT. Akkumulationen waren hier
nicht vorhanden.

Der angeschnittene Teil des Thalamus wies zahlreiche NFT und sehr viele NT, aber
nur mafig viele Akkumulationen auf.

Das Mittelhirn war in Héhe des oberen Randes des Colliculus superior senkrecht
zum Verlauf des Aquaeductus mesencephali abgeschnitten, unten am Unterrand des

Colliculus superior schrag zu seinem Verlauf. Ein Vergleich mit dem Atlas ergab, dass
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die Schnittfuhrung von dorsal rostral nach basal kaudal gewesen sein musste.
Makroskopisch waren Substantia nigra, Ncl. ruber, Griseum centrale und die grauen
Schichten des Colliculus superior an ihren Eigenfarbungen zu erkennen. Das Kresylvio-
lettbild zeigte im Colliculus superior grof3e Zellen, lateral des Aquaeductus diffuse Zell-
ansammlungen, aus denen keine Kerne abgegrenzt werden konnten. In diesem Bereich
liegen der Ncl. mesencephali n. trigemini und der Ncl. interstitialis. Er wird hier als
“Tegmentum mesencephali dorsalis" bezeichnet. GroRzellige Kerne beidseits der Mittel-
linie vor dem Aquaeductus stellten die Ncll. n. oculomotorii dar, ein grol3er Kern weiter
basolateral den Ncl. ruber. Basolateral davon befand sich die Pars compacta substanti-
ae nigrae. Basal der Ncll. n. oculomotorii lag in der Mittellinie der Ncl. interpeduncularis.

In allen Kernen fanden sich stark ballonierte Zellen mit Akkumulationen, die beson-

ders im Ncl. n. oculomotorii auffielen (Abb.8f,g,i). NFT und NT waren jedoch im Ncl. ru-
ber selten und im Ncl. n. oculomotorii abwesend. Zahlreiche NFT und NT traten in der
Substantia nigra, besonders aber im Tegmentum dorsalis und im Ncl. interpeduncularis
auf.
Fall N2: Vom Endhirn lagen folgende Teile vor: Der Frontalpol; eine koronare Scheibe
vor der Commissura anterior mit Ncl. accumbens, Caput ncl. caudati, Putamen, Tractus
olfactorius und Temporalpol; eine rechte koronare Scheibe mit Ncl. accumbens, Caput
ncl. caudati und Putamen; eine komplette koronare Scheibe auf Hohe der Corpora ma-
millaria mit Cauda ncl. caudati, Putamen, Pallidum, Inselrinde, Uncus hippocampi, A-
mygdala, Thalamus und Hypothalamus; eine koronare Scheibe auf Hohe des Splenium
corporis callosi mit Hippokampus; der Okzipitalpol; ein Stick Inselrinde und verschiede-
ne nicht weiter zu lokalisierende kleine Stucke. Nach Entfernung des Tractus opticus
und der A. cerebri media wurde hinter der Amygdala die Substantia perforata anterior
dargestellt.

Proben aus den Gyri frontales superior rostralis (Frontalpol) und inferior zeigten ho-
motypischen Isokortex. Im ersteren fanden sich keinerlei NFT, NT oder Akkumulatio-
nen, der letztere zeigte sehr viele NFT und NT in L. lll und V/VI und viele Akkumulatio-
nen. Proben aus den Gyri frontales superior caudalis und medius zeigten im Zellbild
agranularen Kortex und fast keine Veranderungen. Vom ubrigen Isokortex lagen in den
Gyri angularis, temporalis medius (homotypische Isokortizes), cinguli anterior (heteroty-
pischer, agranular Isokortex mit grol3en Pyramidenzellen in L. V) und Gyrus occipitalis

medialis (Isokortex vom Calcarina-Typ) keinerlei Veranderungen, in den Gyri cinguli
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posterior und temporalis superior (homotypische Isokortizes) einige wenige NFT und
sehr wenige Akkumulationen vor.

Die Insel zeigte granularen Kortex mit breitem Claustrum. Im Claustrum waren nur
wenige, in der Inselrinde einige NFT erkennbar.

Der Hippokampus wurde auf Hohe des Uncus und des Splenium, der Entorhinale
Kortex auf Hohe des Uncus und der Amygdala begutachtet. Im Entorhinalen Kortex,
dem Subikulum und Feld 1 des Cornu ammonis (CA) waren massenhaft NFT und NT
vorhanden, weniger in Feld CA2. In Feld CA3 waren nur vereinzelte NFT zu finden, im
Gyrus dentatus keine. Die NFT des Entorhinalen Kortex waren in den inselartigen
Strukturen der L. principalis externa o besonders dicht gelagert (Abb.9a), die L. disse-
cans war frei von NFT. Akkumulationen in ballonierten Neuronen waren im Entorhinalen
Kortex sehr zahlreich (Abb.9a’) und im Hippokampus abwesend.

Die schrag zur Oberflache angeschnittene Substantia perforata anterior zeigte eine
oberflachliche Schicht mit zahlreichen sehr kleinen Zellen (L. pyramidalis) und eine brei-
te zellarme Schicht mit gro3en, verschiedene Orientierungen aufweisenden langlichen
Zellen (L. multiformis). Darunter lagen Ansammlungen groRRer, dunkler Zellen - die sog.
Callejaschen Inseln. NT waren in der L. multiformis zu finden, NFT nur in den Calleja-
schen Inseln. Auf einem Anschnitt der rostralen Amygdala war Cortex piriformis vor-
handen. Er wies viele NFT, NT und Akkumulationen auf. Die Amydala selbst wies e-

benso einige Akkumulationen und viele NFT auf. Die Verteilung der NFT war heterogen.
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Abb. 9: Zwei Regionen mit massenhaftem Auftreten von Tangles, Neuropilféden und intrazelluldren Cho-
lesterinakkumulationen: a,a’ Fall N1, Entorhinaler Kortex, Lamina principalis externa, x200, b,b’ Fall N5,
CA2, x300; Balken entspr. jeweils 50um

In den Basalganglien waren NFT und Akkumulationen am zahlreichsten im Ncl. accum-
bens, weniger im rostralen Putamen und im Caput ncl. caudati. NFT fanden sich auler-

dem in grof3en Neuronen der Cauda ncl. caudati und im Pallidum, im Ncl. caudatus mit
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zahlreichen Akkumulationen. Das Putamen auf Hohe der Corpora mamillaria war frei
von Veranderungen. Im rostralen Basalganglienanschnitt (Ncl. accumbens, Caput ncl.
caudati, Putamen) und im Pallidum in Hohe der Corpora mamillaria nahm die Dichte der
NFT von dorsal nach basal zu.

In Ncll. anterior und ventroanterior thalami fanden sich reichlich NFT und NT, weniger in
einem ca. 10mm kaudaleren Anschnitt des Thalamus und dem Pulvinar.

Im ganzen Thalamus waren zahlreiche Akkumulationen zu finden. Im Bereich des
Ncl. reticularis fanden sich zahlreiche NT. Unterhalb des Globus pallidus im Hypothala-
mus und in den Corpora mamillaria fanden sich zahlreiche NFT und NT, aber nur weni-
ge Akkumulationen. Das Corpus pineale war frei von Veranderungen.

Insgesamt war die Mittelhirnpathologie schwacher als bei N1 ausgepragt. In den gut
abgrenzbaren Ncll. n. oculomotorii fanden sich ballonierte Neurone mit Akkumulationen,
aber keine neurofibrillare Veranderungen. Diese waren zusammen mit einigen Akkumu-
lationen reichlich in der Substantia nigra vorhanden, in geringerem Ausmalf im Ncl. ru-
ber. Der Ncl. interpeduncularis war nicht angeschnitten. Wieder konnte das dorsale
Tegmentum mesencephali schlecht in Ncll. mesencephali trigemini, interstitialis und
andere Kerne differenziert werden. In diesem Bereich waren nur wenige NFT zu finden.
Sie traten haufiger zusammen mit NT in einem Anschnitt des unteren Mittelhirns basal
des Aquaeductus in der Mittellinie auf (Ncl. raphes dorsalis).

Das Zellbild der Ponsschnitte erlaubte die Identifizierung von Locus coeruleus, Ncll.
pontis, mesencephalicus und motorius n. trigemini, raphes magnus, nn. facialis und ab-
ducentis, gigantocellularis, vestibulares medialis und lateralis, Olive sowie Ncll. arcuati.
Andere Strukturen waren nicht eindeutig abgrenzbar. Viele Neurone in den Ncll. pontis,
Ncll. n. trigemini, Locus coeruleus und Ncl. raphes magnus wiesen Akkumulationen auf.
Im Locus coeruleus, Ncl. raphes magnus und Ncl. ambiguus fanden sich maRig viele
NFT und NT. Vereinzelte NFT fanden sich im Ncl. mesencephalicus n. trigemini, NT
fanden sich im Griseum centrale unter dem Ependym der Rautengrube und in der Mit-
tellinie.

Weder in drei Proben des Zerebellarkortex noch im Ncl. dentatus fanden sich Auffal-
ligkeiten. Ein Anschnitt des Myencephalon in Hohe des Austritts des N. hypoglossus
zeigte auller einem einzelnen NFT im Bereich des dorsalen Tegmentum keine Veran-

derungen.
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Fall N3: Alle sechs Schichten des homotypischen Isokortex waren klar abgrenzbar. Es
waren weder NFT noch NT nachweisbar, aber zahlreiche Akkumulationen in L. lll und
V.
Fall N4: Machtig entwickeltes Vorderhorn und schmales Hinterhorn lieken auf einen
zervikalen Ruckenmarksschnitt schlie3en. Es fanden sich keine NFT, NT oder Akkumu-
lationen.
Fall N5: Das Kresylviolettbild eines einzelnen zerebralen Gyrus ohne Lokalisationsan-
gabe zeigte Betz'sche Riesenzellen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass
es sich um den Gyrus praecentralis handelte. Veranderungen fanden sich nur in sehr
begrenztem Umfang. Das Auftreten von NFT war in den hippokampalen Arealen Subi-
kulum, CA3 und CA1 massenhaft, NT waren nicht ganz so dicht vorzufinden. In CA2
lagen zahlreiche ballonierte Neurone mit Akkumulationen vor (Abb.9b,b’), in den ande-
ren Arealen lagen weniger intrazellulare Akkumulationen vor, aber Anreicherungen im
Neuropil.

Im Locus coeruleus und entlang der Mittellinie fanden sich einige NFT und NT, in den
Ncll. pontis nur vereinzelt.

Zusammenfassung N1-N5: NFT waren im Isokortex bevorzugt in L. Ill, daneben L. V,

granularer Rindenbereiche lokalisiert, wahrend sie in agranularen Rindenbereichen nur
sparlich auftraten. Temporale und frontale Regionen zeigten einen ausgepragteren Be-
fund als parietale und okzipitale. Viele Regionen, die zum Limbischen System gezahlt
werden, waren von der Pathologie stark betroffen: Hippokampus, Subikulum, Entorhina-
ler Kortex, Gyrus cinguli, Amygdala, Ncl. accumbens, Corpus mamillare, Ncl. anterior
thalami, Ncl. interpeduncularis, Substantia nigra, Locus coeruleus und orale Rapheker-
ne. Daneben waren Regionen betroffen, die mit dem Limbischen System in unmittelba-
rer Verbindung stehen: Insel, Paldokortex, Pallidostriatum, ventrale Thalamuskerne und
Hypothalamus.

Die Verteilung der Akkumulationen stimmte im GroRen und Ganzen mit der Vertei-
lung der NFT Uberein, mit folgenden Ausnahmen: Akkumulationen waren im Entorhina-
len Kortex haufiger als im Hippokampus und sie waren sehr ausgepragt im Ncl. n. ocu-
lomotorii, obwohl hier keine NFT vorhanden waren.

Die Befunde sind in Tab.4 zusammengefasst. Tab.5 gibt eine Gegenuberstellung

dieser Befunde mit Literaturangaben.
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Tab. 4: Beobachtung neurofibrilldrer Verdnderungen und intrazelluldrer Cholesterinakkumulationen in
Niemann-Pick Typ C-Hirnen (Félle N1-N5) - fett hervorgehoben: Regionen, in denen Fluoreszenzmes-
sungen durchgefiihrt wurden; Chol=intrazelluldre Cholesterinakkumulationen

Fall Region NFT NT Chol
N1 Guvrus frontalis inferior + 0 ++
Gyrus temporalis superior ++ + +++
Gyrus temporalis medius ++++ ++ +++
Insula ++ + ++
Striatum + 0 0
Thalamus ++ +++ +
Substantia nigra ++ ++ ++
Ncl. ruber + 0 ++
Ncl. n. oculomotorii 0 0 ++++
Tegmentum mesencephali dorsalis ++++ +++ +++
Ncl. interpeduncularis +++ +++ ++
N2 Guvriis frontalis sunerior rostralis 0 0 0
Gyrus frontalis superior caudalis 0 0 +
Gyrus frontalis medius + 0 +
Gyrus frontalis inferior +H++ ++ ++
Gyrus angularis 0 0 0
Gyrus temporalis superior + 0 +
Gyrus temporalis medialis 0 0 0
Gyrus occipitalis medialis 0 0 0
Gyrus cinguli anterior 0 0 0
Gyrus cinguli posterior ++ + 0
Insula ++ 0 0
Entorhinaler Kortex ++++ ++ +++
Hippokampus ++++ ++ 0
Substantia perforata anterior ++ ++ ++
Cortex piriformis +++ ++ ++
Amygdala ++++ ++ ++
Ncl. accumbens ++ + +
Ncl. caudatus ++ + ++
Putamen + 0 +
Globus pallidus ++ + +
Thalamus ++ + +++
Corpus mammillare +++ ++ +
Hypothalamus +++ 0 +
Corpus pineale 0 0 0
Substantia nigra T+ T T
Ncl. ruber + 0 +
Ncl. n. oculomotorii 0 0 +
Ncll. raphes ++ + 0
Tegmentum mesencephali dorsalis + 0 0
Locus coeruleus ++ + +
Griseum pontis centrale 0 ++ 0
Ncl. n. trigeminis ++ + ++
Ncll. raphes ++ + ++
Ncll. pontis + 0 +++
Ncl. n. abducentis 0 0 0
Ncl. n. facialis 0 0 0
Ncl. ambiguus ++ ++ 0
Zerebellarkortex 0 0 0
Ncl. dentatus 0 0 0
Myelenzephalon + 0 0
N3 GroRRhirnkortex unbekannter | okalisation 0 0 ++
N4 Riickenmark 0 0 0
N5 Gvrus nraecentralis + + +
Hippokampus +H++ +++ +++
Locus coeruleus ++ ++ +
Ncll. raphes ++ + 0
Ncll. pontis + + +
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Tab. 5: Gehirne bei M. Niemann-Pick Typ C: Gegenliberstellung der verschiedenen Regionen gefunde-
nen Cholesterinakkumulationen (Chol) und des in der Literatur beschriebenen Vorkommens von Spei-
cherzellen in diesen Regionen. Daneben Vergleich der in dieser Studie gefundenen Tangle-
Ausprdgungen mit in der Literatur beschriebenen Tangle-Befunden in diesen Regionen

Entitat Chol Speicherneurone NFT NFT
Referenz eigene | [100] [61] [25] [48] |eigene | [100]  [67] [48]
Falle Falle
Fallzahl 5 7 5 2 1 5 7 5 1
Region
frontaler Isokortex | e;eeeeeees +++ +++ ++ L [— +++ ++ +++
gr' -+ oA} oA 0.A. 0.A. -+ 0.A. 0.A. 0.A.
agr’ + oA. oA oA  O0A. 0 0.A. oA 0.A.
Parietalkortex, gr 0 ++ ++ +++ ++ 0 + + ++
temporaler Isokortex, gr ++ ++ ++ ++ +++ ++ + ++ +++
Okzipitalkortex | =smeeeeen ++ + + + ] e + + +
Sulcus calcarinus, agr 0 + 0.A. o.A. o.A. 0 0 0.A. o.A.
Insel, gr + ++ 0.A. o0.A. +++ ++ 0.A. o.A. +++
Gyruscinguli | e | e 0.A. 0.A. 0A. | - +++ o0.A. o0.A.
anterior, agr 0 0.A. 0.A. o0.A. 0.A. 0 + 0.A. 0.A.
posterior, gr 0 0.A. 0.A. o.A. o.A. ++ 0.A. 0.A. o.A.
Entorhinaler Kortex +++ +++ ++ 0.A. 0.A. +++ +++ ++ o.A.
Hippokampus CA1-4 ++ + + ++ ++ +++ +++ +++ +++
Palaokortex ++ 0.A. 0.A. o.A. o.A. ++ 0.A. 0.A. o.A.
Basalganglien | e [ eeee e e e b e | e e e
Striatum + + + ++ ++ + + + ++
Pallidum ++ ++ ++ ++ + + + + +
Amygdala ++ 0.A. + 0.A. 0.A. +++ 0.A. ++ +++
basales Vorderhirn o.A. +++ +++ 0.A. 0.A. o.A. +++ + 0.A.
Thalamus ++ ++ +++ +++ 0.A. ++ ++ + 0.A.
Hypothalamus + +++ +++ ++ 0.A. ++ +++ ++ 0.A.
Substantia nigra ++ ++ +++ +++ 0.A. ++ + ++ o0.A.
motor. Hirnnervenkerne | emmemeeme [ eeeee e +++ | - [ e ++ 0.A.
Okulomotoriuskern +++ +++ 0.A. o.A. o.A. 0 + 0.A. o.A.
Ncl. ambiguus 0 0.A. 0.A. o.A. o.A. ++ 0.A. 0.A. o.A.
andere 0 ++ +++ o.A. o0.A. 0 + 0.A. o.A.
Ncl. ruber ++ ++ ++ 0.A. o0.A. + 0.A. + o.A.
Raphekerne 0 0.A. 0.A. o0.A. 0.A. ++ 0.A. o.A. ++
Locus coeruleus + 0.A. ++ 0.A. 0.A. ++ + ++ +++
Kleinhirn 0 + + + + 0 0 + 0.A.
Rickenmark 0 ++ + +++ ++ 0 + 0 o.A.

'gr=granulire Rinde;
agr=agranulare Rinde
%0.A.=ohne Angabe

5.1.2 M. Alzheimer

NFT waren im Gyrus temporalis superior aller AD-Falle vorhanden, besonders reichlich
in den Fallen A2, A6 und A7. Sie befanden sich in den Schichten L. Ill und V, besonders

in L. V. Auch hier lagen Tangle-tragende Neurone haufig ‘in register [s4] untereinander.
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Die Dichte der NT zeigte grof3e Variabilitat innerhalb der Falle. NT waren besonders
zahlreich in L. 11, 1l und V, kamen aber auch in den anderen Schichten vor. Gelegentlich
sah man NT in der weil3en Substanz.

Einzelne intrazellulare Cholesterinakkumulationen traten in Fall A2 auf. Hier lagen sie
gelegentlich in Assoziation mit NFT (Abb.10a,a’-c,c’) vor. Es waren das Perikaryon weit
gehend ausflllende (Abb.10a’,b’) von perinuklearen Akkumulationen (Abb.10c¢’) zu un-

terscheiden. lhre Lokalisation stimmte in einigen Fallen mit der der NFT Uberein

(Abb.10a,a’,b,b’), in anderen Fallen befanden sie sich in dem vom Tangle-freien Tell
des Perikaryons (Abb.10c,c’).

Abb. 10: Fall A2, Gyrus temporalis superior, a-c immunhistochemische Bilder, a’-c’ Filipin-Bilder,
a,a’,b,b’ Lokalisation von Tangle und Akkumulation stimmen (iberein, die Akkumulationen fiillen das Pe-
rikaryon weit gehend aus, c¢,c¢’ der NFT liegt am Rande des Perikaryon (c), die Akkumulation zentral (¢’),
Balken entspr. 10 um, x400

NP traten in allen Fallen auf, bevorzugt in L. Il. In A4 waren sie aul3erordentlich zahl-
reich. In den Fallen A2, A4 und A5 waren viele NP auch mit Filipin angefarbt
(Abb.11a,a’,b,b’).

Die Befunde sind in Tab.6 zusammengefasst.
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Tab. 6: Beobachtung neurofibrilldrer Verdnderungen und intrazelluldrer Cholesterinakkumulationen
(=Chol) in Alzheimer-Hirnen (Félle A1-A9)

Fall| NFT NT NP | Chol
A1 ++ ++ + 0
A2 +++ +++ +++ +
A3 | ++ 0 + 0
A4 ++ + ++++ 0
A5 ++ + ++ 0
A6 +++ + ++ 0
A7 +++ + ++ 0
A8 ++ + +++ 0
A9 ++ +++ ++ 0

Abb. 11: Fall A2, Gyrus temporalis supefficialis, Assoziation neuritischer Plaques (a,b) mit Cholesterin-
akkumulationen (a’,b’), a 3 neuritische Plaques mit zwei entsprechenden Akkumulationen (Pfeile, a’), am
ausgeprégtesten am unteren Plaque, b unten im Bild ein neuritischer Plaque, b’ zwei Akkumulationen,
von denen die untere dem neuritischen Plaque entspricht, Balken entspr. 50um, x200
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5.2 Fluorometrie (Fluorometrische Bestimmung des Cholesteringehalts

Tangle-tragender Neurone)

Die Beobachtung, dass Cholesterinakkumulationen in Tangle-tragenden Neuronen hau-
figer als in Tangle-freien Neuronen auftreten, bedeutet nicht unbedingt, dass die mittlere
Cholesterinkonzentration Tangle-tragender Neurone hoher ist als die Tangle-freier Neu-
rone. Um dies nachzuweisen, muss eine grof3e, reprasentative Anzahl Tangle-freier
Neurone fluorometrisch vermessen und mit vergleichbaren Tangle-freien Neuronen
verglichen werden.

Um ein Mal} fir die Cholesterinkonzentration in Tangle-tragenden Neuronen zu er-
halten, wurde die Fluoreszenz durch AT8-Immunhistochemie identifizierter Tangle-
tragender Neurone T+ mit der benachbarter, aber Tangle-freier Neurone T7- verglichen.
Die benachbarte Lage war erforderlich, um die Varianz der Fluoreszenz durch lokale
Faktoren wie unterschiedliche Schnittdicke und Schnittartefakte, die Fluoreszenzwerte
verfalschen konnten, gering zu halten. Der Vergleich von Strukturen ein und derselben
Aufnahme schloss auRerdem einen Einfluss der Varianzen von Belichtungszeit, Anre-
gungsfrequenz und -dauer auf den Fluoreszenzwert aus. Als Kontrolle diente der Ver-
gleich der Fluoreszenzwerte eines zweiten, Tangle-freien Neurons T2- mit dem des ers-
ten Tangle-freien Neurons. Daraus ergaben sich als Mal3- bzw. Kontrollwerte die Ver-
haltniszahlen T+/T1-und T2-/T1-.
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Zahl der Zellpaare

301 307
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T+/T1- Verhiltniszahlen  12-/T1-

Abb. 12: Verteilung der Verhéltniszahlen T+/T1- und T2-/T1- in Niemann-Pick Typ C(oben)- und Alzhei-
mer(unten)- Hirnen. T+/T1-=Fluoreszenz von Tangle-tragendem zu benachbartem Tangle-freien Neuron,
T2-/T1-=Fluoreszenz von Tangle-freiem Neuron zu benachbartem Tangle-freien Neuron

Verteilung der Verhaltniszahlen: Insgesamt wurden in allen Regionen, deren numeri-
sche NFT-Dichte subjektiv mit ‘++++" bewertet worden ist (s. 4.3. und Tab.4) 1533 Neu-
rone analysiert, davon 576 in NPC-Hirnen und 957 in AD-Hirnen. Die Histogramme der
Verteilungen der Verhaltniszahlen sind fur beide Erkrankungen in Abb.11 dargestellt.
Die Verteilung in NPC-Hirnen ist breiter, T+/T1- tendiert zu hoheren Werten. Die Vertei-
lung in AD-Hirnen ist spitzer, T+/T1- sind nur gering nach rechts verschoben. Die Ver-
teilungen sind relativ symmetrisch, es fallt jedoch auf, dass die T+/T1- der AD-Hirne ein
kleines Maximum um 1,2 aufweisen. Verfolgt man diese Zellpaare zuruck, zeigt sich,
dass es sich um die T+ handelt, bei denen eine Akkumulation mikroskopisch sichtbar
ist. MedianetMedianabweichungen der vier Verteilungen sind: 1,172+0,132 (T+/T1-)
und 1,000+0,084 (T2-/T1-) fir die NPC-Hirne und 1,019+0,040 bzw. 1,000+0,038 fur die

AD-Hirne. Der Unterschied beider Verteilungen ist in beiden Erkrankungen signifikant.
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In den 9 AD-Fallen wurde jeweils nur eine (und zwar immer die gleiche) Region un-
tersucht (Gyrus temporalis superior). In den 5 NPC-Fallen wurden 6 Regionen von 3
Fallen untersucht. Die fir die einzelnen Regionen aufgeschlisselten Ergebnisse sind in
Tab.7 und Abb.12 dargestellt. Die Angaben stellen wieder Media-
netMedianabweichungen dar. Eine signifikante Erhohung von T+/T1- gegenuber T2-
/T1- wird in allen analysierten Regionen der NPC-Hirne und in 3 der 9 AD-Falle erreicht.
Dem Nennwert nach liegen alle T+/T1- Gber 1,000, wahrend T2-/T1- um 1,000 schwan-

ken.

Tab. 7: Ergebnisse der Fluorometrie flir die einzelnen Regionen

Fall/Region T+/T1- T2-/T1- Sign.?
Median Ma.!' |Median Ma.'

N1/temporaler Isokortex 1.171 0.171 1.018 0.061 *
N1/dorsales Tegmentum 1,164 0,062 | 0,995 0,033 *
N2/Entorhinaler Kortex 1,286 0,286 1,010 0,186 *
N2/CA1-4 1,072 0,127 | 0,999 0,067 *
N2/Amygdala 1,084 0,084 1,007 0,070 *
N5/CA1-4 1,066 0,177 | 0,988 0,161 *

A1/temporaler Isokortex 1.003 0.031 0.993 0.029 n.s.
A2/" 1,040 0,039 1,003 0,016 *
A3/" 1,021 0,028 | 0,999 0,034 *
A4/" 1,030 0,026 1,012 0,035 *

A5/" 1,030 0,054 1,006 0,055 n.s.

AB/" 1,023 0,069 1,002 0,044 n.s.

A7/" 1,004 0,057 1,001 0,042 n.s.

A8/" 1,014 0,053 | 0,981 0,054 n.s.

A9/ 1,019 0,045 | 0,994 0,037 n.s.

'Medianabweichung

:.SQEI}IEZTI?Z *p<0,05, n.s. nicht

Obwonhl die Mehrzahl der AD-Falle keine signifikante Erhéhung von T+/T1- aufweist,
ergibt sich fur die Gesamtpopulation der Verhaltniszahlen Signifikanz. Ebenso signifi-
kant ist die Erh6hung, wenn man die Einzelergebnisse der AD-Falle als parametrische
Einzelwerte auffasst und den t-Test verwendet. Die Werte der AD-Falle liegen generell
um Einiges niedriger als die der NPC-Falle und zeigen eine deutliche Heterogenitat von
T+/T1- praktisch gleich 1,000 (A1,A7) bis signifikantem T+/T1- (A2-A4). Im Fall mit der

grofldten Auspragung von T+/T1- (A2) werden intrazellulare Cholesterin-Akkumulationen

36



gefunden, Cholesterin-Akkumulationen in Assoziation mit NP treten in Fallen mit hohem
T+/T1- (A2,A4,A5) auf.

Fall/Region
N1/temporaler Isokortex
N1/dorsales Tegmentum
N2/Entorhinaler Kortex

N2/CA1-4

N2/Amygdala

N5/CA1-4

A1

A2

A3

M

A5

AB

4{

H
A7 B
A8 B

06 0708 09 10 11 12 13 14 15 16

Mediane und Medianabweichung
B T+T- (] T2-m1-

Abb. 13: Ergebnisse der Fluorometrie fiir die einzelnen Regionen. Die Balken zeigen nach links, wenn
Median <1,000, nach rechts, wenn Median >1,000. Grafische Darstellung der Tab.7. *signifikanter Unter-
schied zwischen T+/T1- und T2-/T1-

Korrelationen _mit Fallcharakteristika: Signifikante Korrelationen von T+/T1- zu Alter

(Spearman-Rangkorrelationskoeffizient p=0,01; p>0,999), Autolysezeit (p=0,25; p>0,50)
und Lagerungszeit (p=-0,40;p>0,25) der AD-Falle ergeben sich nicht. Vorhandensein
des ApoE &4-Allels und Geschlecht sind nicht in der Lage, T+/T1- signifikant zu beein-
flussen, wobei mit 0.05<p<0.10 bei Frauen nicht auszuschliel3en ist, dass eine Tendenz
zu hoherem T+/T1- besteht. Dies bedeutet, dass Alter, Autolysezeit, Lagerungszeit und

ApoE-Genotyp keinen signifikanten Einfluss darauf haben, ob Tangle-tragende Neurone
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im Vergleich zu benachbarten Tangle-freien Neuronen mehr oder weniger freies Cho-
lesterin im Perikaryon aufweisen.

Nach ApoE-Genotyp und Geschlecht aufgegliederte Ergebnisse sind in Tab.8 aufge-
fahrt.

Tab. 8: Ergebnisse der Fluorometrie nach Apolipoprotein E-
Genotyp und Geschlecht.

Fallgruppe T+/T1-
Median Ma.’
ADOE =4-Traaer 1.013 0.041
Nicht-ApoE e4-Trager 1,021 0,037
Manner 1,009 0,039
Frauen 1,022 0,044

'Medianabweichung
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6 Diskussion

6.1 Nachweis der Cholesterinspeicherung im Niemann-Pick Typ C-Hirn

Der Nachweis erhohten Cholesterins im NPC-Hirn stand bis zuletzt aus. In Hirnhomo-
genatsbestimmungen konnte entweder keine Cholesterinanreicherung [102,103] oder nur
eine leichte [79] nachgewiesen werden (Tab.2). Im Gegensatz dazu war in Homogena-
ten aus Leber und Milz eine starke Anreicherung zu finden [33,105]. Auch in histochemi-
schen Ansatzen mit der Schultz-Methode konnte im Gehirn keine [25] oder nur eine ge-
ringe [33] Cholesterinspeicherung gefunden werden. Der hier dargestellte histochemi-
sche Befund einer Cholesterinspeicherung im NPC-Hirn wurde unabhangig und zeit-
gleich, ebenfalls mittels Filipinfarbung, von einer New Yorker Arbeitsgruppe an zwei 3,5
bzw. 10,5 Jahre alten Kindern erhoben [114]. Perinukleare, filipin-positive Granula in
Neuronen wurden kirzlich in einem NPC-Mausmodell beschrieben [92,111,114]. Eine Un-
tersuchung an denselben Zellen mit Filipin-Fluoreszenzmikroskopie und Elektronenmik-
roskopie ergab, dass Filipin-positive Granula den ‘polymorphous cytoplasmic bodies’
[24,42] entsprechen [o2].

Zur Erklarung der disparaten Befunde liegt nahe anzunehmen, dass Cholesterinbe-
stimmungen in Hirnhomogenaten ungeeignet sind, Veranderungen, die nur in der grau-
en Substanz oder gar in nur einer Subpopulation von Hirnzellen vorliegen, aufzudecken.
Bei NPC tritt eine Demyelinisierung [102] auf, so dass, weil sich der grofite Teil des Cho-
lesterins im Hirn in Myelinscheiden befindet [51], ein Cholesterinverlust der weilken Sub-
stanz eine Cholesterinanreicherung der grauen Substanz maskieren kann. Bezlglich
der histochemischen Befunde muss davon ausgegangen werden, dass Filipin-
Fluoreszenzmikroskopie der herkdmmlichen Schultz-Methode zur Darstellung von Cho-
lesterin an Sensitivitat Uberlegen ist.

Die in dieser Studie vorgefundene Verteilung intrazellularer Cholesterinakkumulatio-
nen stimmt mit der vorbeschriebenen [25,48,61,100] von Speicherneuronen weit gehend
uberein (Tab.5): Die von der Speicherung am starksten betroffenen Regionen scheinen
Entorhinaler Kortex, Thalamus und Hypothalamus zu sein, die Speicherung in der Hip-
pokampalen Formation scheint grof3en interindividuellen Schwankungen zu unterliegen.
Der hier beobachtete Fall (N5) einer starkeren Speicherung in CA2 und Subikulum als

in CA1 findet sich in der Literatur [100] wieder. Demgegenuber ist ein konstanter Befund,
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dass die Speicherung im Entorhinalen Kortex ausgepragter als in den Feldern CA1-CA4
ist. Basalganglien, Basales Vorderhirn, Substantia nigra, Hirnnervenkerne und Ncl. ru-
ber sind regelmaflig von der Speicherung betroffen. Im Kleinhirn finden sich in dieser
Studie keine Cholesterinakkumulationen, obwohl hier regelmaRig Speicherneurone be-
schrieben wurden [25,48,61,100] und im Mausmodell zahlreiche Filipin-positive Granula
nachweisbar waren [92,111,114]. Allerdings wurde der Kleinhirnbefund bereits als sehr va-
riabel beschrieben [61].

Neurone, in denen Cholesterinakkumulationen auftreten, sind grof3 und stoffwechsel-
aktiv und durften zur Aufrechterhaltung ihres ausgepragten Dendritenbaums und lan-
gen, myelinisierten Axons einen relativ hohen Cholesterinbedarf haben. Es ist daher
plausibel, dass diese Neurone in besonderem MalRe Cholesterin endozytieren, es auf
Grund des NPC-Stoffwechseleffektes aber anreichern. Diese Anreicherungen wurden
dann im Filipin-Bild als die beobachteten Akkumulationen in groRen Neuronen erschei-

nen.

6.2 Assoziation der Cholesterinspeicherung mit neurofibrillarer Degenera-

tion im Niemann-Pick Typ C-Hirn

In 21 NPC-Patienten zwischen 10 und 62 Jahren [3,48,62,100,diese Studie] wurden NFT
nachgewiesen. Ihr Vorkommen wurde als ‘abundant’ [3,48] oder ‘many’, ‘numerous’
[62,100] beschrieben. Dies dirfte einer numerischen Dichte an Tangles entsprechen, wie
sie sonst erst im 7. Lebensjahrzehnt bei AD erreicht wird. In diesen 4 Studien
[3,48,62,100], wobei in einer [100] 3 weitere Einzelfalle zitiert sind, wurden bei allen NPC-
Patienten NFT gefunden. In den von mir untersuchten 5 Fallen wiesen 2 keine NFT auf,
aber hierbei handelte es sich jeweils um sehr kleine Gewebeteile - Ruckenmark und
motorische Rinde - in denen auch bei AD selten NFT gefunden werden [107, S.176-178].
Es spricht also vieles daflir, dass NFT, zumindest bei alteren Patienten, ein regelmafi-
ger Befund bei NPC sind. Diese Assoziation begrindet kein Kausalverhaltnis. Ein ur-
sachlicher Zusammenhang zwischen funktionsunttiichtigem NPC1-Protein und Entste-
hung von NFT wird jedoch durch die Beobachtung von NFT in zwei 52- bzw. 54-
jahrigen Patienten mit Deletionen im Genbereich 18q11-21 (18g-Syndrom) nahe gelegt
[39]. Der Genlocus von NPC1 liegt bei 18q11 [14]. Ob bei 189-Syndrom auch intrazellula-

re Cholesterinspeicherung auftritt, ist nicht bekannt.
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Die vorgefundene Verteilung der NFT deckt sich weit gehend mit Literaturangaben
(Tab.5). Auftreten von NFT in Basalganglien, Thalamus und Mittelhirn scheint fir NPC
sehr charakteristisch, fir AD eher ungewoéhnlich zu sein [11;107, S.176-178]. Der bevor-
zugte Befall limbischer Strukturen ist ein Charakteristikum, das beide Erkrankungen
teilen. NFT im Bereich der Substantia perforata anterior bei NPC weisen darauf hin,
dass ihnen modglicherweise auch der Befall olfaktorischer Rindenbereiche gemeinsam
sein konnte (Tab.4): bei AD ist der Bulbus olfactorius eines der von der neurofibrillaren
Pathologie zuerst betroffenen Gebiete [s1]. Ein bevorzugtes Auftreten von NFT in granu-
laren gegenuber agranularen Isokortexbereichen spricht fur einen bevorzugten Befall
von Assoziationsfeldern, wie er auch fur AD charakteristisch ist [11,84].

Das Muster der Cholesterinspeicherung und der NFT kann auch die klinischen Sym-
ptome erklaren. Es ist denkbar, dass abgesehen von der Assoziation hippokampal-
entorhinaler Lasionen in Fallen N2 und N5 und amygdalarer Lasionen in Fall N2 mit
Gedachtnisstorungen [57, S.436-438] Schluckstorungen in Fall N2 auf einen Befall des
rostralen Ncl. ambiguus [57, S. 34-37] und supranukleare vertikale Blicklahmungen in
den Fallen N1 und N2 auf Schadigungen im Bereich des Tegmentum mesencephali
dorsalis [45] zuruckzufuhren sind. Lasionen im Bereich der Basalganglien, Substantia
nigra, Ncl. ruber und der ventralen Thalamuskerne in den Fallen N1 und N2 kdnnten mit
Stoérungen der Extrapyramidalmotorik im Sinne einer Dystonie assoziiert sein [57, S.50-
51].

Die Assoziation der NFT mit Speicherneuronen im NPC-Hirn wurde bereits sowohl
auf regionaler als auch auf zellularer Ebene beschrieben [48,61,100]. In der vorliegenden
Studie weisen Regionen mit Cholesterinspeicherung in der Regel NFT auf, solche ohne
nennenswerte Akkumulationen, wie die agranularen Isokortexbereiche, sind ohne neu-
rofibrillare Veranderungen.

Eine Ausnahme stellt offensichtlich der Ncl. n. oculomotorii dar, dessen Neurone sehr
ausgepragte Akkumulationen zeigen, obwohl NFT so gut wie nie auftreten [100, diese
Studie]. Moglicherweise spielt hier eine zellspezifische Tau-Isoformexpression eine Rol-
le: Untersuchungen an Ratten zeigten, dass Neurone, die aus dem Zentralen Nerven-
system herausprojizieren, wie etwa die des Ncl. n. oculomotorii oder auch der agranula-
ren, primar-motorischen Rinde, das Exon 4a exprimieren [30] - Neurone dieser Regionen

weisen praktisch nie NFT auf [11,61].
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Die Beobachtung intraneuronaler Cholesterinakkumulationen im AD-Hirn beschrankt
sich auf einen Fall (A2), so dass es sich um einen Einzelbefund handeln konnte. Die
granulare Morphologie dieser Akkumulationen ist mit der in NPC-Hirnen vergleichbar
(Abb.8 und 10). Unabhangig vom Fehlen solcher massiver granularer Cholesterinakku-
mulationen haben bei AD die Tangle-tragenden Neurone hohere Cholesterinspiegel als
benachbarte Tangle-freie Neurone. Interessant ist hierbei, dass bei NPC eine etwa
dreimal starkere Cholesterinanreicherung vorkommt als bei AD, und zwar in einem Le-
bensalter, in dem bereits so viele NFT vorhanden sind wie bei etwa dreimal alteren AD-

Fallen.

Der Bestimmung der zeitlichen Sequenz des Auftretens beider Phanomene (Choleste-
rinakkumulation und NFT) hat zu berlcksichtigen, dass Tangle-tragende Neurone eine
Untergruppe der Neurone mit Akkumulationen darstellen. Unter der plausiblen Annah-
me, dass beide Veranderungen irreversibel sind, kann daraus geschlossen werden,
dass eine bestimmte Neuronenpopulation zuerst Akkumulationen und dann NFT entwi-
ckelt, da man sonst auch Tangle-tragende Neurone ohne Akkumulationen beobachten
musste. Gestutzt wird die Annahme, dass die Cholesterinspeicherung vor der Tangle-
Bildung auftritt, durch die Beobachtung von Cholesterinanreicherungen zu einem Zeit-
punkt (3,5 bzw. 10,5 Jahre [114]), zu dem bisher keine NFT beobachtet wurden. Diese
zeitliche Sequenz koénnte einer pathogenetischen entsprechen - die Anreicherung von
Cholesterin und anderen Lipiden (freie Fettsauren, Ganglioside etc.) tragt zur Tangle-
Bildung bei - oder sie konnte bedeuten, dass bei einem beiden Phanomenen zu Grunde
liegenden Defekt, namlich dem Funktionsverlust des NPC1-Proteins, die Tangle-
Bildung langere Zeit bendtigt als die Ausbildung der Speicherung.

Zwei hypothetische Zusammenhange zwischen einem NPC-Defekt und der Ausbil-
dung von NFT sollen angefuhrt werden, sowie eine Hypothese, wie Cholesterinanrei-
cherung selbst zur Tangle-Bildung beitragen konnte (Abb.13b):

(1) Defektes NPC1-Protein fuhrt zur Anreicherung freier Fettsduren im Zytosol, so dass

die rAumliche Voraussetzung fiir eine direkte Interaktion von Tau und freien Fettsiuren

gegeben sind: NPC1-Protein kann als Permease fungieren: Expression des Proteins in

Escherichia coli flihrte zur Anreicherung von Olsaure im Zytosol, die Sequenz des Pro-
teins zeigt Homologie zu prokaryotischen resistance-nodulation-division (RND)-

Permeasen [19]. Die physiologische Bedeutung der Fettsduretransportfunktion des Pro-
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teins in der Saugerzelle ist nicht bekannt. Interessant ist dieser Befund hinsichtlich der
Fahigkeit von freien Fettsduren (FFS), zumindest in vitro die Aggregation von Tau zu
Filamenten zu beschleunigen - die so in vitro geschaffenen Filamente weisen allerdings
nicht die fur PHF typische Helizitat auf [10g].

(2) Der NPC-Defekt fuhrt zu Auflésung von Rafts, dadurch wird die Signaltransduktion

in einer Weise beeinflusst, dass Tau phosphoryliert wird: Eine humane Zellkulturstudie

zeigte, dass endozytiertes Cholesterin in NPC-Zellen starker mit Rafts assoziiert ist als
in Kontrollzellen, dass dieses Raft-assoziierte Cholesterin aber nicht in dem Male wie-
der an der Zelloberflache erscheint, wie das in Kontrollzellen der Fall ist [e3]. Diese Er-
gebnisse konnen so interpretiert werden, dass Raft-Aufbau und -Transport bei NPC-
Zellen gestort sind. Rafts sind mit Cholesterin und Sphingolipiden angereicherte Memb-
randomanen, die wichtige Funktionen in der Signaltransduktion Gibernehmen [96]. Auch
Befunde an Striatumneuronen des Mausmodells weisen darauf hin, dass die Raft-
vermittelte Signaltransduktion bei NPC gestort sein kdnnte: die Aktivierung des Raft-
standigen Rezeptors TrkB durch dessen Liganden brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) blieb im NPC-Hirn aus, wahrend er in Kontrollzellen auf normale Weise erfolgte
[44]. LOst man in T-Lymphozyten experimentell Rafts durch Cholesterinentzug mit einem
externen Cholesterinakzeptor (Methyl-p-Zyklodextrin) auf, so wird der MAPK (Mitogen-
aktivierte Kinasen)-Weg, messbar durch die Tyrosin-Phosphorylierung verschiedener
MAPK-abhangiger Proteine und die Bindung von ras an Raf, aktiviert [52]. Tatsachlich
wurden in Hirnhomogenaten des NPC-Mausmodells erhdhte Spiegel der phosphorylier-
ten (aktivierten) Formen der Tau-gerichteten MAPK gemessen [92]. Ein Weg, wie defek-
tes NPC1-Protein Uber Storung der Raft-Funktion zur Tau-Phosphorylierung und maogli-
cherweise zur Tangle-Bildung fihren kdnnte, ist also denkbar, allerdings beeinflusst die
Tau-Phosphorylierung durch MAPK nicht die Tau-Mikrotubuli-Bindung [es]. Die Loslo-
sung von Tau von den Mikrotubuli wird aber als ein fruher Schritt in der Tangle-

Entstehung angesehen [2s].
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Abb. 14: Hypothetische Mechanismen, die in Niemann-Pick Typ C- (b) und Alzheimer-Neuronen (c) bei
der Entstehung der neurofibrilldren Degeneration und der Cholesterinanreicherung wirksam sein kénn-
ten. a: zum Vergleich die Verhéltnisse in einer normalen Zelle. b: (1) defektes NPC1-Protein fiihrt zur
Anreicherung von freien Fettsduren im Zytosol, diese fiihren zur Tau-Aggregation; (2) defektes NPC1-
Protein fiihrt zu Auflésung von Rafts, dadurch wird die Signaltransduktion in einer Weise beeinflusst,
dass Tau phosphoryliert wird; (3) Cholesterinanreicherung an sich flihrt zu oxidativem Stress, der die
Dimerisierung von Tau erleichtert; c: (1) regenerative Vorgédnge fiihren zu einer Aktivierung des Zellzyk-
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lus, zur Hyperphosphorylierung von Tau und zu erhéhter Aufnahme von Cholesterin; (2) Stérung der
Raft-Funktion fiihrt zu geénderter Signaltransduktion, dadurch wird diese in einer Weise beeinflusst, dass
Tau phosphoryliert wird; (3) erhbhtes Cholesterin unterhélt ein nachteiliges oxidatives Milieu

(3) Cholesterinanreicherung an sich fuhrt zu oxidativem Stress, der die Dimerisierung

von Tau beférdert: Autoxidation von Cholesterinliposomen erzeugt Oxycholesterine, v.a.

7-Ketocholesterin (7KCh), durch Gamma-Bestrahlung beschleunigte ,Autoxidation” fihrt
daruberhinaus zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [04]. 7KCh ist als zytotoxi-
sches Agens bekannt, es induziert Apoptose in einer mesenchymalen Zelllinie unter
Entstehung von ROS [60]. ROS oxidieren vielfach ungesattigte Fettsauren zum hochto-
xischen 4-Hydroxy-2-Nonenal [67], welches die Aggregation von hyperphosphoryliertem
Tau zu Filamenten unterstutzt ([s5], s. auch oben, Punkt (1)). Es ist allerdings zu be-
rucksichtigen, dass eine Apoptose vermutlich zu schnell von statten geht, als dass ein
Tangle entstehen kénnte. Als Schutzfaktor gegen Apoptose durch oxidativen Stress
kommt in diesem Zusammenhang in erster Linie Glutathion in Frage, welches die
7KCh-induzierte Apoptose abzuwenden vermag [60] und 4-Hydroxy-2-Nonenal detoxifi-
ziert [67]. Der Ansatzpunkt oxidativer Mechanismen bei der Tangle-Entstehung liegt
wahrscheinlich bei der Disulfidbrickenbildung zwischen zwei Tau-Molekilen, der Dime-
risierung [2s].

Bei diesen Uberlegungen darf die intrazellulare Topologie nicht aulRer Acht gelassen
werden. Sollten oxidative Prozesse bei der Tangle-Entstehung tatsachlich eine Rolle
spielen, so musste gesichert sein, dass die oxidativ wirksamen Molekile wie 7KCh, 4-
Hydroxy-2-Nonenal und ROS tatsachlich an ihren zytoplasmatischen Wirkungsort, das
Tau-Molekdl, gelangen und nicht etwa im Lysosom kompartimentalisiert bleiben. Hierzu

liegen fur NPC noch keine Daten vor.

6.3 Cholesterinanreicherung und neurofibrillare Tangles in Alzheimer-

Neuronen - drei spekulative Mechanismen

Da sich bei AD die Beobachtung von massiven, granularen Cholesterinakkumulationen
auf einen Ausnahmefall (A2) beschrankte und Tangle-tragende Neurone nicht als Un-
tergruppe der Neurone mit Akkumulationen angesprochen werden kénnen, kann nicht
wie bei NPC der Schluss gezogen werden, dass die Cholesterinanreicherung der

Tangle-Bildung vorausgeht. Da bei AD zumindest ein vollstandiger Funktionsausfall des
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NPC1-Proteins auRerdem offensichtlich fehlt, missen bei AD andere Faktoren zur Pa-
thogenese der NFT beitragen. Einbeziehung hier relevanter Befunde zur Pathogenese
der neurofibrillaren Degeneration, die an AD-Hirnen [2,15,16,29,31,74,85,90,111], Liquor von
AD-Patienten [s3], organotypischen Ratten-Slicekulturen [s7], Maushirnen [1], Maus- [44]
und Ratten-Neuronenkulturen [7s,70,10], anderen Zellen [s0,52,54,55,60] und in in vitro-
Versuchen [7,94] erhoben wurden, fihrt zu einem komplexen Bild (Abb.13c).

Im Folgenden wird zunachst ein Mechanismus vorgestellt, der sowohl zu Tangle-

Bildung als auch zu Cholesterinanreicherung fuhren konnte, dann wird in Anlehnung an
das zu NPC Gesagte (s. 6.2., Punkte (2) und (3)) aufgezeigt, wie Cholesterinanreiche-
rung die Tangle-Bildung auch bei AD unterstitzen konnte.
(1) Regenerative Vorgange fuhren zu einer Aktivierung des Zellzyklus, zur Hy-
perphosphorylierung von Tau und zu erhdhter Aufnahme von Cholesterin: Neurone, die
von NFT befallen werden, sind auch die, die sich durch besondere Regenerationsfahig-
keit im adulten Gehirn auszeichnen [2]. Tangle-tragende Neurone des Hippokampus
weisen - zumindest in frlihen Stadien der Erkrankung - einen ausgepragteren Dendri-
tenbaum auf als Tangle-freie Neurone [31]. Regenerative Vorgange, so eine Hypothese
von Nagy, Esiri und Smith [76], sollen auch in der Vorphase der Tangle-Entstehung Uber
eine Stimulation durch Wachstumsfaktoren zu einer Aktivierung des Zellzyklus fuhren,
wodurch das Neuron wieder in den Zyklus eintritt und sogar bis in Phase G, fortschrei-
tet [76]. Tatsachlich zeigen AT8-immunopositive, aber noch keinen Tangle tragende Py-
ramidenzellen des Hippokampus von AD-Patienten Immunreaktivitat gegen Zyklin B [74],
ein Molekul des aktivierten Zellzyklus, das in postmitotischen Neuronen eigentlich nicht
nachweisbar sein sollte. Eine Ubersicht tber den Nachweis weiterer Zellzyklus-
assoziierter Molekule in Tangle-tragenden Neuronen findet sich bei den genannten Au-
toren [76]. Neurone, die die S-Phase passiert haben, sollten einen doppelten Chromo-
somensatz aufweisen. Tatsachlich konnte durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung eine
Verdoppelung der Chromosomenmenge in 4% hippokampaler Pyramidenzellen von
AD-Patienten nachgewiesen werden, wahrend der gleiche Test fur Kontrollhippokampi
negativ ausfiel [111].

In der Zellzyklusphase Gy, in der sich eine Zelle auf die Zellteilung vorbereitet, die im
postmitotischen Neuron gleichwohl offensichtlich nicht zur Durchfihrung kommen kann
[111], konnte Tau im Rahmen der Mikrotubuli-Depolymerisierung hyperphosphoryliert

werden: Menschliche Neuroblastomzellen, die durch Nocodazol in der Mitose festgehal-
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ten werden, zeigen Tau-Phosphorylierungsmuster, die denen in AD-Gewebe entspre-
chen [s0]. Durch Uberexpression des Aktivators p25 der Zyklin-abhangigen Kinase cdk5
in Mausehirnen ist es dariberhinaus gelungen, Hyperphosphorylierung von Tau zu in-
duzieren, die durch AT8-Immunhistochemie detektiert werden kann [1]. Allerdings ist die
Funktion von cdk5 innerhalb des Zellzyklus noch nicht geklart [37].

Regenerative Vorgange im zentralen Nervensystem sind nach einer Hypothese von
Poirier [¢7] andererseits flr vermehrte zellulare Cholesterinaufnahme verantwortlich. Als
Modell fur diese Vorgange werden organotypischen Slice-Kulturen von Ratten verwen-
det, bei denen der Hippokampus durch entorhinale Lasion deafferentiert ist [s7]. Poirier
[s6] fasst den hypothetischen Ablauf der Reinnervierung des Hippokampus einschlief3-
lich der reaktiven Synaptogenese folgendermalien zusammen: Astrozyten nehmen
Membranen degenerierender Nervenfortsatze auf und synthetisieren und sezernieren
Lipoproteine, die Cholesterin und ApoE enthalten; regenerierende Neurone nehmen
diese Partikel auf und verwenden das endozytierte Cholesterin zum Membranaufbau
und zur Synaptogenese. In ahnlicher Weise sollen vorgeschadigte Neurone im AD-Hirn
in einem regenerativen Prozess vermehrt Cholesterin in lipoproteinahnlichen, mit ApoE
versehenen Partikeln aufnehmen. Dieses Konzept erfuhr unlangst durch den Nachweis
der Cholesterin- und ApoE-induzierten Synaptogenese in Ratten-Zellkulturen eine we-
sentliche Bestatigung [70]. Im Einklang mit vermehrter Cholesterinaufnahme vulnerabler
Neurone stehen Befunde, die eine Grolenzunahme von Endosomen und Lysosomen in
Neuronen in frihen Stadien der Erkrankung zeigen [15]; in Pyramidenzellen von Regio-
nen, die spater bevorzugt NFT aufweisen, tritt diese Grollenzunahme am fruhesten auf
[16].

(2) Stoérung der Raft-Funktion fihrt zu geanderter Signaltransduktion, dadurch wird die-
se in einer Weise beeinflusst, dass Tau phosphoryliert wird: Vor dem Hintergrund des
NPC und AD gemeinsamen Befundes NFT regten Hinweise auf Raft-Dysfunktion bei
NPC [44,63,92] bereits Sawamura und Mitarbeiter [92] und Lynch und Mobley [65] dazu an,
die Raft-assoziierte Signaltransduktion auch bei AD mit der Tangle-Entstehung in Zu-
sammenhang zu bringen. Befunde an Rattenneuronen, die zeigen, dass Cholesterin-
ApoE3-Partikel das Aussprossen von Neuriten fordern, Cholesterin-ApoE4-Partikel die-
ses aber hemmen [77], lieRen Lynch und Mobley hypothetisieren, dass ApoE4 weniger

effektiv als ApoE3 Cholesterin in die intrazellularen Transportwege des Neurons ein-
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schleust und in der Folge der Aufbau funktionsfahiger Rafts in Individuen mit ApoEe4-
Allel gestort ist [65].

In unserem Zusammenhang ist wiederum von Bedeutung, dass experimentelle Raft-

Auflosung den MAPK-Weg zu aktivieren vermag ([52], s.6.2., Punkt (2)). Vereinbar mit
dem hier erhobenen Befund erhéhten Cholesterins in Tangle-tragenden Neuronen ware
ein Mechanismus, der darin besteht, dass bei AD, ahnlich wie bei NPC und wie auch
von Lynch und Mobley vermutet [e5], der Riucktransport endozytierten Cholesterins zur
Plasmamembran gestort ist, dadurch der Aufbau funktionsfahiger Rafts unterbleibt und
uber eine Aktivierung des MAPK-Weges Tau phosphoryliert wird. Fur eine Aktivierung
dieses Weges in AD spricht die fruhe Expressionssteigerung von ras [29].
(3) Erhohtes Cholesterin unterhalt ein nachteiliges oxidatives Milieu: 4-Hydroxy-2-
Nonenal und andere Marker fur oxidativen Stress sind in Tangle-tragenden Neuronen
erhoht [67]. ROS kdnnten einerseits, wie oben (s. 6.2., Punkt (3)) ausgeflhrt, Gber Cho-
lesterinautoxidation und Bildung von 7KCh entstehen [04] - 7KCh wirkt selbst proapopto-
tisch [60] - andererseits auch uUber das durch CYP46 im Endoplasmatischen Retikulum
gebildete 240HCh [62]. 240HCh-Inkubation von humanen Neuroblastomzellen fuhrt zur
Bildung von ROS und zur Apoptose [54,55]. Es ist im Liquor in frihen Demenzstadien
erhoht, und zwar in Abhangigkeit von der Zahl der ApoEe4-Allele [s3].

Wenn Tangle-tragende Neurone verstarkt cholesterininduziertem oxidativen Stress
ausgesetzt sind, warum sterben sie dann nicht in der Apoptose? Tatsachlich zeigen
Tangle-tragende Neurone Immunoreaktivitat gegen in frihen Stadien der Apoptose ak-
tivierte Caspasen [90], allerdings findet sich keine Immunoreaktivitat gegen Caspasen
der spaten Apoptose [90] und Protein Bax, einem weiteren Marker der fortgeschrittenen
Apoptose [76]. Dies gab zur Vermutung Anlass, dass Tangle-tragende Neurone die Fa-
higkeit haben, die begonnene Apoptose abzuwenden [7s,90], was Raina und Mitarbeiter
als ‘abortosis’ bezeichneten [90].

Zur Abwehr der drohenden, oxidativ induzierten Apoptose kdnnten auch Estrogene
(Estron und 17p-Estradiol) beitragen, die antioxidativ und zytoprotektiv wirken: sie redu-
zieren die Lipidperoxidation in primaren Ratten-Neuronenkulturen und humanen Hirn-
homogenaten [10], Gabe von 17-Estradiol verhindert 240OHCh-induzierte Apoptose von
Neuroblastomzellen [54]. In Einklang mit einer Rolle oxidativer Mechanismen in der
Tangle-Entstehung sind die hier vorliegenden Daten zu einer starkeren Assoziation

neuronaler Cholesterinanreicherung mit der Anwesenheit eines NFT bei Frauen gegen-
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uber Mannern (s. 5.2., Tab.8), insofern ein Mangel an Estrogenen im Hirn von postme-
nopausalen Frauen eine Verstarkung oxidativer Mechanismen in der Tangle-Bildung

nach sich ziehen konnte.

6.4 Assoziation von Cholesterinakkumulationen mit neuritischen Plaques

im Alzheimer-Hirn

Der Befund einer Assoziation zwischen Senilen Plaques und Filipin-positiven Choleste-
rinakkumulationen (Abb.8) wurde von einer anderen Arbeitsgruppe unabhangig und
zeitgleich erhoben [72]. Die Autoren stutzten ihn mit einer auf Cholesterin-Oxidase ba-
sierenden Fluoreszenzhistochemie. Sie nehmen an, dass AB-Amyloid auf Grund seiner
Bindungsfahigkeit fir Cholesterin fir die Ablagerungen verantwortlich zu machen ist. So
zeigt eine von ihnen durchgefuhrte quantitative Analyse, dass die Akkumulationen nur
mit reifen SP, nicht mit unreifen oder diffusen, assoziiert sind. Alle Arten von Plaques
enthalten AB-Peptide, aber nur reife enthalten AB-Amyloid [69]. Reife Plaques enthalten
im Gegensatz zu diffusen auch dystrophische Neuriten, die Tau-Aggregate enthalten
und u.a. aus angeschwollenen Dendriten und prasynaptischen Endigungen bestehen
[89]. Insofern sind die hier vorliegenden Befunde auch mit der Vorstellung vereinbar,
dass die Cholesterinablagerung mit der Bildung dystrophischer Neurite in SP in Zu-

sammenhang stehe.
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7 Zusammenfassung

M. Niemann-Pick Typ C (NPC) ist eine juvenile Demenz mit intrazellularer Anreicherung
von freiem Cholesterin. M. Alzheimer (AD) ist eine senile Demenz, die mit einem Poly-
morphismus im Gen des Cholesterintransportproteins Apolipoprotein E (ApoE) assozi-
iert ist. Bei beiden Erkrankungen treten im Gehirn zahlreiche neurofibrillare Tangles
(NFT), bestehend aus Protein Tau, auf. Cholesterin, unverzichtbarer Bestandteil von
Saugerzellmembranen, kann durch das Fluorochrom Filipin dargestellt werden. Es soll-
te mit einer Filipin-Farbung herausgefunden werden, ob sich bei beiden Erkrankungen
der Cholesteringehalt Tangle-tragender Neurone von dem Tangle-freier unterscheidet.
Zur Verfugung standen diverse Teile aus dem Zentralen Nervensystem von 5 NPC- und
Gyri temporales superficiales von 9 AD-Fallen. Es wurde eine Methode entwickelt,
durch die mittels Vergleich von Filipin-Intensitaten zweier Neurone ein objektives Mal}
fur den Cholesteringehalt Tangle-tragender Neurone ermittelt werden konnte. In Materi-
al von 3 NPC-Fallen und 1 AD-Fall fanden sich intraneuronale, mit Tangles assoziierte
Cholesterinakkumulationen. In 3 AD-Fallen fanden sich auRerdem Cholesterinakkumu-
lationen in Assoziation mit Senilen Plaques. Der Cholesteringehalt Tangle-tragender
Neurone war in 6 Regionen der NPC-Falle und in 3 AD-Fallen erhdht. Fur alle Neuro-
nenpaare der AD-Falle insgesamt ergab sich ein erhdhter Cholesteringehalt des
Tangle-tragenden Neurons. Zu Beginn der Untersuchung waren weder Cholesterinspei-
cherung im NPC-Hirn noch Assoziation von Cholesterin mit Senilen Plaques in AD be-
kannt. Methodische Griinde fiir das vormalige Ubersehen der Cholesterinspeicherung
im NPC-Hirn werden diskutiert. Cholesterinspeicherung im NPC-Hirn kénnte Uber oxida-
tiven Stress oder eine Veranderung der cholesterinabhangigen Signaltransduktion zur
Tangle-Bildung fuhren. Vulnerable Subpopulationen von Neuronen kdnnten im Rahmen
regenerativer Prozesse verstarkt Cholesterin endozytieren. Argumente fir die Unter-
stlitzung der Tangle-Bildung durch Cholesterin Uber oxidativen Stress und veranderte
Signaltransduktion in AD werden angefuhrt. Diese Untersuchung erlaubt, neue Hypo-
thesen zu gemeinsamen Mechanismen der Tangle-Entstehung in AD und NPC zu for-

mulieren.
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