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dazu führen, dass ein lösliches Protein aggre-
giert und toxisch wird, ist unklar. Vermutlich 
spielen posttransla tionale Veränderungen 
eine entscheidende Rolle und es ist bekannt, 
dass einige Tau-Modifikationen mit dem 
Altern oder dem Beginn der Tau-Pathologie 
korrelieren. Dazu gehören eine verstärkte 
Phosphorylierung an bestimmten Positionen 
(Hyperphosphorylierung) und ein proteolyti-
scher Abbau, der zu toxischen Tau-Fragmen-
ten führen kann. Der Schlüssel zu einem 
Verständnis der Prozesse, die zum Entstehen 
der Krankheit beitragen, liegt jedoch 
zunächst darin, die Funk tion von Tau in 
gesunden Nervenzellen zu verstehen.

Regulation der Organisation axonaler 
Mikrotubuli durch kiss-und-hop-
Interaktion
Die Rolle von Tau in Nervenzellen ist durch 
das Auftreten zweier Paradoxien gekenn-
zeichnet. Es wird häufi g angenommen, dass 
Tau für die Stabilisierung der Mikrotubuli im 
Axon verantwortlich ist. Im Verlauf der 
Erkrankung käme es dann zu einem 
Funktionsverlust durch die Aggregation von 
Tau, die Mikrotubuli zerfallen und die Ner-
venzellen sterben ab. Im Gegensatz dazu 
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Tau is a cytoskeletal protein that regulates microtubule polymerization 
in the axon. In diseases such as Alzheimer’s disease, tau forms insolu-
ble aggregates in the somatodendritic compartment. How tau regu-
lates microtubule assembly without disrupting axonal transport and 
how tau dysfunction contributes to disease remains unclear. Here, we 
show how live cell imaging and super-resolution microscopy can help 
solve key questions about the physiological and pathological role of 
tau.

DOI: 10.1007/s12268-023-1958-z
© Die Autorinnen und Autoren 2023

ó Das Tau-Protein, die tubulin associated 
unit, ist ein neuronales Protein, das in gesun-
den Nervenzellen vor allem im längsten 
 Nervenzellausläufer, dem Axon angereichert 
ist. Es kommt in verschiedenen Isoformen 
vor, die von einem Gen codiert werden, das 
evolutionär durch Genduplikation bei der 
Entstehung von Wirbeltieren entstanden ist 
und dessen Genprodukte durch alternatives 
Spleißen variiert werden [1]. Der carboxyter-
minale Teil von Tau ist evolutionär kon-
serviert und enthält die Mikrotubuli-binden-
de Region (Abb. 1A). Der aminoterminale 
Teil enthält IDRs (intrinsically disordered 
regions), die eine hohe Bindungspromiskuität 
aufweisen und an verschiedenen Signal- und 
Regulationsprozessen beteiligt sind [2].

Mehrere neurodegenerative Erkrankun-
gen, die Tauopathien, sind durch die Bildung 
von unlöslichen Aggregaten des Tau-Proteins 
mit einer veränderten Phosphorylierung cha-
rakterisiert (Abb. 1B). Die häufi gste Tauopa-
thie ist die Alzheimer-Krankheit, bei der die 
Tau-Pathologie von der Bildung extrazellulä-
rer Amyloidplaques begleitet ist [3]. Bei der 
Aggregation werden Beta-Faltblatt-Struktu-
ren in der Mikrotubuli-Bindungsregion von 
Tau gebildet, was dann über lösliche Zwi-
schenstufen zur Bildung hochgeordneter 
Filamente führt. Die Entwicklung der Tau-

Pathologie korreliert mit dem Absterben von 
Nervenzellen in den betroffenen Hirnregio-
nen, sodass vermutlich die Bildung der Tau-
Aggregate oder löslicher Zwischenstufen die 
Degeneration einleitet. Daher ist das Tau-
Protein seit einiger Zeit Ziel therapeutischer 
Interventionen, auch wenn noch kein ent-
sprechendes Medikament auf dem Markt ist 
[4]. Welche Veränderungen von Tau aber 

Molekulare Medizin

Live Cell Imaging zeigt, wie Tau den 
axonalen Transport ausbremst

˚ Abb. 1: Tau und Tauopathien. A, Schema der Tau-Mikrotubuli-Interaktion. Die 3D-Strukturen 
sind mit PyMOL (www.pymol.org) visualisiert, wie früher beschrieben [2]. Taus carboxyterminaler 
Teil mit der Mikrotubuli-bindenden Region ist blau gezeigt, der aminoterminale Teil grün. B, Teil 
der Großhirnrinde eines Alzheimer-Patienten, gefärbt mit einem phosphorylierungsabhängigen 
Antikörper gegen Tau (AT8-Antikörper). Die dunkle Farbe zeigt, dass falsch phosphoryliertes Tau 
im somatodendritischen Kompartiment vieler Nervenzellen angereichert ist.
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kunden, weshalb wir dieses Verhalten als 
kiss-und-hop bezeichnet haben [6]. Obwohl 
die überwiegende Mehrheit der Tau-Popula-
tion zu jedem Zeitpunkt an Mikrotubuli 
gebunden ist (in quantitativen Photoaktivie-
rungsstudien konnten wir die Bindung von 
mehr als 80 Prozent des Tau-Proteins nach-
weisen [7]), bindet jedes einzelne Molekül 
also nur für einen sehr kurzen Zeitraum. Es 
stellte sich nun die Frage, ob diese kurze 
Interaktion von Tau ausreicht, um die Mikro-
tubuli-Polymerisation zu regulieren.

Neuronale Zellausläufer sind dicht mit 
Mikrotubuli gefüllt, die aber nicht kontinu-
ierlich den gesamten Zellfortsatz durchspan-
nen, sondern als vergleichsweise kurze Frag-
mente in Bündeln vorliegen. Allerdings liegt 
der Abstand der einzelnen Mikrotubuli weit 
unter der Auflösungsgrenze klassischer 
lichtmikroskopischer Verfahren. Wir haben 
daher eine superaufl ösende Mikroskopier-
methode unter Anwendung der DNA-PAINT-
Technik (points accumulation for imaging in 
nanoscale topography) eingesetzt, um die 
Verteilung der Mikrotubuli in den Ausläu-
fern quantitativ zu bestimmen (Abb. 2B). Die 
Grundidee besteht darin, dass die Mikrotu-
buli mit Nanobodies markiert werden, an die 
wiederum kurze Oligonukleotidstränge 
gebunden sind. Eine transiente Hybridisie-
rung wird genutzt, um frei diffundierende, 
farbstoffmarkierte Oligonukleotidstränge an 
die Nanobodies zu binden. Damit sind theo-
retisch unbegrenzte Bildgebungszyklen mög-
lich, sodass viele Photonen von einer einzi-
gen Position gesammelt und somit eine sehr 
hohe Lokalisierungsgenauigkeit von unter 
zehn Nanometern erreicht werden kann. In 
einem zweiten Schritt können dann die 
Mi krotubuli-Filamente algorithmenbasiert 
extrahiert und ihre Längenverteilung 
bestimmt werden (Abb. 2C). Mit dieser 
Methode fanden wir heraus, dass die Mikro-
tubuli in den Zellfortsätzen eine mittlere 
Länge von etwa 2,4 μm haben [8]. Es stehen 
also viele Mikrotubuli-Enden für eine lokale 
Polymerisation in den Zellausläufern zur 
Verfügung.

Um die Wirkung von Tau auf die Mikrotu-
buli-Polymerisation zu bestimmen, quantifi -
zierten wir die Menge an polymerisiertem 
Tubulin in den Neuriten lebender Modellneu-
ronen unter Verwendung eines FDAP (fl uo-
rescence decay after photo activation)-
Ansatzes. Dazu koexprimierten wir Tau oder 
ein Kontrollprotein zusammen mit α-Tubulin, 
das wir mit einem photoaktivierbaren GFP-
Konstrukt (PAGFP) fusioniert hatten. Nach 

zeigen aber Knockout-Mäuse, die kein Tau 
mehr haben, oder Nervenzellen, bei denen 
Tau akut inaktiviert wurde, keine Auffällig-
keiten, die auf eine größere Instabilität des 
axonalen Zellskeletts hindeuten.

Das zweite Paradoxon ist zellbiologischer 
Natur. Ein effektiver axonaler Transport, der 
vor allem an Mikrotubuli erfolgt, ist für die 
gesunde Funktion von Nervenzellen uner-
lässlich. Tau ist ein relativ häufi ges Protein, 
das an der Oberfl äche von Mikrotubuli bin-
det. Da die Bindungsstellen von Tau mit den 
Bindungsstellen von Kinesinen, den Motor-
proteinen, die für den axonalen Transport 
verantwortlich sind, überlappen, würde man 
erwarten, dass Tau den axonalen Transport 
negativ beeinfl usst. Jedoch verändert weder 
eine Überexpression noch das Fehlen von 

Tau die axonale Transportrate in vivo [5]. Um 
dieses Paradoxon aufzulösen, haben wir die 
Bindung einzelner Tau-Moleküle an axonale 
Mikrotubuli durch Einzelmolekülverfolgung 
analysiert. Dazu markierten wir einzelne 
Tau-Moleküle, die wir als Fusion mit einem 
HaloTag in Nervenzellen exprimierten, mit 
einem Fluoreszenzfarbstoff (TMR-HTL) und 
verfolgten ihre Bewegung in einer dünnen 
Zellschicht mit einem TIRF(total internal 
refl ection fl uorescence)-Mikroskop mit hoher 
zeitlicher Auflösung. Zu unserer Über-
raschung fanden wir, dass ein einzelnes Tau-
Molekül nur sehr kurz mit einer Bindungs-
stelle auf einem axonalen Mikrotubulus 
interagiert, bevor es zur nächsten Bindungs-
stelle springt (Abb. 2A). Im Schnitt dauerte 
ein Bindungsereignis nur etwa 40 Millise-

˚ Abb. 2: Tau und Mikrotubuli im Neuriten. A, Einzelmolekülverfolgung eines Tau-Moleküls in 
einem Neuriten und Schema der kiss-and-hop-Interaktion von Tau mit dem axonalen Mikrotubuli-
Bündel. B, Schema der superaufl ösenden Mikroskopie von Mikrotubuli in Neuriten; der Schräg- 
oder HILO(highly inclined and laminated optical sheet)-Modus erlaubt eine tiefere Bildgebung in 
der Zelle. C, Algorithmenbasierte Extraktion von Mikrotubuli aus Einzelmolekül-Lokalisierungs-
daten und Histogramm von Mikrotubuli-Längen. Für Einzelheiten zu den Daten siehe [8].
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te weder den Anteil der transportierten Vesi-
kel, noch änderte es ihre Geschwindigkeit. 
Allerdings war die Prozessivität des Trans-
ports der APP-Vesikel in TauC3-exprimieren-
den Zellen im Vergleich zu Zellen, die Tau in 
voller Länge exprimierten, signifi kant redu-
ziert. Die Analyse des Bewegungsmusters 
der einzelnen Trajektorien ergab eine höhere 
Häufigkeit von Bewegungsänderungen, 
sodass dadurch die Effektivität des Trans-
ports deutlich beeinträchtigt war (Abb. 3B).

Von der Beschreibung zur 
Intervention
Die Ergebnisse zeigen somit, dass eine alters-
abhängige Zunahme der Tau-Spaltung durch 
Caspase-3 eine Tau-Spezies erzeugt, die 
weniger dynamisch ist und den axonalen 
Transport ausbremst (Abb. 3C). Nun wäre es 

verfolgung bestätigte, dass die Verweildauer 
von Tau an einer einzelnen Bindungsstelle 
signifi kant erhöht war. Im Schnitt war Tau 
50 Prozent länger gebunden.

Wie wirkt sich nun die verlängerte Bin-
dung von Tau an Mikrotubuli auf den Trans-
port aus? Wir untersuchten dazu den Ein-
fl uss des verkürzten Tau-Proteins auf den 
Vesikeltransport. Dazu versahen wir APP 
(amyloid precursor protein), ein Schlüsselpro-
tein, das im Axon transportiert wird, mit 
einem Fluoreszenzmarker und koexprimier-
ten Tau oder das verkürzte Tau-Fragment 
(TauC3) in den Modellneuronen (Abb. 3A). 
Die Bewegung einzelner markierter Vesikel 
in den Zellfortsätzen verfolgten wir dann mit 
einem autoregressiven Bewegungsalgorith-
mus nach schneller Bildaufnahme mit einem 
Spinning-Disk-Mikroskop. TauC3 beeinfl uss-

fokaler Aktivierung der Fluoreszenz mit 
einem konventionellen Laserscanmikroskop 
bestimmten wir den zeitlichen Fluoreszenz-
abfall und modellierten die FDAP-Kurven mit 
einem Reaktions-Diffusions-Modell [9]. Tat-
sächlich zeigte sich, dass Tau die Mikrotubu-
li-Polymerisation in den Zellfortsätzen signi-
fi kant um etwa zehn Prozent erhöhte. Somit 
bindet Tau kurz genug, um den Transport 
nicht zu behindern, und lange genug, um die 
Polymerisation der Mikrotubuli lokal zu 
regulieren.

Wie Tau den axonalen Transport 
ausbremst
Wenn die Hypothese richtig ist, dass Tau 
einen effektiven axonalen Transport nicht 
stört, weil es nur für eine sehr kurze Zeit an 
Mikrotubuli bindet, dann sollten Bedingun-
gen, die zu einer verlängerten Bindung füh-
ren, einen negativen Einfl uss haben. Wir 
untersuchten daher systematisch den Ein-
fl uss der carboxyterminalen Sequenz von 
Tau auf die Regulation der Mikrotubuli-Bin-
dung. Bemerkenswerterweise führte die Ver-
kürzung des äußersten C-Terminus außer-
halb der Mikrotubuli-Bindungsregion zu 
einer verstärkten Interaktion von Tau mit 
Mikrotubuli [10].

Eine Spaltung von Tau in diesem Bereich 
könnte daher pathologische Folgen haben. 
Tatsächlich wurde zuvor eine proteolytische 
Spaltung am carboxyterminalen Ende von 
Tau beschrieben, die ein um 20 Aminosäuren 
verkürztes Tau-Molekül erzeugt. Die Spal-
tung erfolgt durch Caspase-3, die beim pro-
grammierten Zelltod, also der Apoptose, akti-
viert wird, aber auch nicht apoptotische 
Funktionen hat. Wir konnten zeigen, dass 
dieses verkürzte Tau-Fragment, TauC3, ver-
mehrt im Hippocampus alternder Mäuse 
gebildet wird und auch im Gehirn von Alz-
heimer-Patienten erhöht ist [11].

Wie wirkt sich nun diese Verkürzung auf 
die Bindung von Tau an Mikrotubuli aus? 
Auch dafür haben wir FDAP-Experimente 
durchgeführt, diesmal mit Tau, das wir mit 
PAGFP fusioniert hatten. Die Bestimmung 
der effektiven Diffusionskonstanten aus den 
FDAP-Kurven zeigte, dass die C-terminale 
Verkürzung das Bindungsgleichgewicht zwi-
schen freiem und an Mikrotubuli gebunde-
nem Tau nicht beeinfl usste. Allerdings waren 
die Bindungskonstanten (k*

on- und koff-
Raten) für TauC3 im Vergleich zu ungespal-
tenem Tau drastisch reduziert. Die Bestim-
mung der Bindung einzelner Tau-Moleküle 
an axonale Mikrotubuli durch Einzelmolekül-

˚ Abb. 3: Wie pathologisches Tau den axonalen Transport ausbremst. A, Algorithmenbasierte 
Verfolgung einzelner Vesikel in einem Neuriten in Gegenwart von Tau oder dem C-terminal ver-
kürzten TauC3. Um die Vesikel sichtbar zu machen, wurde eGFP-markiertes APP mit mCherry-
markiertem Tau koexprimiert. Die Bewegung beispielhafter Vesikel ist durch Pfeile markiert. Maß-
stab 10 μm. B, Analyse und Quantifi zierung der Bewegungsmuster einzelner Vesikel im Neuriten. 
Links ist die beispielhafte Bewegung eines einzelnen Vesikels in einem Zellausläufer in retrogra-
der (zum Zellkörper hin) oder anterograder Richtung (vom Zellkörper weg) dargestellt. C, Schema, 
wie die Verkürzung von Tau den axonalen Transport beeinträchtigt und Bewegungsänderungen 
induziert. Die altersabhängige Tau-Spaltung führt dazu, dass TauC3 weniger dynamisch mit axo-
nalen Mikrotubuli interagiert und den Vesikeltransport ausbremst, da das Tau-Fragment häufi ger 
im Weg steht und eine Richtungsänderung der Vesikelbewegung induziert. Für Einzelheiten zu den 
Daten siehe [8].
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gut, die Methodik der quantitativen Lebend-
zellmikroskopie auch zu nutzen, um Strate-
gien für eine Intervention zu entwickeln. In 
den letzten Jahren sind Mikrotubuli ein Ziel 
potenzieller therapeutischer Interventionen 
bei verschiedenen Krankheiten geworden. 
Eine bereits klinisch erprobte Substanzgrup-
pe sind die niedermolekularen Mikrotubuli-
Stabilisatoren der Epothilon-Familie [12]. 
Epothilone wirken ähnlich wie das in der 
Krebstherapie eingesetzte Paclitaxel, das die 
Depolymerisation der Mikrotubuli in der 
Mitosespindel stört und so die Zellteilung 
hemmt. Im Gegensatz zu Paclitaxel können 
die Epothilone jedoch die Blut-Hirn-Schranke 
passieren und somit auch im Gehirn wirken 
und der Destabilisierung axonaler Mikrotu-
buli bei neurodegenerativen Erkrankungen 
entgegenwirken. Wir haben getestet, ob das 
Epothilon-Derivat EpoD die Interaktion von 
Tau mit Mikrotubuli beeinfl usst. Tatsächlich 
haben wir festgestellt, dass niedrige nanomo-
lare Konzentrationen von EpoD die Interak-
tion von TauC3 mit den Mikrotubuli in den 
Zellausläufern weitgehend normalisieren. 
Das war ein sehr ermutigendes Ergebnis. 
Allerdings beeinflusste EpoD den Vesi-
keltransport negativ, vermutlich indem es 
strukturelle Änderungen an den Mikrotubu-
li induzierte, die den Transport beeinträch-
tigten.

Dennoch zeigen die Experimente, dass die 
quantitative Lebendzellmikroskopie zur 
Bestimmung der Dynamik des neuronalen 
Cytoskeletts und der Effi zienz des axonalen 
Transports ein vielversprechender methodi-
scher Ansatz ist, um pathologische Verände-
rungen des Cytoskeletts zu erkennen und 
potenziell therapeutisch wirkende Substan-
zen zu identifi zieren. Gefragt sind nun Sub-
stanzen, die pathologisch veränderte Inter-
aktionen von Cytoskelettkomponenten nor-
malisieren, aber gleichzeitig physiologische 
Transportprozesse nicht beeinfl ussen. ó
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