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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

1.1.1 Definition

Die Amyotrophe Lateralsklerose ist eine neurodegenerative Erkrankung, der ein
Funktionsverlust des ersten Motoneurons der Grofl3hirnrinde (,Upper motor neuron®,
UMN) und des zweiten Motoneurons im Vorderhorn des Riickenmarks bzw. in den
motorischen Hirnnervenkernen des Hirnstamms (,Lower motor neuron®, LMN)
zugrunde liegt (Andersen et al. 2005, Kollewe et al. 2008). Charakteristisch fur die
ALS ist der fortschreitende Untergang der motorischen Nervenzellen, der sowohl
spastische als auch schlaffe Paresen hervorruft und mit einer irreversiblen Atrophie
der Skelettmuskulatur einhergeht (Brooks 1994, Brooks et al. 2000).

1.1.2 Name

Der aus dem Griechischen bzw. Lateinischen abgeleitete Name (a=Fehlen,
myo=Muskel, troph=den Ernahrungszustand betreffend, lateral=seitlich,
Sklerose=Verhartung [des Ruckenmarks]) wurde 1874 von dem franzdsischen
Neurologen Jean-Martin Charcot (1825-1893) gepragt (Rowland 2001) (s. Abb. 1).

In der Literatur wird die ALS gelegentlich auch als Amyotrophische oder Myatrophe
Lateralsklerose sowie Charcot-Krankheit bezeichnet. In der englischsprachigen
Literatur sind die Begriffe ,Amyotrophic lateral sclerosis®, ,Lou Gehrig's disease“* und
.,Motor neuron disease“ (MND) gebrauchlich, wobei letzterer haufig in einem

umfassenderen Sinn verwendet wird.

1.1.3 Klassifikation

Die ALS wird in der ,Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsprobleme® (ICD) in Kapitel VI (Krankheiten des
Nervensystems) in die Untergruppe G12 (Spinale Muskelatrophie und verwandte
Syndrome) der Gruppe G10-14 (Systematrophien, die vorwiegend das

! Heinrich Ludwig ,Lou* Gehrig (1903-1941), Sohn deutscher Einwanderer, war einer der

erfolgreichsten amerikanischen Baseballspieler aller Zeiten. 1939 wurde bei ihm die ALS
diagnostiziert. Er erlag der Krankheit zwei Jahre spéater im Alter von nur 37 Jahren. Seither wird die
ALS, insbesondere in der nichtwissenschaftlichen englischsprachigen Literatur, auch ,Lou Gehrig's
Disease” genannt (Eig 2005).
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Zentralnervensystem betreffen) unter G 12.2 (Motoneuronkrankheit) eingeordnet
(Graubner 2012).

1.1.4 Geschichte

Der englische Anatom und Physiologe Charles Bell (1774-1842), der bereits 1811
den funktionellen Unterschied zwischen den aus dem Hinterhorn und dem
Vorderhorn des Rilckenmarks austretenden Nerven (dorsale und ventrale
Ruckenmarkswurzel) erkannt hatte (Bell 1811), beschrieb 1830 in ,The nervous
system of the human body“ zum ersten Mal ein Krankheitsbild, das er ,Progressive
muscular atrophy“ (PMA) nannte und das weitgehend die Symptome der spater als
Amyotrophe Lateralsklerose bezeichneten Erkrankung aufwies (Bell 1830). Fraglich
ist, ob die ALS zu Beginn des 19. Jahrhunderts erstmals auftrat oder ob nur deren
Erstbeschreibung in diese Zeit fallt. Ein Grund fur die spéate Erstbeschreibung kdnnte
neben der niedrigen Prévalenz bei einer geringen Lebenserwartung vor dem 19.
Jahrhundert das hohe Manifestationsalter der Erkrankung sein.

In der Folgezeit stellten Aran, Duchenne de Boulogne und Cruveilhier
Beobachtungen &hnlicher Symptome zusammen (Aran 1850, Cruveilhier 1853,
Duchenne de Boulogne 1851). Erstmals vollstandig beschrieben wurde die Krankheit
in den Jahren 1869 bzw. 1873/1874 von Charcot®. Charcot gab der Krankheit auch
ihren Namen, ,Sclérose latérale amyotrophique"(SLA), den er aufgrund seiner
Entdeckungen, einer Muskelatrophie und einer Sklerosierung der Seitenstrange des
Ruckenmarks, wéhlte.

Abbildung 1: Jean-Martin Charcot

(Quelle: http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/kliniken/neurologie/home/klinik/charcot-stiftung.html)

2 Jean-Martin Charcot (1825-1893) wird heute zusammen mit Guillaume Benjamin Amand Duchenne
de Boulogne (1806-1875) als Begriinder der modernen Neurologie angesehen.

2



1 Einleitung

Prézise schilderte Charcot das Krankheitsbild und den Krankheitsverlauf von nur ein
bis drei Jahren. AuRerdem konnte er zeigen, dass sowohl die graue Substanz der
Grol3hirnrinde als auch die graue Substanz des Ruckenmarks von einem Verlust an
Nervenzellen betroffen waren (Charcot 1873, Charcot 1874, Charcot et Joffroy
1869).

Obwohl Charcot nicht der eigentliche Erstbeschreiber war, gilt er heute als
.Entdecker® der ALS. Die grundlegende Bedeutung seiner Beitrage fur das
Verstandnis der ALS spiegelt sich in der Tatsache wider, dass die Krankheit in
grol3en Teilen Europas, vor allem aber in den franzdsischsprachigen Teilen der Welt,

heute noch ,Maladie de Charcot” genannt wird.

1.1.5 Epidemiologie

Die ALS tritt weltweit auf, ist jedoch eine seltene Erkrankung. Die Inzidenz betragt
1,5 bis 2,7 auf 100.000 Menschen pro Jahr. Damit ist die ALS die haufigste
Motoneuronerkrankung. Die Angaben flr die Pravalenz schwanken zwischen 2,7 bis
7,4 auf 100.000 Menschen. Manner erkranken haufiger als Frauen
(Geschlechterverhéaltnis 1,5:1). Dies gilt allerdings nur fur die sporadische (SALS)
nicht aber die familiare Form der ALS (fALS). Die Mortalitat liegt zwischen 1,5 bis 2,5
auf 100.000 Menschen pro Jahr. In den letzten Jahrzehnten ist eine stetige Zunahme
sowohl der Inzidenz als auch der Mortalitdt der ALS zu verzeichnen, wobei dies
insbesondere fur stdeuropéische Lander, das weibliche Geschlecht und Menschen
alter als 75 Jahre gilt. Griinde dafur scheinen neben einer hoheren Lebenserwartung,
die verbesserte Diagnostik sowie Krankheitsdefinition seit der Einfuhrung der El
Escorial-Diagnosekriterien  bzw. der ICD-Klassifikation und eine genauere
Todesstatistik zu sein. Andere Einflisse, wie z.B. Umweltfaktoren, kdnnen dabei
nicht ausgeschlossen werden (Brooks 1994, Brooks et al. 2000, Graubner 2012,
Soriani et Desnuelle 2009, Worms 2001).

Die meisten Erkrankungen treten sporadisch auf (sporadische ALS), nur etwa 5 bis
10% aller Erkrankungsfalle sind genetisch bedingt (familiare ALS) und unterliegen
meist einem autosomal-dominanten Erbgang mit hoher Penetranz (Andersen et al.
2006, Emery and Holloway 1982, Kurland and Mulder 1955, Mulder et al. 1986).

In den letzten Jahren wurden allerdings Mutationen verschiedener Gene bei bisher
als sporadisch angenommenen Erkrankungsfallen gefunden, wahrscheinlich
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Neumutationen, sodass die Anzahl genetisch bedingter Erkrankungsfalle vermutlich
hoher liegt.

Das mittlere Erkrankungsalter fur die sporadische Form liegt zwischen dem 55. und
65. Lebensjahr. Die familidre Form weist einen etwa zehn Jahre friheren
Erkrankungsbeginn auf. Dartiber hinaus existiert eine seltene juvenile Form der ALS
(ALS), bei der die Erkrankung bereits vor dem 25. Lebensjahr auftritt und meist
einem autosomal-rezessiven Erbgang unterliegt (Wijesekera and Leigh 2009). Das
Risiko, an ALS zu erkranken, ist somit fir Menschen mit ménnlichem Geschlecht,
fortgeschrittenem Alter und genetischer Disposition am gréf3ten (Andersen et al.
2005, Kollewe et al. 2008).

Hinsichtlich der Erkrankungshaufigkeit gibt es eine vor allem fur die Forschung
relevante Besonderheit. Bei einer Variante der ALS, dem sogenannten ALS-
Parkinson-Demenz-Komplex, die auf bestimmten Inseln im pazifischen Raum (z.B.
Guam und Sud-West-Neuguinea) vorkommt, ist die Pravalenz verglichen mit der
weltweiten Pravalenz 50- bis 100-mal hoher. Die Ursache fur die héhere Préavalenz
ist unklar, genetische Faktoren konnen genauso wie Umweltfaktoren nicht
ausgeschlossen werden (Koerner 1952, Kurland and Mulder 1954).

Eine Haufung von Erkrankungsféllen wurde dartuber hinaus bei Ful3ballspielern
ermittelt. Eine Studie der Universitdt Pavia erbrachte bei italienischen Ful3ballprofis
ein erhodhtes Erkrankungsrisiko vor dem 49. Lebensjahr, was fir die Hypothese
spricht, dass vermehrte kdorperliche Aktivitdt einen Risikofaktor fur die ALS darstellt
(Chio et al. 2005).

1.1.6 Krankheitsbild

Auf Grundlage der klinischen Symptomatik ist keine Unterscheidung zwischen der
familidren und der sporadischen Form der ALS mdglich (Emery and Holloway 1982).
Das klinische Bild sowohl der familiaren als auch der sporadischen Form der ALS ist
gekennzeichnet durch ein Nebeneinander von spastischen und schlaffen Paresen
der Skelettmuskulatur, welche durch die Degeneration des ersten und zweiten
Motoneurons bedingt sind. Dabei ruft die Degeneration des ersten Motoneurons
spastische und die des zweiten Motoneurons schlaffe Paresen hervor (Brooks 1994,
Brooks et al. 2000).

Im Anfangsstadium der ALS treten zundchst unspezifische Symptome wie

Muskelkrampfe und Faszikulationen auf. Erst im weiteren Verlauf zeigen sich die

4
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typischen Muskelatrophien sowie schlaffe und spastische Paresen, wodurch sowohl
manuelle Tatigkeiten als auch das Gangbild beeintrachtigt werden. Gleichzeitig
nehmen die Faszikulationen wieder ab. Meist beginnt die Erkrankung fokal und
breitet sich kontinuierlich auf benachbarte Korperregionen aus. Haufig sind zunachst
die kleinen Handmuskeln (30-40%) oder die untere Extremitat (30-40%) betroffen.
Seltener ist initial die Zungen-, Schlund- und Gaumenmuskulatur (25%) befallen
(progressive Bulbarparalyse), was mit Artikulations- (Dysarthrie), Kau- und
Schluckstérungen (Dysphagie) einhergeht. Dazu kommen Symptome emotionaler
Labilitat wie pathologisches Gahnen, Lachen oder Weinen (Pseudobulbarparalyse)
(Ludolph 2006, Wijesekera and Leigh 2009). Wenn die Krankheit mit bulb&ren
Symptomen beginnt, kommt es entweder gleichzeitig oder aber haufiger innerhalb
der folgenden ein bis zwei Jahre zum Befall der Extremitatenmuskulatur. Dagegen
tritt bei primarem Befall der Extremitatenmuskulatur die bulbare Symptomatik fast
immer erst zu einem spateren Zeitpunkt auf (Wijesekera and Leigh 2009). Im
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium fiihrt die Beteiligung der Zwerchfellmuskulatur
zu einer Atemschwache (respiratorische Insuffizienz), die haufig Komplikationen wie
eine alveolare Hypoventilation mit CO,-Intoxikation und respiratorische Infektionen
verursacht und damit die Hauptursache fur den todlichen Verlauf der ALS darstellt
(Ludolph 2006).

Obwohl die ALS als Erkrankung des motorischen Systems gilt, sind in vielen Fallen
kognitive Beeintrachtigungen und Uberlappungen mit anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie einer Demenz oder dem Parkinson-Syndrom, nachweisbar
(Hudson 1981, Kérner et al. 2012). Dabei ist die Assoziation der ALS mit einer
Demenz vom frontotemporalen Typ (FTD), bedingt durch frontotemporale
Lobardegeneration (FTLD), besonders auffallig (Lomen-Hoerth et al. 2002, Neary et
al. 1990).

Storungen der Sensibilitdt, der Sphinktermuskulatur, des vegetativen Systems und
der Okulomotorik gehéren hingegen nicht zum Krankheitsbild (Brooks 1994, Brooks
et al. 2000). Allerdings wurden Erkrankungsfalle beschrieben, bei denen durch eine
Beatmung mithilfe eines Tracheostomas die respiratorische Insuffizienz Uberlebt
wurde und eine vollstandige Paralyse der gesamten willkirlich innervierten
Muskulatur einschlie3lich der Augenmuskulatur auftrat. Dieser Zustand, in dem die

Patienten keine Moglichkeit mehr haben mit der Aul3enwelt zu kommunizieren,
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obwohl sie bei volligem Bewusstsein sind, wird als ,Total locked-in syndrome* (TLS)
bezeichnet (Hayashi and Kato 1989).

1.1.7 Krankheitsverlauf

Die ALS verlauft individuell sehr unterschiedlich aber immer progredient ohne
Remission oder Heilung (Ludolph 2006). Die mittlere Uberlebenszeit nach
Symptombeginn liegt bei der sporadischen Form der ALS bei drei bis funf Jahren fur
Erkrankungsfalle mit primarem Extremitatenbefall und bei zwei bis drei Jahren fir
Erkrankungsfalle mit primarem bulbaren Befall (Wijesekera and Leigh 2009).
Allerdings wurden in etwa 5% der Erkrankungsfalle, insbesondere bei der juvenilen
Form der ALS, auch Krankheitsverlaufe von mehr als zehn Jahren beobachtet,
sodass eine Vorhersage Uber den Erkrankungsverlauf einzelner Patienten schwierig
ist. Bei der familidren Form der ALS ist der Krankheitsverlauf mit etwa einem Jahr
wesentlich kirzer (Emery and Holloway 1982).

Neben dem Alter bei Symptombeginn scheinen unterschiedliche Faktoren die
Prognose zu beeinflussen. Dazu gehoéren das klinische Erscheinungsbild, die primar
befallene Korperregion, der Zeitraum zwischen Symptombeginn und Diagnose, die
Vitalkapazitat, die El Escorial-Kategorie und der Einsatz des Medikaments Riluzol
(Brooks 1994, Brooks et al. 2000, Wijesekera and Leigh 2009). Die Suche nach
einem Biomarker (z.B. Laborwert, Genmutation), der eine verlassliche Aussage Uber

den Krankheitsverlauf und die Prognose ermdglicht, war bisher erfolglos.

1.1.8 Diagnostik

Die Diagnostik bei der ALS stiitzt sich in erster Linie auf klinische Kriterien wie
Anamnese und neurologische Untersuchung und sollte durch elektrophysiologische
Untersuchungen (Elektromyographie, EMG, und Elektroneurographie, ENG) ergénzt
werden (AWMF-Leitlinien 2008, De Carvalho et al. 2008). Eine ausfuhrliche
neurologische Untersuchung bildet vor allem durch den Nachweis erhaltener
Muskeleigenreflexe bei gleichzeitigem Vorliegen von schlaffen Paresen die
Grundlage fur die Diagnosefindung (Ludolph 2006). Bei der elektromyographischen
Untersuchung lassen sich die Funktionsstérung des zweiten Motoneurons mit der
daraus resultierenden Denervierung der zugehorigen Muskulatur und pathologische

Faszikulationspotentiale nachweisen. Dagegen zeigt sich bei der elektroneuro-
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graphischen Untersuchung (Nervenleitgeschwindigkeit) meist ein unauffalliger
Befund. Diese dient daher vorrangig dem Ausschluss anderer Erkrankungen.
Daneben sollten eine Basislabordiagnostik (Differentialblutbild, Blutsenkungs-
geschwindigkeit (BSG), C-reaktives Protein (CRP), Glutamat-Oxalacetat-Transami-
nase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Laktat-Dehydrogenase (LDH),
Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH), freies Trijodthyronin (fT3), freies Tetrajod-
thyronin (fT4), Vitamin B;,, Folséure, Creatinkinase (CK), Kreatinin, Elektrolyte und
Glukosespiegel) sowie eine Basisbildgebung (Rontgen-Thorax, Magnetresonanz-
tomographie (MRT), und Computertomographie (CT)) erfolgen. Eine genetische
Untersuchung (z.B. des Superoxiddismutase 1 (SOD1)-Gens) ist zurzeit nur bei
Patienten mit positiver Familienanamnese sinnvoll.

Weitergehende Diagnostik wird zur differentialdiagnostischen Abgrenzung der ALS
gegenuber ALS-dhnlichen Krankheitsbildern (z.B. zervikale Myelopathie) empfohlen.
Dabei konnen zusétzliche Laboruntersuchungen (z.B. Serologie), eine
Liquordiagnostik oder in seltenen Fallen auch eine Muskelbiopsie hilfreich sein
(AWMF-Leitlinien 2008).

Die ,World Federation of Neurology“ (WFN) entwickelte 1994 die El Escorial-Kriterien
als Diagnosekriterien fir die ALS (Brooks 1994). Diese wurden 2000 revidiert
(Brooks et al. 2000) und werden im Rahmen wissenschaftlicher Studien zur
Klassifikation von Patienten eingesetzt (s. Abb. 2). Im klinischen Alltag spielen die El
Escorial-Kriterien jedoch nur eine untergeordnete Rolle, da sie sehr restriktiv und

damit fur eine frihe Diagnosestellung hinderlich sind (AWMF-Leitlinien 2008).
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Abbildung 2: Diaghosestellung nach den El Escorial-Kriterien
modifiziert nach Schmalbach et al. (2010)

1.1.9 Atiologie

Die Atiologie der ALS ist weitgehend unbekannt. Bei der familiaren ALS wurden
verschiedene Mutationen im Gen des Proteins Kupfer-/Zink-Superoxiddismutase 1
(Cu/Zn-SOD 1) auf Chromosom 21 gefunden. Allerdings sind solche Mutationen nur
in etwa 10 bis 20% der familidren ALS-Erkrankungsfalle nachweisbar und machen
nur 1 bis 2% aller ALS-Erkrankungsfélle aus (Rosen et al. 1993). Trotz der geringen
Haufigkeit der familiaren ALS hat diese eine grundsatzliche Bedeutung fir die
Aufklarung von Atiologie und Pathogenese der ALS, da angenommen wird, dass
Erkenntnisse hinsichtlich der pathophysiologischen Mechanismen bei der familiaren
ALS auch fur das Verstandnis der Pathophysiologie der sporadischen ALS relevant
sind.

In den letzten Jahren wurden weitere fALS-assoziierte Mutationen verschiedener
Gene entdeckt. Darunter waren Mutationen im Gen des , Transactive response-DNA-
binding“-Proteins 43 (TDP-43) auf Chromosom 1, die nicht nur bei der familiaren
sondern auch bei der sporadischen ALS gefunden wurden und in etwa 4% der fALS-
und 1,5% der sALS-Erkrankungsfalle nachweisbar sind (Kabashi et al. 2008,
Sreedharan et al. 2008).
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AulRerdem gehoérten dazu Mutationen im Gen des Proteins FUS/TLS (,Fused in
sarcoma“/, Translocated in liposarcoma®) auf Chromosom 16, die in etwa 5% der
fALS-Erkrankungsfalle nachweisbar sind (Kwiatkowski Jr. et al. 2009, Vance et al.
2009).

Dartber hinaus wurden Mutationen im Gen des Proteins Ubiquilin 2 (UBQLN2) als
Ursache fur X-chromosomal-dominant erbliche ALS- bzw. ALS-Demenz-Formen
(Deng et al. 2011) sowie die Expansion eines nichtkodierenden GGGGCC-
Hexanukleotid-Repeats im C9ORF72-Gen als haufigste Ursache von Chromosom
9p21-assoziierter frontotemporaler Demenz sowie ALS beschrieben (DeJesus-
Hernandez et al. 2011, Renton et al. 2011).

Im Jahr 2012 wurden Mutationen im Profilin 1 (PFN1)-Gen in einen ursachlichen
Zusammenhang mit der familiaren ALS gebracht. Damit sind in etwa 50% der fALS-

Erkrankungsfalle die genetischen Faktoren bekannt (Wu et al. 2012).

1.1.10 Pathogenese

Die Pathogenese der ALS ist ebenfalls noch unklar, allerdings gibt es verschiedene
Hypothesen, bei denen unterschiedliche Mechanismen fir die Degeneration der
Motoneurone diskutiert werden. Im Folgenden werden nur die bei der vorliegenden
Studie im Vordergrund stehende Proteinaggregationshypothese und damit

zusammenhangende Aspekte beschrieben.

1.1.10.1 Proteinaggregationshypothese

Die Stabilitatt und Funktionalitdt eines Proteins hangt von dessen definierter
dreidimensionaler Struktur (Tertiarstruktur) ab, die auch als native Struktur
bezeichnet wird. Die grundlegenden Informationen fir die korrekte Faltung eines
Proteins sind durch deren Aminosauresequenz (Primarstruktur) determiniert, werden
aber von dem zellularen Milieu, in dem die Faltung stattfindet, beeinflusst. Die
Proteinfaltung kann cotranslational im Zytoplasma aber auch posttranslational im
Zytoplasma oder anderen Zellkompartimenten wie den Mitochondrien oder dem
Endoplasmatischem Retikulum (ER) stattfinden.

Bei der Qualitatskontrolle von Proteinen, zu der alle zellularen Mechanismen
gehoren, die fur die korrekte Faltung und damit Funktion der Proteine verantwortlich
sind, ist die Ausbildung der Primarstruktur eines Proteins bereits ein wichtiger Faktor.
Entsprechend ist das Risiko fur eine Fehlfaltung erhoht, wenn die
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Aminosauresequenz aufgrund von Mutationen in den Genen, die fir die
Aminosauren kodieren, verandert ist.

Neben der Aminosduresequenz gibt es noch andere Faktoren bei der
Qualitatskontrolle von Proteinen, wobei den Chaperonen die grof3te Bedeutung
zukommt. Chaperone, die auch Hitzeschockproteine (HSP) genannt werden, sind in
allen Zellkompartimenten zu finden. Eine wichtige Komponente des
Chaperonsystems sind die HSP70-Proteine. Diese verhindern Interaktionen der
Proteine mit anderen Molekilen, wie z.B. Aggregatbildungen inkomplett gefalteter
Proteine, die wahrend des Faltungsprozesses hydrophobe Strukturen exponieren,
die in der nativen Struktur nicht exponiert werden. Zellularer Stress, der mit einer
Storung der Proteinfaltung bzw. einer vermehrten Aggregatbildung einhergeht, fuhrt
zu einer Erhéhung der Konzentration der Chaperone. Daher stammt auch deren
Bezeichnung als Hitzeschockproteine (Berg et al. 2012, Dobson 2003, Voet and Voet
2011).

Dartber hinaus ist das Ubiquitin-Proteasom-System an der Qualitatskontrolle von
Proteinen beteiligt. Das Ubiquitin-Proteasom-System stellt abgesehen von den
Lysosomen den Hauptabbauweg von Proteinen dar. Insbesondere Kkurzlebige,
fehlgefaltete oder beschadigte Proteine, die zuvor durch das Anhangen von
Polyubiquitinketten markiert wurden (Ubiquitinierung), werden von dem Proteasom?,
einem zu den Proteasen zahlenden Proteinkomplex, in Fragmente zerlegt. Ubiquitin,
das seinen Namen aufgrund seines ubiquitdren Vorkommens in allen eukaryotischen
Zellen erhielt, ist ein Protein, das durch die Bindung an Proteine, deren
Eigenschaften verandert (posttranslationale Modifikation) und damit nicht nur fur den
Proteinabbau sondern auch fur die Funktion sowie die Verteilung von Proteinen
innerhalb der Zelle von entscheidender Bedeutung ist (Berg et al. 2012, Shoesmith
Berke and Paulson 2003, Voet and Voet 2011).

Die Proteinfaltung ist also ein sehr komplexer Prozess, der verschiedenen
Mechanismen der Qualitatskontrolle unterliegt, wodurch einerseits Fehlfaltungen der
Proteine verhindert und andererseits fehlgefaltete Proteine abgebaut werden sollen.

Dennoch kommt es unter bestimmten Umstanden zu einer Fehlfaltung von Proteinen

® Das 26S-Proteasom von Eukaryoten besteht aus drei Untereinheiten, einer 20S-Untereinheit und
zwei 19S-Untereinheiten, die wiederum aus mehreren Proteinen zusammengesetzt sind.

10



1 Einleitung

und nachfolgend zu einer Aggregation der fehlgefalteten Proteine, die eine Ursache
von zellularer Fehlfunktion und damit von Krankheit sein kann (Dobson 2003).

Die Proteinaggregationshypothese besagt, dass bei der ALS wie auch bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen* die Fehlfaltung, Aggregation und Akkumulation
von verschiedenen Proteinen die Ursache fur den Nervenzelluntergang darstellt und
damit entscheidend fir die Pathogenese ist (Soto 2003).

Fur diese Hypothese spricht, dass pathologische Proteinaggregate bei diesen
Erkrankungen hauptsachlich in den Bereichen des ZNS gefunden wurden, die bei
der jeweiligen Erkrankung von einem Nervenzelluntergang betroffen sind (Soto and
Estrada 2008). Bei der ALS sind das vor allem die motorischen Nervenzellen in
Grof3hirn, Hirnstamm und Rickenmark sowie die umgebenden Gliazellen (Watanabe
et al. 2001).

Zudem erzeugen Mutationen in den Genen, die fur die aggregierenden Proteine
kodieren, erbliche Erkrankungsformen, die mit einem friiheren Erkrankungsbeginn
sowie schwereren Phanotyp als die sporadischen Erkrankungsformen einhergehen
(Soto 2001). Die familiare Form der ALS wird unter anderem durch Mutationen im
Gen des Proteins SOD1 hervorgerufen (Rosen et al. 1993).

AuRerdem zeigte sich, dass transgene Tiere, die das mutierte humane Gen fiir das
aggregierende Protein exprimieren, die typischen klinischen und
neuropathologischen Zeichen der humanen Erkrankung entwickeln (Price et al. 1998,
Price et al. 2000). HSOD1-transgene Mause®, die das mutierte humane Gen fiir die
SOD1 exprimieren, erkranken an einer der humanen ALS &hnlichen
Motoneuronerkrankung (hSOD1-Mausmodell der ALS) (Gurney 1994).

Des Weiteren stellte sich heraus, dass Proteinaggregate in vitro neurotoxisch sind.
Dies gilt allerdings nicht nur fur Aggregate, die aus krankheitsassoziierten Proteinen
bestehen, sondern auch fir Aggregate aus nicht-krankheitsassoziierten Proteinen
(Bucciantini et al. 2002). Die Neurotoxizitdt von Proteinaggregaten, die mutierte
Formen der SOD1 (mSOD1) enthalten, wurde in Zellkulturmodellen fir die ALS
nachgewiesen (Durham et al. 1997).

* Zu den neurodegenerativen Erkrankungen zdhlen die Alzheimer-, Parkinson-, Huntington- und
Prionerkrankung sowie die Amyotrophe Lateralsklerose.

® HSOD1-transgenen Mausen wurde gezielt eine mutierte Form des humanen SOD1-Gens in das
Erbgut eingebracht.
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Sowohl die familiaren als auch die sporadischen Formen der ALS sind durch
intrazellulare Proteinaggregate gekennzeichnet, die sich in ihrer Zusammensetzung
jedoch voneinander unterscheiden (Leigh et al. 1991). Das Protein SOD1 ist der
Hauptbestandteil der Proteinaggregate bei der familiaren Form der ALS (Shibata et
al. 1993), wahrend das Protein TDP-43 den Hauptbestandteil der Proteinaggregate
bei der sporadischen Form der ALS darstellt (Arai et al. 2006). Daneben enthalten
die Aggregate beider ALS-Formen weitere Proteinkomponenten wie Ubiquitin und
Neurofilamente (Shibata et al. 1996). Wie es zur Bildung der Proteinaggregate
kommt, ist noch unklar, aber es gilt als sicher, dass eine fehlerhafte Faltung der
Proteine dabei eine Rolle spielt (Chattopadhyay and Valentine 2009). Offen sind
weiterhin die Fragen, wie die Proteinaggregate zum Untergang der Nervenzellen
fuhren bzw. ob sie Uberhaupt die Ursache dafur sind oder lediglich die Endstrecke
unterschiedlicher Pathomechanismen darstellen. Die Proteinaggregate kénnten auch
nur eine Begleiterscheinung des Nervenzelluntergangs oder zumindest anfanglich
protektiv fir die Nervenzellen sein, indem fehlgefaltete und somit potentiell
schadliche Proteine aus den Stoffwechselvorgdngen der Zellen entfernt werden
(Lansbury and Lashuel 2006).

1.1.10.2 Proteine

1.1.10.2.1 SOD1

Die Cu-/Zn-Superoxiddismutase 1 (Cu/Zn-SOD1)® ist ein Metalloenzym, das
hauptséachlich im Zytoplasma von allen eukaryotischen Zellen zu finden ist und etwa
1% aller Proteine im ZNS ausmacht (Crapo et al. 1992). Die SOD1 katalysiert die
enzymatische Umwandlung von Superoxidionen, einer reaktiven Sauerstoffspezies
(,Reactive oxygen species”, ROS), in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff (O,” + O," +
2H" — O, + H,0,) und ist somit antioxidativ wirksam (McCord and Fridovich 1969,
McCord and Fridovich 1988). Das Protein besteht aus 153 Aminosauren und ist ein
Homodimer’, bei dem jede Untereinheit ein stabilisierendes Zink-lon sowie ein fir die

enzymatische Aktivitat bedeutsames Kupfer-lon enthalt.

® Neben der SOD1 gibt es noch zwei weitere Typen von Superoxiddismutasen im menschlichen
Organismus: die mitochondriale Mangan-Superoxiddismutase 2 (Mn-SOD, SOD2) und die
extrazellulare Superoxiddismutase 3 (SOD3).

" Ein Homodimer ist ein Molekil, das aus zwei identischen Untereinheiten (Monomeren) besteht.
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Im Jahr 1993 wurden erstmals Mutationen im SOD1-Gen auf Chromosom 21 mit funf
Exons und vier Introns nachgewiesen und als ursé&chlich fir die ALS identifiziert
(Rosen et al. 1993). Bei den Mutationen handelt es sich Uberwiegend um
,Missense“-Mutationen, also Punktmutationen mit einem Basenaustausch
(Substitution), die zur Kodierung anderer Aminoséauren fuhren (Deng et al. 1993).
Inzwischen wurde fur mehr als 100 verschiedene Mutationen ein Zusammenhang mit
der ALS beschrieben. Es wird vermutet, dass diese Mutationen einen toxischen
Funktionsgewinn der SOD1 bedingen (,Gain of function“-Hypothese), der
unabhangig von deren antioxidativen Eigenschaften ist (,Loss of function®-
Hypothese). Dabei ist unklar, warum trotz des ubiquitdren Vorkommens der SOD1
deren angenommene Toxizitat nur in bestimmten Bereichen des ZNS Auswirkungen
auf das Uberleben von Nervenzellen hat.

Fur die ,Gain of function“-Hypothese spricht, dass die verschiedenen Mutationen
unterschiedliche enzymatische Aktivitaten und Stabilititen der mutierten SOD1-
Untereinheiten hervorrufen, die keinen Einfluss auf die Aktivitat oder Stabilitat der
Wildtyp-Untereinheiten haben (Borchelt et al. 1995). Einige Mutationen gehen mit
einer nahezu normalen enzymatischen Aktivitat und Stabilitat der SODI1-
Untereinheiten einher. Bei ALS-Patienten sowie bei hSOD1-transgenen Mausen, die
solche Mutationen aufweisen, kommt es aber gleichermal3en zur Auspréagung der
ALS bzw. einer der humanen ALS &ahnlichen Motoneuronerkrankung wie bei ALS-
Patienten bzw. hSOD1-transgenen Mausen, die Mutationen aufweisen, welche mit
einer reduzierten enzymatischen Aktivitat und/oder Stabilitdt der SOD1 einhergehen.
Heterozygote hSOD1-transgene Mause bzw. ALS-Patienten exprimieren allerdings
neben der mutierten SOD1 noch enzymatisch normal aktive Wildtyp-SOD1 (Borchelt
et al. 1994).

Die Erkenntnis, dass SOD1-defiziente Mause ohne jegliche SOD1-Aktivitat keine
Motoneuronerkrankung entwickeln, spricht weiterhin fur die ,Gain of function“- und
gegen die ,Loss of function“-Hypothese. Die SOD1 scheint demzufolge unter
physiologischen Bedingungen nur eine untergeordnete Rolle fiir das Uberleben von
Motoneuronen zu spielen. Bei erhéhtem neuronalem Stress nach Axotomie konnte
allerdings ein signifikant héherer Motoneuronenverlust bei SOD1-defizienten als bei

Wildtyp-Mausen nachgewiesen werden, sodass die SOD1 fur Motoneurone, die
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Stress ausgesetzt sind, widerum eine wesentliche Bedeutung zu haben scheint
(Reaume et al. 1996).

SOD1-positive Inklusionen® in Motoneuronen und Astrozyten des Riickenmarks sind
ein fruihes Merkmal der SOD1-assoziierten familiaren ALS (Shibata et al. 1993), die
auch im hSOD1-Mausmodell beobachtet werden kdnnen (Brujin et al. 1997). Solche
Inklusionen wurden nicht nur in Zytoplasma, Dendriten und Axonen sondern auch in
den Mitochondrien der Zellen gefunden (Deng et al. 2006). Sie bestehen aus
Proteinaggregaten, die sowohl die mutierte als auch die Wildtyp-Form der SOD1 und
weitere Proteinkomponenten wie Ubiquitin, Hitzeschockprotein 70 (HSC70)° und die
20S-Untereinheit des Proteasoms, wichtige Faktoren der Proteinqualitatskontrolle,
sowie phosphorylierte Neurofilamente enthalten. Die 20S-Untereinheit des
Proteasoms konnte allerdings nicht bei der humanen ALS sondern nur im hSOD1-
Mausmodell nachgewiesen werden (Shibata et al. 1996, Watanabe et al. 2001).

Die Aggregatbildung scheint die Folge einer Fehlfaltung der mutierten SOD1 zu sein.
Sowohl bei der familiaren Form der ALS als auch bei hSOD1-transgenen Mausen
waren in Motoneuronen fehlgefaltete Formen der SOD1 nachweisbar (Rakhit et al.
2007). Diese waren durch ein entfaltetes B-Faltblatt, einen exponierten hydrophoben
Kern sowie eine gestorte Dimerisierung gekennzeichnet und bildeten ungeordnete,
amorphe Aggregate aber keine amyloiden Strukturen wie die fehlgefalteten Proteine
bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. der Alzheimer-Erkrankung
(Kerman et al. 2010). Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Fehlfaltung sowie
der Aggregation der SOD1 auf der einen und der Motoneuronendegeneration auf der
anderen Seite konnte bisher allerdings noch nicht bewiesen werden. Fir einen
solchen Zusammenhang spricht jedoch, dass die Proteinaggregate zu den frihesten
pathologischen Veranderungen in den Motoneuronen gehdéren und der Degeneration
der Motoneurone vorausgehen. Darlber hinaus besteht im hSOD1-Mausmodell eine
hohe Korrelation zwischen der Bildung von SOD1-Aggregaten und dem Auftreten
motorischer Symptome (Chattopadhyay and Valentine 2009).

Auch bei der sporadischen Form der ALS finden sich SOD1-positive Inklusionen

(Shibata et al. 1994), in denen allerdings keine fehlgefalteten Formen der Wildtyp-

8 SOD1-positive Inklusionen reagieren positiv mit Antikdrpern fur die humane SOD1.

® HSC70 ist eine konstitutiv exprimierte Isoform des Hitzeschockproteins HSP70, die im Zytoplasma
aller Zellen vorkommt.
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SOD1 gefunden wurden. Die Fehlfaltung und Aggregation der SOD1 scheint bei der
ALS im Unterschied zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. der
Alzheimer-Erkrankung, ein spezifisches Merkmal der SOD1-assoziierten, familiaren
ALS zu sein. Bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen sind sowohl die
sporadischen als auch die familidaren Formen mit der Fehlfaltung und Aggregation
eines bestimmten Proteins verbunden.

Die Ubiquitin- oder TDP-43-positiven Inklusionen bei der sporadischen Form der ALS
enthielten jedoch wie die SOD1-positiven Inklusionen fehlgefaltete Proteine und
bildeten ebenfalls ungeordnete, amorphe Aggregate aber keine amyloiden Strukturen
(Kerman et al. 2010). Da die Bedeutung der SOD1-positiven Inklusionen bei der
sporadischen Form der ALS noch nicht ausreichend untersucht wurde, kann nicht
ganz ausgeschlossen werden, dass die SOD1 Uber die SOD1-assoziierte, familiare

Form der ALS hinaus fur die Pathogenese der ALS relevant ist.

1.1.10.2.2 TDP-43

Schon lange ist bekannt, dass intrazytoplasmatische ubiquitinierte Inklusionen (UBI)
ein pathologisches Merkmal der ALS sind (Leigh et al. 1991). Deren molekulare
Zusammensetzung war allerdings bis vor wenigen Jahren noch unklar. Mittlerweile
konnte das Protein TDP-43 (,Transactive response-DNA-binding“-Protein mit einem
Molekulargewicht von 43 Kilo-Dalton (kDa)) als Hauptbestandteil der UBI identifiziert
werden (Arai et al. 2006). AuRerdem zeigte sich, dass UBI bei der sporadischen und
bei der familiaren ALS gleichermal3en vorkommen, bei der SOD1-assoziierten,
familiaren ALS aber fehlen (Mackenzie et al. 2007). Bemerkenswert ist, dass UBI
ebenfalls ein pathologisches Merkmal der frontotemporalen Lob&rdegeneration mit
Ubiquitininklusionen (FTLD-U) sind (Neumann et al. 2006). Nachdem eine klinische
Uberlappung zwischen der FTLD-U und der ALS bereits beschrieben worden war
(Lomen-Hoerth et al. 2002), konnte damit auch eine pathologische Uberlappung
nachgewiesen werden.

TDP-43 ist ein nukledres Protein, das 1993 erstmals als Modulator der HIV (,Human
immunodeficiency virus“) 1-Genexpression durch Bindung an TAR-DNA
(,Transactive response-DNA®), einem regulatorischen Element im HIV-1-Gen,
identifiziert wurde (Ou et al. 1995). Nachfolgende Forschungen zeigten, dass TDP-43
zudem modulatorisch beim alternativen Splicing des ,Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulators® (CFTR) beteiligt ist (Buratti et al. 2001). Seit 2008 wurden
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mehr als 30 verschiedene Mutationen im TDP-43-Gen auf Chromosom 1 nicht nur
bei der familiaren sondern auch bei der sporadischen Form der ALS gefunden. Die
Mutationen fuhren zu einer Fragmentierung und Hyperphosphorylierung von TDP-43
sowie zu einer Verschiebung aus dem Nukleus ins Zytoplasma der Nervenzellen, wo
es zur Akkumulation der hyperphosphorylierten TDP-43-Fragmente und Bildung von
Proteinaggregaten kommt (Arai et al. 2006, Neumann et al. 2006).

1.1.10.2.3 FUS

Das FUS-/TLS-Gen wurde 1993 erstmals als Bestandteil der Translokation t (12;16)
beim myxoiden Liposarkom identifiziert (Crozat et al. 1993, Rabbits et al. 1993).
Inzwischen wurden mehr als zehn verschiedene Mutationen dieses Gens gefunden,
die mit der ALS assoziiert sind. Bei den Mutationen handelt sich wie bei den meisten
Mutationen im SOD1-Gen vorwiegend um ,Missense“-Mutationen. Abgesehen davon
weist FUS allerdings mehr Ahnlichkeiten zu TDP-43 auf. FUS ist ebenfalls ein
nukleédres Protein, das bei verschiedenen zellularen Vorgangen wie der DNA-
Reparatur, Transkriptionsregulation, dem RNA-Splicing und -Transport eine Rolle
spielt. Au3erdem ist die mutierte Form von FUS genauso wie die mutierte Form von
TDP-43 vermehrt im Zytoplasma nachweisbar, akkumuliert dort und bildet Aggregate
(Kwiatkowski Jr. et al. 2009, Vance et al. 2009).

1.1.10.2.4 UBQLNZ2

Im Jahr 2011 wurden Mutationen im UBQLN2-Gen, das fur ein Ubiquitin-ahnliches
Protein, Ubiquilin 2, kodiert, in Zusammenhang mit dominant-erblichen, X-
Chromosom-assoziierten ALS- sowie ALS-/Demenzformen beschrieben. Ubiquilin 2
gehoért zur Gruppe der Ubiquitine, die fir den Abbau ubiquitinierter Proteine
verantwortlich sind. Die Mutationen im UBQLN2-Gen flhren einerseits zu einem
gestorten Proteinabbau und bedingen andererseits die Bildung von Ubiquilin 2-
positiven-Inklusionen, die dariber hinaus Ubiquitin, TDP43, FUS und andere
Proteine aber keine SOD1 enthalten (Deng et al. 2011).

1.1.10.2.5 COORF72

Die Expansion eines nichtkodierenden GGGGCC-Hexanukleotid-Repeats im
C90RF72-Gen, das fir ein bisher nicht naher beschriebenes Protein kodiert, ist 2011
als haufigste Ursache fir Chromosom 9p21l-assoziierte frontotemporale Demenz

sowie ALS identifiziert worden. Damit gehort die ALS zur Gruppe der
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nichtkodierenden Repeat-Expansions-Erkrankungen'®. Die pathophysiologischen
Vorgénge, die durch die Repeat-Expansion bedingt sind, sind noch unklar. Diskutiert
werden eine Beeinflussung der C9ORF72-Transkription und -Expression (,Loss-of-
function“-Mechanismus) sowie ein RNA-vermittelter ,Gain-of-function“-Mechanismus
durch die Bildung groRer Mengen toxischer RNA (DeJesus-Hernandez et al. 2011,
Renton et al. 2011).

1.1.10.2.6 Profilin 1

PFNL1 ist ein ubiquitar vorkommendes Protein, das durch Bindung an Aktinmonomere
an deren Polymerisation zu Aktinflamenten und damit der Ausbildung des
Zytoskeletts von Zellen beteiligt ist. Mutationen im Profilin 1-Gen auf Chromosom
17p13 wurden 2012 als urséchlich fur die familidre ALS beschrieben. Die Expression
einer mutierten Form des PFN1 geht zum einen mit ubiquitinierten Aggregaten, die
z.T. auch TDP-43 enthalten, zum anderen mit Veranderungen im zytoskelettalen
Stoffwechsel der Zelle einher (Wu et al. 2012).

1.1.10.3 Weitere Hypothesen

Die vorliegenden Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass die
Proteinaggregation nicht die einzige Ursache flr die Motoneuronendegeneration bei
der ALS ist. Ein komplexes Zusammenspiel von unterschiedlichen pathologischen
Prozessen scheint bei der Degeneration der Motoneurone eine Rolle zu spielen.
Dazu zahlen unter anderem Exzitotoxizitat, oxidativer Stress, mitochondriale
Dysfunktion und gestorter axonaler Transport (Shaw 2005).

Der Begriff Exzitotoxizitat beschreibt die Schadigung von Nervenzellen infolge einer
exzessiven Stimulation postsynaptischer Glutamatrezeptoren (NMDA- und AMPA-
Rezeptoren) durch den erregenden Neurotransmitter Glutamat. Dabei kommt es zu
einem massiven Calciumeinstrom in die Zellen und zur Aktivierung verschiedener
zellschadigender Stoffwechselwege (Shaw 2005). Grundlage fir die Annahme, dass
dieser Mechanismus an der Motoneuronendegeneration bei der ALS beteiligt sein
konnte, waren Beobachtungen, dass ALS-Patienten erhthte Glutamatkonzen-
trationen im Liquor (Rothstein et al. 1990) sowie einen verminderten Glutamat-

transport in Gehirn und Ruckenmark aufgrund einer Funktionsstérung des glialen

1% 7u dieser Gruppe von Erkrankungen gehdren aulRerdem die myotonen Dystrophien, das fragile-X-
assoziierte Tremor-/Ataxie-Syndrom und verschiedene spinozerebellare Ataxien.
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Glutamat-Wiederaufnahmetransporters GLT-1 aufweisen (Rothstein et al. 1992,
Rothstein et al. 1995). Auch bei hSOD1-trangenen Mausen konnte eine reduzierte
Glutamataufnahme im Ruckenmark nachgewiesen werden (Canton et al. 1998). Die
Erkenntnis, dass der Glutamatantagonist Riluzol sowohl im hSOD1-Mausmodell als
auch bei ALS-Patienten einen lebensverlangernden Effekt aufweist, stitzt die
Hypothese, dass die Glutamat-induzierte Toxizitat bei der Motoneuronen-
degeneration von Bedeutung ist (Bensimon et al. 1994). Interessanterweise besteht
hier eine Uberlappung zwischen der SOD1-assoziierten und der nicht SOD1-
assoziierten ALS, denn es zeigte sich, dass Mutationen im SOD1-Gen die
Sensitivitat der Motoneurone fir die Glutamat-induzierte Toxizitat vermittelt Uber
AMPA-Rezeptoren erhdhen. Dabei waren die Motoneurone vermehrtem oxidativen
Stress durch gesteigerte Radikalproduktion ausgesetzt und wiesen erhdhte
intrazellulare  Calciumkonzentrationen bei entsprechend erniedrigten intra-
mitochondrialen  Calciumkonzentrationen aufgrund einer Dysfunktion der
Mitochondrien auf (Kruman et al. 1999).

Mitochondriale Veranderungen wurden zuvor schon als pathologische Erscheinung
bei ALS-Patienten (Sasaki and Iwata 1996) und im hSOD1-Mausmodell beschrieben.
Diese Verdnderungen umfassten eine Schwellung sowie Vakuolisierung der
Mitochondrien und Unregelmaligkeiten der inneren und &uf3eren Mitochondrien-
membran (Dal Canto and Gurney 1994, Dal Canto and Gurney 1995, Kong and Xu
1998, Wong et al. 1995).

Dariiber hinaus sind die Akkumulation sowie Aggregation von Neurofilament-
proteinen und ein gestdrter axonaler Transport mit einer vorzeitigen Atrophie der
Axone der Motoneurone bekannte Pathologien bei der ALS (Kong and Xu 1998,
Zhang et al. 1997). Sowohl die Inklusionen, die bei ALS-Patienten gefunden wurden
als auch die SOD1-positiven Inklusionen im hSOD1-Mausmodell enthielten
Neurofilamente (Hirano et al. 1984, Tu et al. 1996).

1.1.11 Therapie

Eine kausale Therapie der ALS ist bisher noch nicht méglich. In der Vergangenheit
wurden im Rahmen von Studien mehr als 100 verschiedene Substanzen hinsichtlich
krankheitsmodifizierender bzw. neuroprotektiver Einflisse untersucht. Allerdings
konnte nur fur den Wirkstoff Riluzol sowohl im Tiermodell als auch in der klinischen

Erprobung ein lebensverlangernder Effekt nachgewiesen werden (Bensimon et al.
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1994). Die zentrale Stellung im Behandlungskonzept der ALS nimmt deshalb die
symptomatische Therapie ein. Im Vordergrund stehen dabei die Verbesserung der
Lebensqualitat und die Erhaltung der Autonomie der Patienten.

1.1.11.1 Neuroprotektive Therapie

Der Begriff Neuroprotektion bezeichnet ,eine pharmakologische Intervention zur
Verlangsamung der Krankheitsprogression bei degenerativen Erkrankungen des
Nervensystems® (Storch und Ludolph 2003, S. 300). Entscheidend bei einer
neuroprotektiven Therapie ist, dass sie so friih wie moglich eingeleitet wird, um dem
fortschreitenden Verlust von Nervenzellen entgegenzuwirken (Andersen et al. 2005,
Kollewe et al. 2008).

Die einzige fur die Therapie der ALS zugelassene Substanz ist der
Glutamatantagonist Riluzol. In Studien konnte eine im Mittel um zwei bis drei Monate
verlangerte Uberlebenszeit mit einer geringen Nebenwirkungsrate (u.a. Midigkeit,
Erhbhung der Transaminasen) bei einer taglichen Gabe von 100 mg Riluzol
(Rilutek®) in zwei Einzeldosen von 50 mg Uber einen Zeitraum von 18 Monaten
belegt werden (Bensimon et al. 1994, Lacomblez et al. 1996). Dabei muss allerdings
bericksichtigt werden, dass in diese Studien lediglich Patienten einbezogen wurden,
die jinger als 75 Jahre waren und gemaR den EIl Escorial-Kriterien eine Klinisch
~wahrscheinliche“ oder ,sichere ALS" hatten (Brooks 1994, Brooks et al. 2000). Der
Mechanismus, der der neuroprotektiven Wirkung von Riluzol zugrunde liegt, konnte
bisher nicht abschlieBend geklart werden. Die Inhibition der glutamatergen
Neurotransmission durch Riluzol und die damit verbundene Reduktion der Glutamat-
induzierten Exzitotoxizitdt scheint dabei aber eine wichtige Rolle zu spielen
(Lacomblez et al. 1996).

1.1.11.2 Symptomatische Therapie

Die symptomatische Therapie der ALS umfasst medikamentdose und nicht-
medikamentdse Therapieansatze (z.B. Physio-, Ergotherapie, Logopadie) sowie eine
frihzeitige Versorgung mit Hilfsmitteln (z.B. Rollstuhl, Halskrawatte). Die meisten
Symptome der ALS, wie die anfanglich auftretenden Muskelkrampfe,
Faszikulationen, Spastiken, Schluckstérungen und die damit einhergehende
Hypersalivation, Dysarthrie, Dyspnoe, Affektstérungen, psychische Verénderungen

wie Depressionen oder Angstzustande sowie Schmerzen, sind behandelbar.
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Der Erndhrungszustand und die respiratorische Situation der Patienten muissen in
der symptomatischen Therapie besonders beachtet werden. Untererndhrung bedingt
durch Schluckstérungen und die hypermetabole Stoffwechsellage tritt bei bis zu 50%
der ALS-Patienten auf und stellt einen unabhangigen Risikofaktor fiir das Uberleben
dar (Desport et al. 1999). Daher wird bei einer Gewichtsabnahme sowie
Dehydratation oder Aspirationsgefahr die Durchfihrung einer perkutanen
endoskopischen Gastrostomie (PEG), dem Standardverfahren fir enterale
Ernahrung, unter Beachtung der respiratorischen Situation empfohlen (AWMEF-
Leitlinien 2008). Studien, die einen positiven Einfluss der PEG auf die Lebensqualitat
oder die Uberlebenszeit der Patienten belegen, stehen allerdings noch aus. Eine
Verbesserung der respiratorischen Situation der Patienten konnte dagegen
nachgewiesen werden (Desport et al. 2000).

Die respiratorische Insuffizienz bei der ALS infolge einer Schwéche der
Atemmuskulatur fuhrt zu chronischer alveolarer Hypoventilation, die mit Symptomen
wie Dyspnoe, Schlafstorungen und Kopfschmerzen einhergeht und eine nicht-
invasive Beatmung erfordert. Daneben koénnen Kklinische und laborchemische
Parameter (Vitalkapazitat, Blutgase) als objektive Kriterien zur Indikationsstellung far
eine nicht-invasive Beatmung herangezogen werden (AWMF-Leitlinien 2008). In
verschiedenen Studien konnte eine Verbesserung der Lebensqualitdt sowie eine
Verlangerung der Uberlebenszeit durch eine nicht-invasive Beatmung belegt werden
(Bourke et al. 2003, Bourke et al. 2006) Nur bei Versagen einer nicht-invasiven
Beatmung sollten invasive Beatmungsverfahren (z.B. Tracheostomie) in Betracht
gezogen werden. AulRerdem ist in fortgeschrittenen Stadien der ALS eine
Pneumonieprophylaxe angezeigt (z.B. durch eine physikalische Therapie mit
Atemgymnastik), um respiratorischen Infektionen, die eine haufige Todesursache bei
der ALS darstellen, vorzubeugen (AWMF-Leitlinien 2008).

1.2 Experimentelle Therapieforschung

Aufgrund der schlechten Prognose von ALS-Patienten, ohne die Moglichkeit deren
Krankheitsverlauf wesentlich beeinflussen zu kénnen, kommt der experimentellen
Therapieforschung eine grof3e Bedeutung zu. Dabei besteht die Hoffnung, mit der
Etablierung einer effektiven Therapie nicht nur die Prognose von ALS-Patienten
deutlich verbessern sondern auch die Frage nach dem Pathomechanismus der ALS

beantworten zu kénnen.
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1.2.1 hSOD1-Mausmodell

Der Nachweis von Mutationen im Gen der Cu/Zn-SODL1 als urséachlichem Faktor bei
der familiaren Form der ALS war der Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines
Tiermodells (Rosen et al. 1993, Gurney 1994). Die Zielsetzung bestand darin, neue
Erkenntnisse hinsichtlich der Pathogenese der familiaren und auch der sporadischen
ALS zu gewinnen und auf diese Weise Fortschritte in der Entwicklung einer kausalen
Therapie der ALS zu machen. Dazu wurden verschiedene transgene Mausmodelle
entwickelt, bei denen die Mause eine mutierte Form der humanen SOD1
exprimierten (z.B. G37R und D90A).

Am haufigsten wird die Mutation G93A mit der Substitution von Glycin zu Alanin an
Position 93 des humanen SOD1-Gens mit Expression von 20 bis 30 Genkopien in
Studien verwendet (Andersen 2006). Die G93A-transgenen Mause entwickeln bereits
im Alter von drei bis vier Monaten eine der humanen ALS &hnliche
Motoneuronerkrankung mit fortschreitender L&hmung der Extremitaten und sterben
im Alter von funf bis sechs Monaten an deren Folgen. Im Vergleich zu Mausen, die
die Wildtyp-Form der humanen SOD exprimieren, ist bei den transgenen Mausen,
bedingt durch eine verminderte Stabilitat der mutierten SOD1, nur etwa halb so viel
SOD1 nachweisbar, wobei die enzymatische Aktivitat der SOD1 jedoch unbeeinflusst
bleibt (Gurney et al. 1994). In der Gewebeanalyse zeigten sich schon vor dem
Auftreten erster motorischer Symptome vakuolare Veranderungen in den
Motoneuronen des Rickenmarks und des Hirnstamms. Im Endstadium der
Erkrankung waren kaum noch vakuoléare Veranderungen, dafir aber ein erheblicher
Verlust an Motoneuronen mit einer entsprechenden Reduktion myelinisierter Axone
zu sehen. Daneben wurden in einigen verbliebenen Motoneuronen hyaline
Inklusionen und eine milde Beteiligung der Hinter- und Seitenstrdnge des
Ruckenmarks beobachtet. Im Gegensatz zu den vakuolaren Veranderungen, die bei
der humanen ALS bisher nicht beschrieben wurden, sind die hyalinen Inklusionen
und die Beteiligung der Hinter- und Seitenstrange des Ruckenmarks vor allem
Merkmale der familiaren ALS (Chiu et al. 1995, Dal Canto and Gurney 1994, Dal
Canto and Gurney 1995).

G93A-transgene Mause mit einer niedrigeren Expressionsrate der humanen SOD1
wiesen einen spateren Krankheitsbeginn sowie einen langeren Krankheitsverlauf von

bis zu einem Jahr auf. Bei deren Gewebeanalyse zeigten sich wie bei der humanen
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ALS keine vakuolaren Verdnderungen. Dieses Mausmodell kommt allerdings
aufgrund des langeren Krankheitsverlaufs der Mause und dem damit verbundenen
héheren Zeit- und Kostenaufwand in der experimentellen Forschung selten zum
Einsatz (Gurney 1997).

Seit der Etablierung des hSOD1-Mausmodells der ALS wurden mehr als 100
verschiedene Substanzen, deren therapeutische Wirksamkeit in hSOD1-transgenen
Méausen nachgewiesen werden konnte, in klinischen Studien Gberprift. Ein Beispiel
dafur ist die antioxidative Substanz Vitamin E, fur die eine Verzdgerung des
Krankheitsbeginns sowie des Krankheitsverlaufs im Mausmodell belegt werden
konnte (Gurney et al. 1996). Der positive Einfluss von Vitamin E auf Beginn und
Verlauf der ALS bestatigte sich auch in klinischen Studien (Desnuelle et al. 2001), es
wurde jedoch weder im Mausmodell noch in klinischen Studien eine Verlangerung
der Uberlebenszeit beobachtet. Eine signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit
sowohl im Mausmodell als auch in Kklinischen Studien bewirkte nur der
Glutamatantagonist Riluzol (Bensimon et al. 1994, Lacomblez et al. 1996). Auch
wenn der Uberlebensvorteil fir ALS-Patienten lediglich wenige Monate betragt, bleibt
festzuhalten, dass Riluzol bis jetzt die einzige Substanz ist, durch die der
Erkrankungsverlauf der ALS therapeutisch beeinflusst werden kann. Daher ist es
angezeigt, weitere Studien mit Substanzen durchzufuhren, die vermutete
pathogenetische Aspekte der ALS aufgreifen, um die ALS in Zukunft kausal

behandeln und damit heilen zu kénnen.

1.2.2 Proteinaggregationshemmung

Ein gemeinsames pathologisches Merkmal verschiedener neurodegenerativer
Erkrankungen wie Alzheimer-, Parkinson- und Prionerkrankungen ist eine gesteigerte
intrazellulare Proteinaggregation, wobei die Proteinkomponente der Aggregate
jeweils krankheitsspezifisch ist (Soto and Estrada 2008). Auch die ALS ist durch eine
gesteigerte intrazellulare Proteinaggregation gekennzeichnet. Sowohl bei den
familiaren, SOD1-assoziierten als auch bei den familiaren, SOD1-unabhangigen und
sporadischen Formen der ALS sind intrazellulare Proteinaggregate nachweisbar
(Watanabe et al. 2001). Obwohl sich die SOD1-assoziierte Form von den SOD1-
unabh&ngigen Formen der ALS hinsichtlich der Proteinkomponente der Aggregate
unterscheidet, scheinen die Pathomechanismen beider Formen ahnlich zu sein

(Mackenzie et al. 2007). Daher ist es naheliegend, die therapeutische Wirksamkeit
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von Substanzen, die die Proteinaggregation hemmen, zu untersuchen und damit
eventuell auch aufzuklaren, ob die Proteinaggregate fir den Untergang der
motorischen Nervenzellen bei der ALS verantwortlich sind.

1.2.2.1 Anlel38b

In dieser Studie sollte die Substanz anle138b'*, ein substituiertes Diphenylpyrazol-
Derivat (s. Abb. 3), auf ihre therapeutische Wirksamkeit bei der ALS untersucht
werden. Anlel38b hemmt die Aggregation von Proteinen auf der Stufe der
Oligomerisierung und damit die Zusammenlagerung mehrerer identischer
Aminosaureketten (Untereinheiten) zu einem Proteinkomplex (Quartarstruktur) (Berg
et al. 2012, Voet and Voet 2011).

Abbildung 3: Chemische Strukturformel von anle138b
(substituiertes Diphenylpyrazol-Derivat)

(Quelle: Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Griesinger)

Die Substanz anlel38b wurde am Max-Planck-Institut (MPI) fir biophysikalische
Chemie in Goéttingen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Griesinger, S. Ryazanov
und A. Leonov 2009 entwickelt und bereits mehrfach an Mausen getestet, wobei in
therapeutischer Dosierung in Mausen keine Toxizitat auftrat. AuRerdem zeigte sich,
dass die lipophile Substanz anlel138b eine gute orale Bioverfiigbarkeit aufweist und
die Blut-Hirn-Schranke passiert, wodurch relativ stabile Wirkspiegel im ZNS der
Méause aufgebaut werden konnen (Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C.

Griesinger sowie der eigenen Arbeitsgruppe) (s. Abb. 4).

' Anle138b ist die Abkirzung fur 3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1H-Pyrazol.
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Abbildung 4: ZNS-Wirkspiegel von anle138b nach oraler Verabreichung von Futter (mit 1mg
anlel38b/g Futter) Uber drei Tage
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie von Maushirn-Lysaten)

(Quelle: Daten der eigenen Arbeitsgruppe)

In Mausmodellen fur die Prion- und die Parkinsonerkrankung wurde durch die
Behandlung mit anle138b eine Verzégerung der Krankheitsprogression erreicht. Bei
der Prionerkrankung fihrte die Behandlung mit anlel38b zu einer signifikanten
Verlangerung der Uberlebenszeit. Bei der Parkinsonerkrankung wurde eine
Reduktion krankheitsassoziierter Verhaltensdefizite sowie eine Verlangerung des
krankheitsfreien Uberlebens beobachtet. In vitro war bei beiden Erkrankungen eine
Hemmung der Proteinaggregation durch anlel38b nachweisbar. Bei der
Parkinsonerkrankung wurde die Bildung von a-Synuclein-Aggregaten und bei der
Prionerkrankung die Bildung von Prionproteinaggregaten vermindert. Dariber hinaus
wurde bei der Prionerkrankung mit der Aggregationshemmung dem Untergang von
Nervenzellen im ZNS entgegengewirkt (Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C.

Griesinger).

1.3  Ziel der Studie

Die vorliegende tierexperimentelle Studie sollte dartiber Aufschluss geben, ob durch
eine Behandlung hSOD1-transgener Mause mit einer antiaggregativen Substanz
deren Erkrankungsbeginn und -verlauf verzdgert und deren Uberlebenszeit

signifikant verlangert werden kann. Dazu wurde die Wirkung der oral verfligbaren,
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antiaggregativen Substanz anle138b auf das Gewicht, die motorischen Féahigkeiten
und das Uberleben von hSOD1-transgenen und Wildtyp-Mausen untersucht.
AulRerdem sollte Gberprift werden, ob diese Substanz einen Einfluss auf die bei der
ALS auftretende Degeneration von Motoneuronen hat und damit eventuell

neuroprotektive Eigenschaften aufweist?.

2 Diese Fragestellung ist nicht Teil der vorliegenden Arbeit sondern des zweiten Teils der

tierexperimentellen Studie, der am Ende des néchsten Kapitels dieser Arbeit kurz dargestellt wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Diese Arbeit war als erster Teil einer tierexperimentellen Studie™® konzipiert. Solche
Studien sind momentan noch unerlasslich, da die vorliegenden Forschungs-
ergebnisse Uber Ursache, Verlauf und Therapie der ALS unbefriedigend sind und
daher auf Tiermodelle in der Forschung nicht verzichtet werden kann. Mit dem
hSOD1-Mausmodell steht in der ALS-Forschung ein etabliertes und bereits in vielen
Untersuchungen verwendetes Tiermodell zur Verfigung (Andersen 2006), dass
sowohl klinisch als auch neuropathologisch die meisten Aspekte der familiaren Form
der ALS reflektiert (Chiu et al. 1995, Dal Canto and Gurney 1994, Dal Canto and
Gurney 1995, Gurney 1994, Gurney 1997). Vor allem weisen die transgenen Mause
die charakteristischen Proteinablagerungen auf (Brujin et al. 1997), die nicht nur ein
Merkmal der familidren ALS sondern auch der sporadischen ALS sind (Leigh et al.
1991, Shibata et al. 1993). Aus diesen Grinden ist das hSOD1-Mausmodell zur
Untersuchung der Pathogenese und zur Entwicklung effektiver Therapien der ALS
geeignet und kam in dieser Arbeit zum Einsatz.

2.2  Versuchstiere

In die Studie wurden insgesamt 80 weibliche Versuchstiere einbezogen, jeweils 40
hSOD1-transgene Mause als eigentliche Untersuchungsgruppe und 40 Wildtyp-
Méause als Kontrollgruppe. Jeweils die Hélfte der transgenen und Wildtyp-M&ause
wurde medikamentds mit der Substanz anle138b behandelt. Daraus ergaben sich
insgesamt vier Untersuchungsgruppen mit jeweils 20 Mausen. Durch die relativ
groBen Gruppen sollten Schwankungen innerhalb einer Gruppe aufgrund
interindividueller Unterschiede zwischen den Mausen moglichst gering gehalten
werden (Crawley 1999, Karl et al. 2003).

Die Mause wurden in der tierexperimentellen Einrichtung der Universitdtsmedizin
Gottingen gezichtet, wobei die Hintergrundstdamme dem Jackson Laboratory in Bar

Harbor, Maine, entstammten.

13 Ein schriftliches Votum des Tierschutzbeauftragten fiir dieses Forschungsvorhaben liegt vor

(Aktenzeichen 33.9-42502-04-10/0097).
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Die folgenden beiden Stamme wurden verwendet: B6SJLF1 (Stock Number 100012)
und B6SJIL-Tg(SOD1*G93A)1Gur (Stock Number 002726)*.

Letzterer exprimierte die mutierte Form der humanen SOD1 mit der Substitution von
Glycin zu Alanin an Position 93 (G93A). Mannliche Mause dieses Stammes wurden
mit weiblichen Mausen des anderen Stammes verpaart. Deren Nachkommen wurden
in der Abteilung Neurologie der Universitatsmedizin Gottingen unter der Leitung von
Prof. Dr. Mathias Béahr mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) von aus
Schwanzspitzenbiopsien der Mause gewonnener DNA genotypisiert. So konnten

transgene und Wildtyp-Mause identifiziert werden.

2.2.1 Wildtyp-Mause

Die Wildtyp-Mause exprimierten ausschlief3lich die murine SOD1 ohne Mutation. Die
Gruppe der unbehandelten Wildtyp-Mause diente der Generierung eines Nullwerts,
auf den die erhaltenen Daten der transgenen Méause bezogen werden sollten, um
auRRere Stérungen zu detektieren. Der Vergleich des Gewichts der Gruppe der
behandelten Wildtyp-Mause mit dem der Gruppe der nicht behandelten Wildtyp-
Mause diente der Evaluation mdglicher anaboler Effekte der Substanz anle138b.

2.2.2 hSODIl-transgene Mause

Die eigentliche Untersuchungsgruppe bildeten hSOD1-transgene Mause, bei denen
das mutierte humane SOD1-Gen nachweisbar war. Die in dieser Studie eingesetzten
transgenen Mause waren heterozygote Trager der am haufigsten far
Forschungszwecke verwendeten G93A-Mutation mit einer hohen Anzahl an
Genkopien fur eine hohe Expressionsrate der humanen SOD1. Solche Mause
entwickeln bereits im Alter von drei bis vier Monaten (91+14 Tage) erste motorische
Symptome in Form eines zunachst die Hinterlaufe betreffenden Tremors, der
aufgrund einer Disinhibition spinaler Reflexe und Wallerscher Degeneration® in den
absteigenden Bahnen des Rickenmarks auftritt. Die Erkrankung fiihrt schlie3lich zu
einer vollstandigen Lahmung der Extremitaten und zum Tod der Mause im Alter von
etwa vier bis funf Monaten (1367 Tage) (Chiu et al. 1995, Gurney et al. 1994). Die

* Die Nomenklatur der Mausstamme ist auf der Internetseite des Jackson Laboratory

(http://jaxmice.jax.org/support/nomenclature/index.html) beschrieben.

> Mit dem Begriff Wallersche Degeneration werden die Vorgange nach der Schadigung eines Nervs
im peripheren Nervensystem (PNS) oder von Faserbahnen im zentralen Nervensystem (ZNS)
umschrieben, die zum Untergang des distal der Schadigung gelegenen Nerven-/Faserbahnanteils
fuhren.
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Gruppe der behandelten transgenen Mause wurde mit der Gruppe der nicht-
behandelten transgenen Mause hinsichtlich ihrer motorischen Fahigkeiten und ihrer
Uberlebenszeit verglichen, um den Einfluss der Substanz anle138b auf den

Krankheitsbeginn und -verlauf der Mause zu untersuchen.

2.2.3 Versuchsgruppen

Fur die Studie wurden die Mause entsprechend ihres Genotyps nach einem durch
ein Wirfelverfahren gewahrleistetes Zufallsprinzip in vier gleich grof3e Gruppen
eingeteilt, von denen zwei Gruppen normales Futter (Kontrollfutter) und zwei
Gruppen Futter, dem die Substanz anlel38b beigemischt war (Spezialfutter),
erhielten (s. Tab. 1).

Gruppe Anzahl Genotyp Futter

Spezialfutter

Gruppe 1 20 hSOD1-transgen )
(mit anle138b)
Gruppe 2 20 hSOD1-transgen Kontrollfutter
_ Spezialfutter

Gruppe 3 20 Wildtyp )
(mit anle138b)
Gruppe 4 20 Wildtyp Kontrollfutter

Tabelle 1: Einteilung der Mause in vier Versuchsgruppen nach Genotyp und Futter

2.3 Rahmenbedingungen

2.3.1 Versuchszeitraum

Die Versuche wurden aus Kapazitatsgrinden in mehreren Blécken in der Zeit vom 2.
August 2010 bis zum 27. Oktober 2011 durchgefuhrt, wobei eine Beobachtungs-
gruppe immer vier Mause umfasste (je eine behandelte transgene, eine nicht
behandelte transgene, eine behandelte Wildtyp- und eine nicht behandelte Wildtyp-
Maus) (s. Tab. 1).

2.3.2 Versuchsraum
Die Mause wurden in einem fensterlosen, speziell fiur tierexperimentelle Studien

eingerichteten, etwa 10m? groRen Raum in Einzelkafigen gehalten (s. Abb. 5).
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Abbildung 5: Versuchsraum mit Einzelkafigen

Die Temperatur in dem klimatisierten Raum betrug 22°C (+/-2°C), die relative
Luftfeuchtigkeit 35% (+/-5%). Die Konstanz der Werte wurde durch einen

Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsregler gewahrleistet (s. Abb. 6).

Abbildung 6: Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsregler im Versuchsraum

Die Lichtsteuerung in diesem Raum erfolgte Uber eine Zeitschaltuhr, die auf einen
zwolfstindigen Hell-Dunkel-Rhythmus eingestellt war. Der Raum wurde in der Zeit
von 7 bis 19 Uhr beleuchtet. In der Ubrigen Zeit herrschte Dunkelheit. Da Mause
nachtaktive Tiere sind, blieb durch diese Zeitsteuerung deren aktive Phase in der
Nacht weitgehend ungestort.
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2.3.3 Tierhaltung

Im Versuchsraum befanden sich Einzelk&afige (26cm lang, 20cm breit, 14cm hoch), in
die die Mause im Alter von etwa 35 Tagen umgesetzt wurden, nachdem sie vorher
zusammen in gréReren Kafigen gehalten worden waren. In jedem Kéfig befanden
sich ein Laufrad und ein Hauschen. Der Boden der Kafige war mit dem speziellem
Kleintierstreu Lignocel® der Firma JRS (J. Rettenmeier & So6hne, Rosenberg)
bedeckt. Um eine gleich bleibende Verteilung der Streu zu gewahrleisten und eine
Blockierung des Laufrads durch Streu zu verhindern, wurde auf den Kafigboden eine

Streusperre gelegt, die den Boden in drei Teilflachen unterteilte (s. Abb. 7).

Abbildung 7: Ké&fig mit Streu, Streusperre, Hauschen und Laufrad mit Sensor

Die Kafige wurden woéchentlich gereinigt. AnschlieRend wurde die Streu vollstandig
erneuert. Durch Vorrichtungen zur Futter- und Wasserversorgung in den Kafigen
standen den Mausen das pelletierte Futter sowie Leitungswasser zur freien
Verfiigung (s. Abb. 8). Da die transgenen Mause im Endstadium der Erkrankung
nicht mehr in der Lage waren, nach Futter und Wasser zu suchen, wurde diesen

Futter auf den Kafigboden gelegt und Petrischalen mit Wasser dazu gestellt.
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Abbildung 8: Vorrichtung zur Futter- und Wasserversorgung im Kéfig

Die Mause erhielten ein speziell fir diesen Versuch von der Firma ssniff
Spezialdiaten, Soest, hergestelltes Kleintierfutter, das bedarfsgerecht von

Tierpflegern aufgefillt wurde (s. Tab. 2).

Inhaltsstoffe

Zusatzstoffe (pro kg)

22% Rohprotein

Vitamin A 25000 IE/IU

4.5% Rohfett

Vitamin D 1500 IE/IU

3,9% Rohfaser

Vitamin E 120 mg

Vitamin K 20 mg im Futter ohne
6,7% Rohasche _ _ _ _
Medikament/5 mg im Futter mit Medikament

34,9% Starke Kupfer 5 mg

5,2% Zucker

Tabelle 2: Zusammensetzung des Tierfutters

(nach Angaben des Futterherstellers ssniff)

Die artgerechte Haltung und die Gesundheit der M&use wurden durch die

Versuchsleitung, Tierpfleger und einen Tierarzt taglich tberwacht.

2.4  Versuche

Mit dem Umsetzen der Méause in die Einzelkafige im Alter von etwa 35 Tagen begann
die orale Gabe der Substanz anle138b. Diese war in das Futter der behandelten
Mause (Gruppe 1 und 3) gemischt (Spezialfutter) und wurde mit diesem von den
Mausen aufgenommen. In vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde eine

durchschnittliche Futteraufnahme von 5g/Tag pro Maus ermittelt. Der Zusatz von
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1mg anlel138b/g Futter sollte folglich zu einer Aufnahme von 5mg anle138b/Tag pro
Maus und damit zu stabilen Wirkspiegeln im ZNS fihren (Daten der eigenen
Arbeitsgruppe).

Zur gleichen Zeit startete die Aufzeichnung der Laufleistung der Mause. Um die bei
Erkrankungsausbruch beginnende und im weiteren Verlauf progrediente
Muskelatrophie, die damit verbundene Gewichtsabnahme und den Verlust
motorischer Fahigkeiten bei den transgenen Mausen (Gruppe 1 und 2) festzustellen,
wurden mit diesen sowie den Wildtyp-Mausen (Gruppe 3 und 4) folgende Versuche
durchgefuhrt:

1. kontinuierliche Detektion der Laufleistung durch automatisierte Leistungserfassung
(Laufrad-Versuch)

2. wochentliche Gewichtsmessung

3. wochentliche Detektion der Griffkraft mithilfe eines Grip-Strength-Meters (Grip-
Strength-Versuch)

4. wochentliche Detektion der koordinatorischen und motorischen Fahigkeiten

mithilfe eines Rotarod (Rotarod-Versuch)

2.4.1 Laufleistung (Laufrad-Versuch)
Mause, die Zugang zu Laufradern erhalten, lernen schnell darin zu laufen und
kénnen dann Strecken von bis zu 10km pro Tag zurticklegen, wobei interindividuell
grolRere Schwankungen mdoglich sind. Die Erfassung der Laufleistung der Mause
stellt einen sensitiven Parameter fur deren motorische Féhigkeiten und damit auch
fur deren Krankheitsbeginn und -verlauf dar (Gurney 1997). Die Aufzeichnung der
Laufleistung erfolgte rund um die Uhr und umfasste folgende Parameter:

e Anzahl der Laufe pro Woche

e wochentlich zuriickgelegte Gesamtdistanz

e wochentlich erreichte Maximalgeschwindigkeit

e Gesamtlaufzeit pro Woche.
Die wochentlich  zurtickgelegte Gesamtdistanz und die dabei erreichte
Maximalgeschwindigkeit waren die entscheidenden Parameter, da eine signifikante
Abnahme dieser Parameter noch vor dem Auftreten von klinischen Zeichen wie
Muskelatrophien oder Paresen den Beginn bzw. das Fortschreiten der Erkrankung

anzeigen kann.
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2.4.1.1 Testgerat Laufrad

Jeder Kafig war mit einem Laufrad (Durchmesser 11,3cm, Umfang 35,5cm)
ausgestattet, welches in der Abteilung Klinische Neurophysiologie der
Universitatsmedizin Gottingen unter der Leitung von Prof. Dr. Walter Paulus
entwickelt und gebaut worden war. Die Laufrader waren mit einer Stoppvorrichtung
versehen, die bewirkte, dass sich diese nur in eine Richtung drehen konnten.
AuBBerdem waren diese an einen Sensor angeschlossen, der automatisiert die
Laufleistung der Mause mit einem speziell fur Tierversuche der Universitatsmedizin
Gottingen von der Firma Bonig und Kallenbach, Dortmund, hergestellten
Aufzeichnungsgerét registrierte, solange sich diese in den Einzelkafigen befanden™®
(s. Abb. 9).

Abbildung 9: Laufrad im Ké&fig

2.4.2 Gewicht

Durch die versuchsbegleitende Gewichtsmessung sollte der Gewichtsverlust der
transgenen Mause bedingt durch die mit fortschreitender Erkrankung einhergehende
Muskelatrophie Uberwacht werden. AuRerdem diente die Bestimmung des Gewichts
der behandelten und nicht behandelten Wildtyp-Mause der Evaluation maoglicher
anaboler Effekte von anle138b.

Zusammen mit den beiden Versuchen wurde das Gewicht der Mause in Gramm (Q)

einmal wochentlich zu einem definierten Zeitpunkt mithilfe einer Schulwaage (Modell

'® Die Distanzen wurden in counts gemessen, wobei ein count 2,22cm entsprach und der Sensor 16
counts pro Umdrehung registrierte. Die Zeiten wurden in Zeiteinheiten gemessen, wobei eine
Zeiteinheit 0,48s entsprach. Die Geschwindigkeiten wurden in counts pro Zeiteinheit gemessen.
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Kern EMB 220-1, Ablesbarkeit 0,1g, maximaler Messbereich 220g) der Firma Kern &
Sohn, Balingen-Frommern, bestimmt (s. Abb. 10). Das Gewicht der transgenen Mau-
se wurde ab dem Zeitpunkt der ersten messbaren Gewichtsabnahme taglich kontrol-
liert, um den Krankheitsverlauf und damit auch das Auftreten eines der Endpunktkri-

terien besser beobachten zu kdnnen.

Abbildung 10: Schulwaage
fur die Gewichtsmessung der Mause
(Quelle: Kern & Sohn GmbH, Webdesign Heindl Internet AG)

2.4.3 Griffkraft (Grip-Strength-Versuch)

Die Griffkraft (Grip-Strength) war im Rahmen dieser Studie definiert als die maximale
Kraft, die eine Maus mit ihren Vorderpfoten aufwenden kann, um sich an einer
Haltevorrichtung festzuhalten, bis eine gleichzeitig einwirkende Gegenkraft ein
Loslassen bedingt. Daflir wurde ein naturlicher Greifreflex von M&usen ausgenutzt,
durch welchen sich diese reflexartig mit den Vorderpfoten an einer Haltevorrichtung
festhielten, wenn sie, an ihren Schwanzwurzeln hochgehoben, nahe genug vor diese
gehalten wurden. Anschliefend wurde in zur Haltevorrichtung entgegengesetzter,
horizontaler Richtung vorsichtig an den Schwénzen der Mause gezogen und auf
diese Weise eine Gegenkraft zu der Griffkraft der Mause erzeugt. Mit einem an die
Haltevorrichtung gekoppelten Kraftsensor konnte die Griffkraft der Mause bis zum
Zeitpunkt des Loslassens gemessen werden. Jede Maus wurde dreimal getestet,
wobei die maximal erreichte Griffkraft fur die Versuchsauswertung erfasst wurde. Der
Grip-Strength-Versuch wurde einmal wodchentlich zu einem definierten Zeitpunkt

zusammen mit dem Rotarod-Versuch und der Gewichtsmessung durchgefuhrt.
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2.4.3.1 Testgerat Grip-Strength-Meter

Die Griffkraft in den Vorderpfoten der Mause wurde im Grip-Strength-Versuch
ermittelt (Meyer et al. 1979, Smith et al. 1995), der bereits in zahlreichen Studien
Anwendung fand (Braunstein 2008, Canton et al. 1998, Canton et al. 2001,
Hagemann 2006, Smittkamp et al. 2008). Hierzu wurde ein speziell fir Mause
entwickeltes Kraftmessgeréat, das Grip-Strength-Meter der Firma TSE Systems, Bad
Homburg, eingesetzt'’. An dem Gerat befindet sich als Haltevorrichtung ein
horizontaler Metallbtgel, der die auf ihn einwirkende Zugkraft an einen Kraftsensor
weiterleitet, welcher wiederum die gemessene Griffkraft in Pond (9,807x10° Newton)
anzeigt (s. Abb. 11).

Abbildung 11: Grip-Strength-Meter
fur die Bestimmung der Griffkraft in den Vorderpfoten der Mause

(Quelle: TSE Systems International Group)

2.4.4 Koordintorische und motorischen Fahigkeiten (Rotarod-Versuch)

Die koordinatorischen und motorischen Fahigkeiten der Mause waren im Rahmen
dieser Studie definiert als die Fahigkeit sich flr eine bestimmte Zeit auf einem
rotierenden Rad zu halten. Die vorgegebene Zeit betrug 300s. Fir das Erreichen
dieser Leistung wurden den Mausen drei Versuche gewahrt. Sobald die Mause diese
Vorgabe erflillt hatten, wurde der Versuch beendet. Fir die Versuchsauswertung war
entscheidend, ob die Mause diese Leistung innerhalb der drei Versuche erbringen

konnten. Der Rotarod-Versuch wurde einmal wochentlich zu einem definierten

" Nachweise von Institutionen, die das Grip-Strength-Meter zu Forschungszwecken angewendet
haben, und Publikationen, in denen die Anwendung beschrieben wird, sind auf der Internetseite der
Firma TSE Systems (http://www.tse-systems.com/download/TSE_Grip-Strength-Meter.pdf) zu
finden.
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Zeitpunkt zusammen mit dem Grip-Strength-Versuch und der Gewichtsmessung

durchgefuhrt.

2.4.4.1 Testgerat Rotarod

Die koordinatorischen und motorischen Fahigkeiten der Mause wurden mit dem
Rotarod-Versuch ermittelt, der zur Uberprifung von Koordination, Gleichgewicht,
Kraft und Ausdauer vorrangig fur Mause und Ratten entwickelt wurde (Dunham and
Miya 1957) und sich seitdem zu einem Standardtest entwickelt hat (Braunstein 2008,
Miana-Mena et al. 2005, Smittkamp et al. 2008, Weishaupt et al. 2006, Weydt et al.
2003). Fur den Test wurde ein akzelerierendes Rotarod (Typ 7650) von Jones und
Roberts der Firma TSE Sytems, Bad Homburg, verwendet (Jones and Roberts
1968)*8.

Das Rotarod besteht aus einer rotierenden Walze, die von einem Elektromotor
angetrieben wird. Die Walze mit einem Umfang von 11cm ist in einer Hohe von 15cm
aufgehangt und verflugt Gber eine geriffelte Oberflache, damit die Tiere darauf Halt
finden. Die Walze wird durch vier undurchsichtige Plastikscheiben mit jeweils 25cm
Durchmesser in finf Abschnitte mit einer Breite von jeweils 5cm unterteilt, so dass
funf Tiere gleichzeitig auf dieser laufen kdnnen ohne Sichtkontakt zueinander zu
haben. Unter jedem dieser Abschnitte befindet sich eine Kontaktplatte, die mit einem
magnetischen Sensor in Verbindung steht.

Bei dem verwendeten Rotarod konnte zwischen zwei unterschiedlichen
Geschwindigkeitsmodi gewahlt werden: einem konstanten Geschwindigkeitsmodus
und einem Beschleunigungsmodus, bei dem die Geschwindigkeit kontinuierlich bis
zum Erreichen einer Maximalgeschwindigkeit zunimmt. Fir den Versuch wurde der
konstante Geschwindigkeitsmodus gewéhlt. Die Umdrehungsgeschwindigkeit der
Walze betrug dabei 15U/min, was einer Geschwindigkeit von etwa 154cm/min
entspricht. Mit Hilfe von Timern wurde die Zeit in Sekunden (s) gemessen, die die
einzelnen Mause auf dem Rotarod verbrachten. Das Herabfallen einer Maus flhrte
zur Unterbrechung des Kontakts zwischen Kontaktplatte und Sensor und damit zum

Stopp des entsprechenden Timers (s. Abb. 12).

'8 Nachweise von Institutionen, die das Rotarod zu Forschungszwecken angewendet haben, und
Publikationen, in denen die Anwendung beschrieben wird, sind auf der Internetseite der Firma TSE
Systems (http://lwww.tse-systems.com/download/TSE_RotaRod.pdf) zu finden.
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Abbildung 12: Rotarod mit Mausen
fur die Ermittlung von deren koordinatorischen und motorischen Fahigkeiten

(Quelle: TSE Systems International Group)

2.5 Krankheitsbeginn und Uberlebenszeit

Im Rahmen der wdchentlichen Durchfihrung der Versuche wurden die Méause auf
Symptome der Erkrankung untersucht. Dazu wurden diese an ihren Schwanzwurzeln
hochgehoben und in die Luft gehalten, um einen Tremor der Hinterlaufe zu festzu-
stellen, der eines der ersten motorischen Symptome der Erkrankung darstellt (Chiu et
al. 1995, Gurney et al. 1994, Gurney et al. 1996, Miana-Mena et al. 2005, Weydt et
al. 2003).

Anhand der Leistungen der Mause im Laufrad-Versuch (signifikante Abnahme der
Maximalgeschwindigkeit und der Gesamtdistanz) sowie im Rotarod-Versuch (Zeit-
punkt, zu dem die Mause die vorgegebene Zeit auf dem Rotarod in drei Versuchen
nicht mehr schafften) sollte allerdings noch vor Klinisch feststellbaren Zeichen der
Beginn der Erkrankung bei den transgenen Mausen erkennbar sein.

Die Uberlebenszeit der Mause war gemafl den Regelungen des Tierschutzgesetzes,
die Leiden von Versuchstieren méglichst gering zu halten, durch drei verschiedene
Endpunktkriterien begrenzt.
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2.6  Endpunktkriterien (Versuchsende)
Die Aufzeichnung der Laufleistung und die Versuche wurden dann beendet, wenn
die transgenen Mause eines der folgenden Endpunktkriterien erfillten:

e definierter Gewichtsverlust

e definierter Abfall der Laufleistung

e definierter Verlust motorischer Fahigkeiten.
Sowohl die transgenen als auch die zugeordneten Wildtyp-Méause wurden beim
Auftreten eines dieser Endpunktkriterien bei den transgenen Mausen getotet. Das
Gewebe der Mause wurde zum Teil fir die Analysen des zweiten Teils der Studie

verwendet.

2.6.1 Gewichtsverlust

Ein Gewichtsverlust der transgenen Mause von mehr als 10% innerhalb einer Woche
war, wie in einer dhnlichen Studie von Weydt et al., in der ein Gewichtsverlust von
mehr als 20% als Endpunktkriterium galt (Weydt et al. 2003), als ein

Endpunktkriterium definiert.

2.6.2 Abfall der Laufleistung

Als Parameter fur den Verlust der motorischen Fahigkeiten der transgenen Mause
diente deren Laufleistung, wobei eine Abnahme der Laufleistung auf 10% der
individuell erreichten Maximalleistung als ein weiteres Endpunktkriterium galt
(Gurney 1997).

2.6.3 Verlust motorischer Fahigkeiten

Wenn die transgenen M&ause nicht mehr in der Lage waren, sich innerhalb von 10s
aus einer durch die Versuchsleitung hervorgerufenen Seitenlage zurtick in die
Ausgangsposition auf vier Pfoten zu drehen, war das Endstadium der Erkrankung
erreicht (s. Abb. 13). In diesem Erkrankungsstadium waren die Mause motorisch so
stark beeintrachtigt, dass sie nicht mehr auf die Suche nach Futter oder Wasser
gehen konnten (Gurney 1997). Wie in vergleichbaren Studien von Gurney et al.
wurde der Verlust motorischer Fahigkeiten auch in der vorliegenden Studie als ein

Endpunktkriterium verwendet (Gurney et al. 1996, Gurney et al. 1998).
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B

Abbildung 13: hSOD1-transgene Maus in Seitenlage
Die Unféhigkeit der Maus, sich aus dieser Lage zurtick in ihre Ausgangsposition auf vier Pfoten zu

drehen, zeigte das Endstadium der Erkrankung an und war als ein Endpunktkriterium definiert.

2.7  Statistische Methoden

Zur Auswertung der Versuchs- und Laufdaten wurden die Statistiksoftware Statistica
Version 10 fir statistische und grafische Analysen der Firma StatSoft in Tulsa,
Oklahoma sowie die Statistiksoftware SAS Version 9.2 fir statistische Analysen der
Firma SAS Institute in Cary, North Carolina, eingesetzt. Die Durchfiihrung der
Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Abteilung Medizinische Statistik der
Universitdtsmedizin Gottingen unter Leitung von Prof. Dr. Tim Friede (namentlich
Simon Schneider).

Die Versuchs- und Laufdaten wurden mittels Boxplots und Mittelwertplots mit
Standardabweichungen dargestellt. Ein Teil der Versuchs- bzw. Laufdaten war
normalverteilt (Gewicht und Grip-Strength). Die Einflussfaktoren Wochenverlauf und
Gruppenzugehoérigkeit und deren Wechselwirkung wurden mittels zweifaktorieller
ANOVA fiur Messwiederholungen getestet. Gruppenunterschiede an einzelnen
Zeitpunkten, die von Interesse waren, wurden mithilfe einer einfaktoriellen ANOVA
Uberpruft. Ein Teil der Daten war nicht normalverteilt (Rotarod, Anzahl der Laufe,
Gesamtdistanz, Maximalgeschwindigkeit, Gesamtzeit). Die Einflussfaktoren
Wochenverlauf und Gruppenzugerhérigkeit und deren Wechselwirkung wurden
ebenfalls mit einer zweifaktorielle aber diesmal nichtparametrischen Varianzanalyse
fur Messwiederholungen getestet. Gruppenunterschiede an einzelnen Zeitpunkten
wurden mithilfe einer einfaktoriellen nichtparametrischen Varianzanalyse Uberpruft.
Das Signifikanzniveau wurde fur alle statistischen Tests auf a=0,05 festgelegt. Das
bedeutet, dass ein p-Wert<0,05 auf eine statistische Signifikanz hindeutet. Fur alle
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Paarvergleiche wurde eine Bonferroni-Adjustierung durchgefuhrt und als p*
angegeben.

Der Erkrankungsbeginn sowie die Uberlebenszeit der transgenen Mause wurden
mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und mithilfe eines Log-Rank Tests auf

statistische Signifikanz Gberpruft.

2.8  Weiterfuhrende Forschung

Der zweite Teil der tierexperimentellen Studie beinhaltete die Fragestellung,
inwieweit die Hemmung der SOD1-Aggregatbildung die Degeneration der
Motoneurone bei den transgenen Mausen beeinflusst. Dazu sollten die
Aggregatbildung in den Motoneuronen quantifiziert und die apoptotischen
Motoneurone ausgezahlt werden. Aul3erdem sollte untersucht werden, inwiefern die
Hemmung der Aggregatbildung die SOD1-Expression beeinflusst (Kleinknecht, in

Vorbereitung).
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3 Ergebnisse

3.1 Daten

In die Auswertung wurden die Versuchs- (Laufrad-, Grip-Strength- und Rotarod-
Versuch sowie Gewichtsmessung) und die Uberlebenszeitdaten entsprechend dem
Studiendesign einbezogen. Aufgrund von technischen Problemen (zwischenzeitliche
Ausfélle des Aufzeichnungsgerats, der Waage und des Rotarod) kam es allerdings
zu einem geringen Datenverlust. Da es sich dabei nur um wenige Aufzeichnungs-
bzw. Versuchstage handelte, wurden die Ergebnisse dadurch nicht beeinflusst.
Abgesehen davon wurden folgende Daten aus der Auswertung genommen:

1) die letzten beiden Wochen des Untersuchungszeitraums (16. und 17. Woche),
weil die Anzahl der noch lebenden M&ause in diesen beiden Wochen so gering
war (zwolf bzw. vier Mause), dass eine statistische Auswertung der Versuchs-
und Laufdaten dieses Zeitraums nicht angezeigt war. Damit umfasste der Un-
tersuchungszeitraum statt 17 Wochen nur 15 Wochen.

2) eine nicht behandelte transgene Maus (Gruppe 2) und die zugehdrige Wildtyp-
Maus (Gruppe 4), weil die transgene Maus im Alter von finf Monaten noch
keinerlei Symptomatik entwickelt hatte. Bei dieser transgenen Maus konnte es
zu einem Verlust an Genkopien und damit zu einer niedrigeren Expressionsra-
te der humanen SOD1 gekommen sein. Dadurch wéare ein spaterer Krank-
heitsbeginn und langerer Krankheitsverlauf zu erklaren (Scott et al. 2008).
G93A-transgene Mause, die eine geringere Anzahl an Genkopien mit einer
folglich niedrigeren Expressionsrate der humanen SOD1 aufweisen, zeigen
einen ahnlich spaten Krankheitsbeginn und langen Krankheitsverlauf mit einer
Uberlebenszeit von bis zu einem Jahr (Gurney 1997, Shibata 2001). Diese
sind mit G93A-transgenen Mausen, die eine hohe Anzahl an Genkopien mit
einer hohen Expressionsrate der humanen SOD1 aufweisen, nicht vergleich-
bar. Damit wurden anstelle von 80 Mausen nur 78 Mause in die Studie einbe-
zogen (39 transgene sowie 39 Wildtyp-Mause, von denen jeweils 20 behan-
delt und 19 nicht behandelt wurden).

3.2 Auswertung
Das Ziel dieser Studie war, zu eruieren, ob durch die medikamentdése Behandlung
von hSOD1-transgenen Mausen deren Erkrankungsbeginn und -verlauf verzogert

bzw. deren Uberlebenszeit signifikant verlangert werden kann. Dazu wurde die Wir-
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kung des Proteinaggregationshemmstoffs anle138b auf die motorischen Fahigkeiten,
das Gewicht und das Uberleben von hSOD1-transgenen und Wildtyp-M&ausen unter-
sucht. Zur Beurteilung der motorischen Fahigkeiten der Mause wurden die verschie-
denen Parameter der Laufleistung (Anzahl der Laufe, Gesamtdistanz, Maximalge-
schwindigkeit, Gesamtzeit), die Griffkraft sowie die koordinatorischen und motori-
schen Fahigkeiten auf dem Rotarod herangezogen und folgendermaf3en ausgewer-
tet:

a) Die einzelnen Parameter der Laufleistung, das Gewicht, die Griffkraft sowie
die koordinatorischen und motorischen Fahigkeiten der verschiedenen Grup-
pen wurden graphisch dargestellt. Anhand von Boxplots sollte gezeigt werden,
in welchem Bereich die Daten der Gruppen lagen und wie grol3 deren Streu-
ung war'®. Mithilfe von Mittelwertplots mit Standardabweichungen sollten die
zeitlichen Verlaufe der Daten der Gruppen sowie deren Streuung veranschau-
licht werden®.

b) Die Daten der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) sollten im Wochenverlauf
und zu ausgewahlten Zeitpunkten miteinander verglichen und auf statistische
Signifikanz Gberpruft werden:

e Der erste Zeitpunkt betraf die 4. Woche, in der die transgenen Mause noch
nicht erkrankt waren,

e der zweite die 11. Woche, in der die transgenen Mause im Mittel erkrankten,

e der letzte die 14. Woche, in der sich die transgenen Mause mehrheitlich im
Endstadium der Erkrankung befanden.

c) Der Vergleich des Gewichts der behandelten Wildtyp-Mause (Gruppe 3) mit
dem der nicht behandelten Wildtyp-Mause (Gruppe 4) sollte zeigen, ob an-
le138b anabole Effekte aufweist.

Daruber hinaus sollten der Erkrankungsbeginn und die Uberlebenszeit der transge-
nen Mause anhand von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt, ebenfalls miteinander ver-
glichen und auf statistische Signifikanz tberprtft werden.

Falls nicht anders erwahnt, besteht der Hauptfaktor Gruppe in den folgenden Analy-
sen aus den Faktorstufen Gruppe 1 und Gruppe 2. Es konnte keine Wechselwirkung

zwischen den Gruppen und der Woche (alle p-Werte > 0,1) jedoch ein Wocheneffekt

Y Fir den Parameter Maximalgeschwindigkeit der Laufleistung, das Gewicht und den Rotarod-
Versuch wurden keine Boxplots erstellt.

 Die Mittelwertplots fur die Parameter Gesamtdistanz, Maximalgeschwindigkeit und Gesamtlaufzeit
wurden logarithmisch aufgetragen. 1E6 bedeutet dabei 1x10°.
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gezeigt werden (alle p-Werte<0,05). Da es vorrangig auf den Unterschied zwischen
den Gruppen 1 und 2 ankam, wird der Gruppeneffekt zwischen diesen beiden Grup-
pen untersucht und der p-Wert angegeben.

3.2.1 Laufleistung (Laufrad-Versuch)
Die kontinuierliche Aufzeichnung der Laufleistung der Mause umfasste die
Parameter:

e Anzahl der Laufe pro Woche

e wochentlich zuriickgelegte Gesamtdistanz

e wochentlich erreichte Maximalgeschwindigkeit

e Gesamtlaufzeit pro Woche.
Die wochentlich  zurtickgelegte Gesamtdistanz und die dabei erreichte
Maximalgeschwindigkeit waren die entscheidenden Parameter fir die motorischen
Fahigkeiten der Mause. Die Anzahl der Laufe und die Gesamtlaufzeit pro Woche

waren dagegen eher Parameter fur die Aktivitat der Mause.
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3.2.1.1 Anzahl der Laufe
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Abbildung 14: Boxplot der Anzahl der Laufe pro Woche der Gruppen im gesamten

Untersuchungszeitraum

Die mittlere Anzahl der Laufe pro Woche der behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) lag in einem

ahnlichen Bereich wie die der nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2) und war héher als die

der Wildtyp-Mause (Gruppe 3 und 4).

Die Anzahl der Laufe der Gruppe 1 (behandelte transgene M&ause) lag im Mittel bei

1052 (241-2035)*' Laufen pro Woche und damit in einem &hnlichen Bereich wie die

mittlere Anzahl der Laufe der Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause) mit 1121
(131-2342) Laufen pro Woche. Die mittlere Anzahl der Laufe der Gruppen 3 und 4
war niedriger und lag bei Gruppe 3 (behandelte Wildtyp-Mause) bei 499 (22-1588)
Laufen pro Woche und bei Gruppe 4 (nicht behandelte Wildtyp-M&use) bei 767 (37-

1562) Laufen pro Woche.

Die mittlere Anzahl der Laufe pro Woche der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause)

wies eine groRere Streuung auf als die der Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause) (s.

Abb. 14).

* Die Angaben in Klammern beziehen sich auf die beiden Quartile von 25 bzw. 75%.
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Abbildung 15: Mittelwertplot mit Standardabweichungen der Anzahl der Laufe der Gruppen im
Wochenverlauf
Sowohl die Anzahl der Laufe der behandelten (Gruppe 1) als auch die der nicht behandelten

transgenen Mause (Gruppe 2) nahm ab der 10. Woche ab.

Die Anzahl der Laufe der Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause) war im gesamten
Untersuchungszeitraum weitgehend stabil. Die Anzahl der Laufe der Gruppen 1 und
2 (transgene Mause) war in den ersten Wochen ansteigend, blieb dann fur einige
Wochen auf einem gleichbleibendem Niveau tber dem der Gruppen 3 und 4. Ab der
10. Woche fiel die Anzahl der Laufe der Gruppen 1 und 2 jedoch wieder unter das
Niveau der Gruppen 3 und 4 ab. Der Abfall der Anzahl der Laufe der Gruppe 1
(behandelte transgene M&ause) setzte sich bis zur letzten Woche fort, wahrend die
Anzahl der Laufe der Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause) in den letzten
beiden Wochen stagnierte (s. Abb. 15).

Die mittlere Anzahl der Laufe der Gruppe 1 unterschied sich weder im Verlauf noch

zu den ausgewahlten Zeitpunkten signifikant von der der Gruppe 2 (s. Tab. 3).
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Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche
Gruppe 1 mit 2
p =0,8792 p* = 1,0000 p* = 1,0000 p* = 1,0000
(transgen+behandelt ) o . o ) o ) o
) nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant
mit transgen+unbehandelt)

Tabelle 3: Vergleich der mittleren Anzahl der Laufe der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) im

Wochenverlauf und zu ausgewéhlten Zeitpunkten®

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der mittleren Anzahl der Laufe der

behandelten (Gruppe 1) und der nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2).

3.2.1.2 Gesamtdistanz
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Abbildung 16: Boxplot der Gesamtdistanzen pro Woche der Gruppen im gesamten

Untersuchungszeitraum

Die mittleren Gesamtdistanzen pro Woche der behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten

transgenen Mause (Gruppe 2) unterschieden sich kaum voneinander und waren groéR3er als die der

Wildtyp-Méause (Gruppe 3 und 4).

Die pro Woche zurtickgelegte Gesamtdistanz der Gruppe 1 (behandelte transgene

Méause) betrug im Mittel 9,6km (300m-19km)?® und unterschied sich damit kaum von

2 p* sind die p-Werte nach Bonferroni-Adjustierung.
% Die Angaben in Klammern beziehen sich auf die beiden Quartile von 25 bzw. 75%.
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der der Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause), die 9,7km (239m-18km) be-
trug, aber war hoher als die der Gruppe 3 (behandelte Wildtyp-M&ause) mit 964m
(6m-7,7km) und die der Gruppe 4 (nicht behandelte Wildtyp-Mause) mit 3,6km
(118m-12km).

Die mittleren pro Woche zurtickgelegten Distanzen der Gruppen 1 und 2 (transgene
Mause) waren breiter gestreut als die der Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause), die
demgegeniiber viele AusreiRer und Extremwerte?* aufwiesen (s. Abb. 16).
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Abbildung 17: Mittelwertplot mit Standardabweichungen der Gesamtdistanzen der Gruppen im
Wochenverlauf
Die mittleren Gesamtdistanzen der behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) wurden, wie die
mittleren Distanzen der nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2), ab der 10. Woche immer

kirzer.

In den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums zeigte sich ein Anstieg der wo-
chentlich zurtickgelegten Gesamtdistanzen aller Gruppen, wobei der Anstieg der Dis-

tanzen der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) steiler war als der der Distanzen der

4 AusreiBer sind Werte, die zwischen 1,5 und drei Boxenldangen vom oberen Quartil nach oben bzw.
vom unteren Quartil nach unten abweichen. Extremwerte liegen auf3erhalb dieses Bereichs der
dreifachen Boxenlénge.
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Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Méause). Danach blieben die Distanzen aller Gruppen fur

mehrere Wochen weitgehend stabil, wobei die Gruppen 1 und 2 groRRere Distanzen

als die Gruppen 3 und 4 zurlcklegten. Von der 10. bis zur letzten Woche kam es je-

doch bei den Distanzen der Gruppen 1 und 2 im Gegensatz zu den Distanzen der
Gruppen 3 und 4 zu einem Abfall (s. Abb. 17).
Es bestanden im Verlauf und zu den ausgewahlten Zeitpunkten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen 1 und 2 (behandelte und nicht behandelte

transgene Mause) (s. Tab. 4).

Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche
Gruppe 1 mit 2
) p = 0,9859 p* = 1,0000 p* = 1,0000 p* = 1,0000
(transgen+behandelt mit ) o _ o ) o ) o
nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant

transgen+unbehandelt)

Tabelle 4: Vergleich der mittleren Gesamtdistanzen der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) im

Wochenverlauf und zu ausgewahlten Zeitpunkten

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Distanzen der behandelten

(Gruppe 1) und der nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2).
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3.2.1.3 Maximalgeschwindigkeit
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Abbildung 18: Mittelwertplot mit Standardabweichungen der Maximalgeschwindigkeiten der
Gruppen im Wochenverlauf
Die mittlere Maximalgeschwindigkeit der behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) fiel ab der 10.,

die der nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2) ab der 11. Woche ab.

Die wochentlich erreichten Maximalgeschwindigkeiten der verschiedenen Gruppen
schwankten in den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums sehr stark. Erst ab
der 10. bzw. 11. Woche zeichnete sich ein Abfall der Maximalgeschwindigkeiten der
Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) ab. Die Maximalgeschwindigkeiten der Gruppen
3 und 4 (Wildtyp-Mause) schwankten dagegen weiterhin (s. Abb. 18).

Es waren weder im Wochenverlauf noch zu den ausgewéhlten Zeitpunkten
signifikante Unterschiede zwischen den mittleren Maximalgeschwindigkeiten der
Gruppen 1 und 2 (behandelte und nicht behandelte transgene Mause) nachweisbar
(s. Tab. 5).
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Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche
Gruppe 1 mit 2
i p=0,7976 p* = 1,0000 p*=0,8319 p* = 1,0000
(transgen+behandelt mit ) o . o ) o ) o
nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant
transgen+unbehandelt)

Tabelle 5: Vergleich der mittleren Maximalgeschwindigkeiten der Gruppen 1 und 2 (transgene

Méause) im Wochenverlauf und zu ausgewahlten Zeitpunkten

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Maximalgeschwindigkeiten

der behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2).

3.2.1.4 Gesamtlaufzeit
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Abbildung 19: Boxplot der Gesamtlaufzeiten pro Woche der Gruppen im gesamten

Untersuchungszeitraum

Die mittleren Gesamtlaufzeiten pro Woche der behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten

transgenen Mause (Gruppe 2) unterschieden sich kaum voneinander und waren langer als die der

Wildtyp-Méause (Gruppe 3 und 4).

Die Gesamtlaufzeit der Gruppe 1 (behandelte transgene Mause) belief sich im Mittel

auf 7,5h (2-25h)® pro Woche und unterschied sich damit kaum von der der Gruppe 2

(nicht behandelte transgene Mause) mit 7,4h (1,2-24h) pro Woche. Die mittlere

% Die Angaben in Klammern beziehen sich auf die beiden Quartile von 25 bzw. 75%.

50




3 Ergebnisse

Gesamtlaufzeit der Gruppe 3 (behandelte Wildtyp-Mause) war mit 2,3h (0,6-10h) pro
Woche genauso wie die der Gruppe 4 (nicht behandelte Wildtyp-Mause) mit 5,3h
(0,8-15h) pro Woche kiirzer.

Die wochentlichen Gesamtlaufzeiten der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) wie-
sen, wie bei der Gesamtdistanz, eine breitere Streuung auf als die der Gruppen 3
und 4 (Wildtyp-Mauseviele), bei denen wiederum viele Ausrei3er und Extremwerte zu
verzeichnen waren (s. Abb. 19).

20000 = Standardabw eichungen

2,6E5

2,4E5

2,2E5

2E5

)
3 1,885 $Gruppe 1
1665 (transgen+behandelt)
2 £ Gruppe 2
= 1,4B5 (transgen+unbehandelt)
T 19655 4 Gruppe 3
ﬁ ' (Wildtyp+behandelt)
= 165 +Gruppe 4
Q (Wildtyp+unbehandelt)
‘s 80000
°
T 60000 || Punkte
B = Mittelw erte
’;‘ 40000 Balken
3
N

-20000

-40000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Woche

Abbildung 20: Mittelwertplot mit Standardabweichungen der Gesamtlaufzeiten der Gruppen im
Wochenverlauf
Sowohl die Gesamtlaufzeiten der behandelten (Gruppe 1) als auch die der nicht behandelten

transgenen Mause (Gruppe 2) wurden ab der 10. Woche kirzer.

Die Gesamtlaufzeiten der Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause) waren im gesamten Un-
tersuchungszeitraum weitgehend stabil, die der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause)
zeigten demgegeniber in den ersten Wochen eine ansteigende Tendenz und blieben
dann fir mehrere Wochen auf gleichbleibendem Niveau. In den letzten Wochen
fielen die Gesamtlaufzeiten der Gruppen 1 und 2 wieder deutlich ab, wobei die

Gesamtlaufzeit der Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause) im Gegensatz zu
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der der Gruppe 1 (behandelte transgene Mause) in den letzten beiden Wochen

stagnierte (s. Abb. 20).

Die Gesamtlaufzeiten der Gruppen 1 und 2 (behandelte und nicht behandlete

transgene Mause) unterschieden sich sowohl im Wochenverlauf als auch zu den

ausgewahlten Zeitpunkten nicht signifikant voneinander (s. Tab. 6).

Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche
Gruppe 1 mit 2
: p =0,9260 p* =1,0000 p* = 1,0000 p* =1,0000
(transgen+behandelt mit ) o ) o ] o . o
nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant | nicht signifikant
transgen+unbehandelt)

Tabelle 6: Vergleich der mittleren Gesamtlaufzeiten der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) im

Wochenverlauf und zu ausgewdahlten Zeitpunkten

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Gesamtlaufzeiten der

behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2).
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3.2.2 Gewicht

Das Gewicht aller Mause wurde einmal woéchentlich bestimmt. Bei den transgenen
Mausen wurde das Gewicht ab dem Zeitpunkt der ersten messbaren Gewichtsab-
nahme taglich kontrolliert. Die dabei ermittelten Werte wurden jedoch nicht in die
Auswertung aufgenommen sondern dienten nur dazu, den Krankheitsverlauf der
transgenen Mause und damit das Auftreten eines der Endpunktkriterien zu tberwa-

chen.
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Abbildung 21: Mittelwertplot mit Standardabweichungen des Gewichts der Gruppen im
Wochenverlauf
Sowohl die behandelten (Gruppe 1) als auch die nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2)

verloren nach anfanglicher Gewichtszunahme ab der 10. Woche wieder deutlich an Gewicht.

Das mittlere Gewicht der Mause aller Gruppen bei Aufnahme in den Versuch im Alter
von etwa 35 Tagen lag zwischen 16 und 18g. Dabei waren die Gruppen 3 und 4

(Wildtyp-Mause) etwas schwerer als die Gruppen 1 und 2 (transgene Mause)®.

% 1. Woche: 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 1) = [15,167029;17,19965¢]; 95%-Konfidenzintervall
(Gruppe 2) = [16,067819g;17,249844]; 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 3) = [16,164629;18,27982(q];
95%-Konfidenzintervall (Gruppe 4) =[16,27901g;18,07099¢]
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In den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums nahmen alle Mause kontinuier-
lich an Gewicht zu, wobei das Gewicht der Gruppen 3 und 4 immer tUber dem der
Gruppen 1 und 2 lag. Wahrend die Gruppen 1 und 2 ab der 10. Woche wieder Ge-
wicht verloren, nahmen die Gruppen 3 und 4 weiterhin an Gewicht zu. Das Gewicht
der Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause) fiel in den letzten beiden Wochen
im Gegensatz zu dem der Gruppe 1 nicht mehr ab. Die Gruppe 3 (behandelte Wild-
typ-Méause) nahm bis zum Versuchsende zu, wahrend die Gruppe 4 (nicht behandel-
te Wildtyp-Mause) in den letzten beiden Wochen wieder abnahm. Das mittlere Ge-
wicht der Mause der Gruppen 1 und 2 lag bei Ausschluss aus dem Versuch im Alter
von etwa 140 Tagen zwischen 16 und 18g®’. Die M&ause der Gruppen 3 und 4 er-
reichten ein mittleres Endgewicht zwischen 21 und 23g®® (s. Abb. 21).

Bei diesem Parameter gibt es neben den Faktorstufen Gruppe 1 und Gruppe 2 die
Faktorstufen Gruppe 3 und 4. Auch in diesem Fall konnte keine Wechselwirkung
zwischen den Gruppen und der Woche (alle p-Werte < 0,1) jedoch ein Wocheneffekt
gezeigt werden (alle p-Werte < 0,05). Da es auch hier vorrangig auf den Unterschied
zwischen den Gruppen 1 und 2 bzw. 3 und 4 ankam, wurden die Gruppeneffekte
zwischen den jeweiligen Gruppen untersucht und die p-Werte angegeben.

Zwischen Gruppe 1 und 2 (behandelte und nicht behandelte transgene Mause) sowie
Gruppe 3 und 4 (behandelte und nicht behandelte Wildtyp-Mause) bestanden zu kei-

nem Zeitpunkt signifikante Gewichtsunterschiede (s. Tab. 7).

" 15. Woche: 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 1)=[15,764549;17,35202¢]; 95%-Konfidenzintervall
(Gruppe 2)=[16,264809;19,70187¢]

%8 15. Woche: 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 3)=[21,962139;23,88787¢]; 95%-Konfidenzintervall
(Gruppe 4)=[18,922619; 23,157390]
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Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche
Gruppe 1 mit 2
; p =0,1359 p* = 0,3915 p* =1,0000 p* = 1,0000
(transgen+behandelt mit ) o . o . o ) o
nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant
transgen+unbehandelt)
Gruppe 3 mit 4
i i p =0,5148 p* = 1,0000 p* =1,0000 p* = 1,0000
(Wildtyp+behandelt mit ) o . o . L ) o
nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant

Wildtyp+unbehandelt)

Tabelle 7: Vergleiche des mittleren Gewichts der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) sowie der

Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause) im Wochenverlauf und zu ausgewéahlten Zeitpunkten

Es zeigten sich keine signifikanten Gewichtsunterschiede zwischen den behandelten (Gruppe 1) und

nicht behandelten transgenen Mausen (Gruppe 2) sowie den behandelten (Gruppe 3) und nicht
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3.2.3 Griffkraft (Grip-Strength-Versuch)
Die Griffkraft, die die Mause mit ihren Vorderpfoten aufbringen konnten, wurde eben-
falls einmal wochentlich bestimmt. Die Griffkraft jeder Maus wurde dreimal getestet

und der Maximalwert wurde in die Auswertung aufgenommen.
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Abbildung 22: Boxplot der wdchentlichen Griffkraft der Gruppen im gesamten
Untersuchungszeitraum
Die mittlere Griffkraft der behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) unterschied sich kaum von der

der nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2), war aber geringer als die der Wildtyp-Mause
(Gruppe 3 und 4).

Die Gruppe 1 (behandelte transgene Mause) erreichte im wochentlichen Mittel eine
Griffkraft um 70 Pond (54-84 Pond)®® und unterschied sich damit kaum von der
Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause) mit einer mittleren Griffkraft um 72
Pond (52-87 Pond), war aber geringer als die der Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause)
Die Gruppe 3 (behandelte Wildtyp-Mause) erreichte eine mittlere Griffkraft um 91
Pond (76-105 Pond) und die Gruppe 4 (nicht behandelte Wildtyp-Méause) um 90
Pond (76-104 Pond) (s. Abb. 22).

* Die Angaben in Klammern beziehen sich auf die beiden Quartile von 25 bzw. 75%.
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Abbildung 23: Mittelwertplot mit Standardabweichungen der Griffkraft der Gruppen im
Wochenverlauf
Sowohl die Griffkraft der behandelten (Gruppe 1) als auch die der nicht behandelten transgenen

Méause (Gruppe 2) nahm ab der 10. Woche ab.

Zu Beginn erreichten die Gruppen eine mittlere Griffkraft zwischen 78 und 81 Pond®.
In den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums stieg die Griffkraft aller Gruppen
an, wobei der Anstieg der Griffkraft der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) etwas
geringer war als der der Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mause). Alle Gruppen erreichten
zwischen der 5. und 6. Woche ihre hdchsten Griffkraftwerte. Dabei lag die mittlere
Griffkraft der Gruppen zwischen 68 und 102 Pond. Die Griffkraft der Gruppen 3 und 4
fiel danach etwas ab, blieb dann aber mehrere Wochen stabil oberhalb des Niveaus
der Griffkraft dieser Gruppen zu Beginn des Untersuchungszeitraums. Die Griffkraft
der Gruppen 1 und 2 fiel deutlicher ab und lag dann auf dem Niveau der Griffkraft
dieser Gruppen zu Beginn des Untersuchungszeitraums. Ab der 11. Woche kam es
zu einem stéarkeren Abfall der Griffkraft der Gruppen 1 und 2. Auch die Griffkraft der

Gruppen 3 und 4 zeigte ab der 12. Woche eine absteigende Tendenz, die sich bei

% 1. Woche: 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 1)=[65,2385;72,3170]; 95%-Konfidenzintervall (Gruppe
2)=[64,8266;77,0558]; 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 3)=[73,7877;88,1012]; 95%-Konfidenz-
intervall (Gruppe 4)=[68,5638;83,0362]
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der Gruppe 4 (nicht behandelte Wildtyp-Mause), wie bei den Gruppen 1 und 2, im
Gegensatz zu der Gruppe 3 (behandelte Wildtyp-Mause) bis zum Ende fortsetzte.
Zuletzt erreichten die Gruppen 1 und 2 eine mittlere Griffkraft zwischen 17 und 19
Pond und die Gruppen 3 und 4 zwischen 50 und 85 Pond® (s. Abb. 23).

Die mittlere Griffkraft der Gruppe 1 (behandelte transgene Méause) unterschied sich
zu keinem Zeitpunkt signifikant von der der Gruppe 2 (nicht behandelte transgene
Mause) (s. Tab. 8).

Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche

Gruppe 1 mit 2
p = 0,8882 p*= 1,0000 p* = 1,0000 p* = 1,0000

(transgen+behandelt mit _ o _ o ) o _ o
nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant nicht signifikant

transgen+unbehandelt)

Tabelle 8: Vergleich der mittleren Griffkraft der Gruppen 1 und 2 (transgene Méause) im
Wochenverlauf und zu ausgewéahlten Zeitpunkten
Es zeigten sich, abgesehen von der 14. Woche, keine signifikanten Unterschiede zwischen der

mittleren Griffkraft der behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2).

% 15. Woche: 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 1)=[11,0489;27,1177]; 95%-Konfidenzintervall (Gruppe
2)=[5,6415;30,0252]; 95%-Konfidenzintervall (Gruppe 3)=[63,9261;107,9073]; 95%-Konfidenz-
intervall (Gruppe 4)=[26,1323;73,8677]
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3.2.4 Koordinatorische und motorische Fahigkeiten (Rotarod-Versuch)

Der Rotarod-Versuch wurde wie der Grip-Strength-Versuch und die Gewichtsmes-
sung einmal wochentlich durchgeftihrt, wobei von drei Versuchen, die jede Maus fur
das Erreichen der vorgegebenen Zeit von 300s auf dem Rotarod erhielt, wie im Grip-

Strength-Versuch nur der Maximalwert in die Auswertung aufgenommen wurde.
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Abbildung 24: Mittelwertplot mit Standardabweichungen der Rotarod-Zeiten der Gruppen im
Wochenverlauf
Die behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) konnten die Zeitvorgabe von 300s auf dem Rotarod

ab der 10. Woche, die nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2) konnten diese ab der 11.

Woche nicht mehr bewéltigen.

In den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums konnten noch nicht alle Mause
der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) die vorgegebene Zeit von 300s auf dem
Rotarod bewaltigen. Ab der 3. Woche konnten alle M&ause der Gruppe 1 (behandelte
transgene Mause) und ab der 4. Woche alle Mause der Gruppe 2 (nicht behandelte
transgene Mause) die Zeitvorgabe erfullen. Die Gruppen 3 und 4 (Wildtyp-Mé&ause)
konnten die Zeitvorgabe abgesehen von der 2. und der 14. Woche, in denen dies
nicht allen Mausen der Gruppe 4 gelang, im gesamten Untersuchungszeitraum erful-
len. Die Gruppe 1 (behandelte transgene Méause) konnte die Zeitvorgabe ab der 10.

Woche und die Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Méause) ab der 11. Woche
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nicht mehr bewaltigen. In der letzten Woche war die Rotarod-Zeit der Gruppe 2 (nicht

behandelte transgene M&ause) wieder ansteigend, wahrend die der Gruppe 1 (be-

handelte transgene Mause) auf Os abfiel (s. Abb. 24).

Zwischen den mittleren Rotarod-Zeiten der Gruppen 1 und 2 (behandelte und nicht

behandelte transgene Mause) bestanden weder im Verlauf noch zu den ausgewahl-

ten Zeitpunkt signifikante Unterschiede (s. Tab. 9).

Verlauf 4. Woche 11. Woche 14. Woche
Gruppe 1 mit 2
i p =0,3758 p* = 1,0000 p* = 0,2904 p* = 1,0000
(transgen+behandelt mit ) o . o . o ] o
nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant | nicht signifikant

transgen+unbehandelt)

Tabelle 9: Vergleich der mittleren Rotarod-Zeiten der Gruppen 1 und 2 (transgene Mause) im

Wochenverlauf und zu ausgewéahlten Zeitpunkten

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Rotarod-Zeiten der

behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2).
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3.2.5 Krankheitsbeginn

Der Krankheitsbeginn der transgenen M&use konnte noch vor klinisch sichtbaren
Zeichen anhand von deren Leistungen im Rotarod-Versuch festgestellt werden. Da-
bei war der Zeitpunkt, zu dem die transgenen Mause die vorgegebene Zeit von 300s
auf dem Rotarod innerhalb von drei Versuchen nicht mehr schafften, als der Zeit-

punkt des Beginns der Symptomatik und damit der Erkrankung definiert.
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Kurve fur den Beginn der Symptomatik bei den transgenen
Méausen

Der Beginn der Symptomatik und damit der Erkrankung bei den behandelten transgenen Méausen
(Gruppe 1) unterschied sich nicht signifikant von dem der nicht behandelten transgenen Mause
(Gruppe 2).

Der Beginn der Symptomatik der transgenen Mause schwankte zwischen 68 und 141
Tagen. Im Mittel lag dieser bei 114+17 Tagen®, wobei die Mause der Gruppe 1 (be-
handelte transgene Mause) mit 115+14 Tagen etwas spater erkrankten als die der
Gruppe 2 (nicht behandelte transgene Mause) mit 113+19Tagen. Ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Erkrankungsbeginn der Gruppe 1 und dem der Gruppe 2
bestand jedoch nicht (p=0,85978) (s. Abb. 25).

¥ Die Angaben beziehen sich auf den Mittelwert und die Standardabweichung.
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3.2.6 Uberlebenszeit
Die Uberlebenszeit der transgenen Mause war gemalR den Regelungen des

Tierschutzgesetzes durch drei verschiedene Endpunktkriterien begrenzt. Von den

drei Endpunktkriterien wurde nur der Verlust motorischer Fahigkeiten bertcksichtigt.
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurve fur die Uberlebenszeit der transgenen Mause
Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Uberlebenszeit der behandelten (Gruppe 1 mit

134 Tagen) und nicht behandelten transgenen Mause (Gruppe 2 mit 135 Tagen) (p=0,76481).

Die Uberlebenszeiten der Mause schwankten zwischen 117 und 153 Tagen. Im Mit-

tel lag diese bei 134+9Tagen®, wobei die Mause der Gruppe 1 (behandelte transge-

ne Mause) mit 135+8 Tagen etwas langer Uberlebten als die der Gruppe 2 (nicht be-

handelte transgene Méause) mit 133+10 Tagen.

Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Uberlebenszeit der beiden Gruppen war
allerdings nicht feststellbar (p=0,76481) (s. Abb. 26).

* Die Angaben beziehen sich auf den Mittelwert und die Standardabweichung.
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4 Diskussion

4.1 Behandlungsergebnis

Das Ziel dieser Studie war mithilfe verschiedener Versuche (Laufrad-, Grip-Strength-
und Rotarod-Versuch) zur Uberpriifung der motorischen Fahigkeiten von Mausen zu
zeigen, dass hSOD1-transgene Mause von einer Behandlung mit dem Proteinaggre-
gationshemmestoff anle138b hinsichtlich ihres Erkrankungsbeginns und -verlaufs so-
wie ihrer Uberlebenszeit profitieren. Die Auswertung der Versuche ergab jedoch,
dass anle138b weder eine Verzogerung des Erkrankungsbeginns bzw. -verlaufs
noch einen Uberlebensvorteil fir die hSOD1-transgenen Mause (Gruppe 1) gegen-

Uber den nicht behandelten hSOD1-transgenen Mausen (Gruppe 2) bewirkte.

4.1.1 Motorische Fahigkeiten

Die Leistungen der mit anle138b behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) im Lauf-
rad-Versuch und deren Leistungen im Grip-Strength- sowie im Rotarod-Versuch un-
terschieden sich zu fast keinem Zeitpunkt signifikant von den Leistungen der nicht
behandelten transgenen Mause (Gruppe 2). Die Leistungen der behandelten trans-
genen Mause im Laufrad-, Grip-Strength- und Rotarod-Versuch nahmen ab der 10.
bzw. 11. Woche des Untersuchungszeitraums mit Beginn der Erkrankung im Alter
von 114+17 Tagen®* genauso wie die Leistungen der nicht behandelten transgenen
Mause kontinuierlich ab. Bei den Wildtyp-Mausen (Gruppe 3 und 4), die nicht er-
krankten, kam es zu keinem Leistungseinbruch. Die Behandlung mit anle138b hatte
demnach keinen positiven Einfluss auf die motorischen Fahigkeiten und damit den

Krankheitsverlauf der transgenen Mause

4.1.1.1 Laufrad-, Grip-Strength- und Rotarod-Versuch

Schlaffe sowie spastische Paresen der Extremitdtenmuskulatur sind ein relativ spezi-
fisches Merkmal der ALS (Brooks 1994, Brooks et al. 2000) und gehen mit entspre-
chenden motorischen Defiziten, wie z.B. Gangschwierigkeiten, einher. Durch die kon-
tinuierliche Erfassung der Laufleistung mithilfe des Laufrad-Versuchs, insbesondere
der wochentlich zurtickgelegten Gesamtdistanz und der dabei erreichten Maximalge-
schwindigkeit, lasst sich der erkrankungsbedingte Verlust der motorischen Féahigkei-

ten bei hSOD1-transgenen Mausen daher gut abbilden.

* Die Angaben beziehen sich auf den Mittelwert und die Standardabweichung.
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Aus diesem Grund stellt der Laufrad-Versuch auch einen geeigneten Test zur Uber-
prifung des Einflusses neuer Therapien auf die motorischen Fahigkeiten hSOD1-
transgener Mause und damit deren Wirksamkeit bei der ALS dar (Gurney 1997).

In der vorliegenden Studie hatte die Behandlung mit anle138b keine Auswirkung auf
die Laufleistung und damit die motorischen Fahigkeiten von hSOD1-transgenen
Mausen. In einer vergleichbaren Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1996 wurde
die Erfassung der Laufleistung hSOD1-transgener Mause zur Uberprifung der the-
rapeutischen Wirksamkeit von Vitamin E, Riluzol sowie Gabapentin eingesetzt. Bei
den transgenen Mausen, die mit Vitamin E behandelt wurden, konnte mithilfe des
Laufrad-Versuchs eine Verzogerung des Krankheitsbeginns sowie der Krankheits-
progression nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit Riluzol bzw. Gaba-
pentin wurden der Krankheitsbeginn und die Krankheitsprogression bei den transge-
nen Mausen nicht beeinflusst, dafiir aber deren Uberlebenszeit verlangert (Gurney et
al. 1996). In einer anderen Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1998 diente die
Erfassung der Laufleistung der Untersuchung des Einflusses von Riluzol auf die mo-
torischen Fahigkeiten hSOD1-transgener Mause im Erkrankungsverlauf, wobei mithil-
fe des Laufradversuchs eine langere Erhaltung der motorischen Fahigkeiten der
transgenen Mause durch Riluzol belegt werden konnte (Gurney et al. 1998).

Dariiber hinaus wurden die Leistungen der M&use im Grip-Strength- sowie im
Rotarod-Versuch als Parameter fiir deren motorische Féahigkeiten herangezogen.
Sowohl das Grip-Strength-Meter als auch das Rotarod werden haufig in préaklini-
schen Studien, vor allem bei Ratten und M&ausen, eingesetzt, wobei der Rotarod-
Versuch der am weitesten verbreitete und meistakzeptierte Test zur Untersuchung
neuer Therapien in der tierexperimentellen Forschung ist (Miana-Mena et al. 2005,
Weydt et al. 2003). Hinsichtlich des Rotarod-Versuchs muss jedoch bertcksichtigt
werden, dass koordinatorische Defizite ein Hinweis auf zerebellare L&sionen sind,
die bei der ALS nicht auftreten, sodass mit dem Rotarod-Versuch im Gegensatz zum
Grip-Strength-Versuch nur indirekt motorische Defizite hinsichtlich Kraft und Ausdau-
er nachgewiesen werden kdnnen. Hinzu kommt, dass Mause etwas Zeit bendtigen,
um das Laufen auf dem Rotarod zu erlernen (Weydt et al. 2003). Um niedrige Mess-
werte zu vermeiden, sollten Mause vor der Durchfihrung des Rotarod-Versuchs im
Rahmen einer Studie einem Training unterzogen werden. Um nicht zu hohe Mess-
werte zu erhalten, ist bei der Wahl des konstanten Geschwindigkeitsmodus des
Rotarod eine Zeitvorgabe erforderlich (Jones and Roberts 1968). In der vorliegenden
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Studie betrug die Zeitvorgabe bei einer konstanten Geschwindigkeit von 15U/min
300s, allerdings erhielten die Mause vor Beginn der Studie kein Training, was erklart,
dass einige Mause in den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums noch
Schwierigkeiten hatten, die Zeitvorgabe zu erreichen. Im Rotarod-Versuch zeigte
sich mit Beginn der Erkrankung eine Abnahme der Leistungen sowohl der behandel-
ten (Gruppe 1) als auch der nicht behandelten transgenen Méause (Gruppe 2) gegen-
Uber den Wildtyp-Mausen (Gruppen 3 und 4) aber zu keinem Zeitpunkt ein signifikan-
ter Unterschied zwischen den transgenen Mausen (Gruppen 1 und 2).

In ahnlichen Studien von Weydt et al. aus dem Jahr 2003 und Miana-Mena et al. aus
dem Jahr 2005 nahmen die Leistungen von unbehandelten hSOD1-transgenen Mau-
sen im Rotarod-Versuch verglichen mit denen von Wildtyp-M&ausen im Alter von 105
bzw. 98 Tagen ab* (Miana-Mena et al. 2005, Weydt et al. 2003).

Die Leistungen der behandelten transgenen Mause (Gruppe 1) im Grip-Strength-
Versuch unterschieden sich wie deren Leistungen im Laufrad- und im Rotarod-
Versuch zu keinem Zeitpunkt signifikant von den Leistungen der nicht behandelten
transgenen Mause (Gruppe 2). Sowohl die Griffkraft der behandelten als auch die
der nicht behandelten transgenen Mause nahm ab der 5. bzw. 6. Woche des Unter-
suchungszeitraums ab, fiel aber erst ab der 10. bzw. 11. Woche mit Beginn der Er-
krankung deutlich gegeniber der Griffkraft der Wildtyp-Mause (Gruppen 3 und 4) ab.
Eine Erklarung dafir, dass die Leistungen der transgenen Mause im Grip-Strength-
Versuch schon vor dem Beginn der Erkrankung abnahmen und schwacher waren als
die Leistungen der Wildtyp-Mause, kdonnte zum einen sein, dass die transgenen
Méuse kleiner und leichter und dementsprechend weniger kraftig als die Wildtyp-
Mause waren. Zum anderen konnte eine friihzeitige Reduktion der Muskelkraft bei
den transgenen Mausen zu den schwacheren Leistungen gefiuhrt haben.

In einer Studie von Canton et al. aus dem Jahr 1998 wird von einer reduzierten Mus-
kelkraft bei unbehandelten hSOD1-transgenen M&usen bereits im Alter von 35 Ta-
gen berichtet. In dieser Studie nahm die Griffkraft der transgenen Mause im Verlauf
der Erkrankung im Alter von 120 bis 140 Tagen verglichen mit der Griffkraft von Wild-
typ-Mausen signifikant ab. Dieser Abfall setzte sich bis zu deren Tod im Alter von
155 bis 159 Tagen fort (Canton et al. 1998).

% In den beiden Studien betrug die Zeitvorgabe 180s bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von
15U/min.
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Zusammengefasst zeigen nicht nur die Ergebnisse des Laufrad-, Grip-Strength- so-
wie Rotarod-Versuchs sondern auch die Vergleiche mit den anderen Studien, dass
die motorischen Féahigkeiten der transgenen Mause durch die Behandlung mit an-

1e138b in keiner Hinsicht beeinflusst werden konnten.

4.1.2 Gewicht

Die Gewichtsverlaufe der behandelten (Gruppe 1) und nicht behandelten transgenen
Mause (Gruppe 2) unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Beide Gruppen
verloren mit dem Beginn der Erkrankung im Alter von 114+17 Tagen® gleicherma-
Ben an Gewicht, was dafur spricht, dass die mit der Erkrankung einhergehende Mus-
kelatrophie bei den transgenen Mausen von der Behandlung mit anle138b unbeein-
flusst blieb. Verglichen mit den Wildtyp-Mausen (Gruppen 3 und 4) waren die trans-
genen Mause (Gruppen 1 und 2) schon zu Beginn der Gewichtsmessung im Alter
von 35 Tagen leichter.

In der Studie von Miana-Mena et al. aus dem Jahr 1995 wogen unbehandelte
hSOD1-transgene M&ause bereits im Alter von 14 Tagen signifikant weniger als Wild-
typ-Méause und verloren ab einem Alter von 95 Tagen an Gewicht (Miana-Mena et al.
2005). Weydt et al. konnten in der Studie aus dem Jahr 2003 bei unbehandelten
hSOD1-transgenen Mausen ab einem Alter von 91 Tagen einen deutlichen Ge-
wichtsverlust nachweisen (Weydt et al. 2003). Die Vergleiche mit diesen beiden Stu-
dien deuten ebenfalls darauf hin, dass anle138b keinen Einfluss auf die Muskelatro-
phie der transgenen Mause hatte.

Dartber hinaus ergab der Vergleich der Gewichtsverlaufe der behandelten (Gruppe
3) und nicht behandelten Wildtyp-Mause (Gruppe 4) keine signifikanten Gewichtsun-
terschiede, die fir einen anabolen Effekt von anle138b sprechen wirden.

4.1.3 Krankheitsbeginn und Uberlebenszeit

Die Behandlung mit anle138b hatte weder Einfluss auf den Erkrankungsbeginn noch
auf die Uberlebenszeit der behandelten transgenen Mause. Es zeigte sich keine Ver-
zbgerung des Symptombeginns und auch keine Verlangerung der Uberlebenszeit bei
den behandelten transgenen Mausen (Gruppe 1) verglichen mit den nicht behandel-
ten transgenen Mausen (Gruppe 2). Die behandelten transgenen Mause wurden im

Alter von 11514 Tagen symptomatisch und Uberlebten 1358 Tage, wahrend die

% Die Angaben beziehen sich auf den Mittelwert und die Standardabweichung.
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nicht behandelten transgenen Mause im Alter von 113£19 Tagen symptomatisch
wurden und 133+10 Tage Uberlebten.

Die gro3e Variabilitat des Krankheitsbeginns zwischen 68 und 141 Tagen und der
Uberlebenszeiten zwischen 117 und 153 Tagen bei den transgenen Mausen in der
vorliegenden Studie wurde fur das G93A-Mausmodell und den Hintergrundstamm
B6SJL in einer Studie von Heiman-Patterson et al. aus dem Jahr 2005 schon einmal
ahnlich beschrieben. In dieser Studie schwankten der Erkrankungsbeginn hSOD1-
transgener Mause zwischen 70 und 90 Tagen und die Uberlebenszeit zwischen 102
und 166 Tagen. Die Schwankungen wurden auf die genetische Heterogenitat der
Méause zuruckgefuhrt, die einerseits mit der Erzeugung des Transgenitat einherging
und andererseits durch die genetische Heterogenitat der beiden Hintergrundstdmme
(SJL/J=SJL und C57BL/6J=B6) bedingt war (Heiman-Patterson et al. 2005).

Fir das G93A-Mausmodell wurden von Chiu et al. in einer Studie aus dem Jahr 1995
der Erkrankungsbeginn im Alter von 90 Tagen und die Uberlebenszeit mit 136 Tagen
angegeben (Chiu et al. 1995). Ahnliche Daten mit einem Erkrankungsbeginn im Alter
von 80 Tagen und Uberlebenszeiten von hochstens 187 Tagen stammen von Dal
Canto und Gurney in einer Studie aus dem Jahr 1995 (Dal Canto and Gurney 1995)
und wurden in weiteren Studien verifiziert (Canton et al. 1998, Heiman-Patterson et
al. 2005, Miana-Mena et al. 2005, Scott et al. 2008).

Der Vergleich der Ergebnisse dieser Studien mit denen der vorliegenden Studie
zeigt, dass die Behandlung der transgenen Mause mit anle138b keine Verzbégerung
des Erkrankungsbeginns und Verlangerung der Uberlebenszeit bewirkte.

Zur Feststellung des Erkrankungsbeginns wurden die transgenen Mause regelméaRig
auf das Vorliegen eines Tremors ihrer Hinterlaufe untersucht, der als eines der ers-
ten motorischen Symptome den Beginn der Erkrankung anzeigt (Gurney et al. 1996).
Da diese Methode allerdings sehr subjektiv ist und zudem viel Erfahrung auf Seiten
des Untersuchers erfordert (Miana-Mena et al. 2005, Weydt et al. 2003), sollte der
Krankheitsbeginn bei den transgenen M&usen anhand von deren Leistungen im
Laufrad- bzw. Rotarod-Versuch bestimmt werden. Dies ist zum einen objektiver und
zum anderen sensitiver als die Untersuchung der transgenen Mause, denn dadurch
kann noch vor dem Auftreten von klinischen Zeichen der Beginn der Erkrankung bei
den transgenen Mausen festgestellt werden. Zudem ist der Verlust von motorischen

Fahigkeiten ein relativ spezifisches Zeichen fir die ALS (Weydt et al. 2003).
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Die Laufleistung stellte sich jedoch im Verlauf der Studie als ungeeigneter Parameter
fur die Bestimmung des Erkrankungsbeginns bei den verwendeten transgenen Mau-
sen heraus. Einige Mause erbrachten so schwankende oder aber kaum messbare
Laufleistungen, dass bei diesen anhand der Laufleistung kein Zeitpunkt fir den Er-
krankungsbeginn bestimmt werden konnte. Deshalb wurde der Zeitpunkt des Erkran-
kungsbeginns als der Zeitpunkt definiert, zu dem die Mause die vorgegebene Zeit auf
dem Rotarod in drei Versuchen nicht mehr schafften.

Die objektivste und sensitivste Methode zur Erkennung des Erkrankungsbeginns bei
transgenen Mausen stellt die Gewichtsmessung dar. Ein Gewichtsverlust ist jedoch
ein relativ unspezifisches Zeichen fur die ALS, da dieser auch andere krankheitsun-
abhangige Ursachen haben kann (Weydt et al. 2003).

Die Uberlebenszeit der transgenen Mause war gemal den Regelungen des Tier-
schutzgesetzes durch drei verschiedene Endpunktkriterien begrenzt. Von den drei
vor Beginn der Studie festgelegten Endpunktkriterien kam in dieser Studie allerdings
nur eines zum Einsatz. Mit dem Verlust der motorischen Fahigkeiten, d.h. der Fahig-
keit der transgenen Mause, sich innerhalb von 10s aus einer durch die Versuchslei-
tung hervorgerufenen Seitenlage zuriick in die Ausgangsposition auf vier Pfoten zu
drehen, konnte, wie bereits friihere Studien gezeigt haben®’, das Endstadium der Er-
krankung zuverlassig festgestellt werden (Gurney et al. 1996, Gurney 1997, Gurney
et al. 1998, Heiman-Patterson et al. 2005, Scott et al. 2008).

Die beiden anderen Endpunktkriterien, der Gewichtsverlust von mehr als 10% inner-
halb einer Woche, ein Endpunktkriterium, das in ahnlicher Form auch in der Studie
von Weydt et al. aus dem Jahr 2003 zum Einsatz kam (Weydt et al. 2003) *8, und die
Abnahme der Laufleistung auf 10% der individuell erreichten Maximalleistung
(Gurney 1997), wurden nicht angewandt. Ein Grund dafur war, dass der Verlust der
motorischen Fahigkeiten friher auftrat als der Gewichtsverlust von mehr als 10% in-
nerhalb einer Woche. Ein anderer war, dass die Abnahme der Laufleistung auf 10%
der individuell erreichten Maximalleistung bei einigen Mausen nicht zu ermitteln war,
da diese wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums kaum messbare Laufleis-

tungen erbracht hatten.

" In der Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1996 sowie den Studien von Heiman-Patterson et al.
aus dem Jahr 2005 und Scott et al. aus dem Jahr 2008 wurden den Mausen 30s Zeit gegeben, sich
aus der Seitenlage wieder aufzurichten. In der Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1998 gab es
keine zeitliche Begrenzung.

* In dieser Studie war ein Gewichtsverlust von mehr als 20% als Endpunktkriterium definiert.
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4.2  Studiendesign

4.2.1 Versuchstiere (hSOD1-Mausmodell)

Das in der vorliegenden Studie eingesetzte hSOD1-Mausmodell, bei dem die trans-
genen M&use eine mutierte Form der humanen SOD1 exprimieren und daraufhin ei-
ne der humanen ALS &hnliche Motoneuronerkrankung auspragen (Gurney 1994),
stellte bis vor wenigen Jahren noch das einzige geeignete Tiermodell zur Entwick-
lung neuer Therapien fur die ALS dar. Die in dieser Studie verwendeten transgenen
Mause waren heterozygote Trager der am haufigsten fir Forschungszwecke ver-
wendeten G93A-Mutation des humanen SOD1-Gens mit einer Expression von 20 bis
30 Genkopien (Andersen 2006). Durch die hohe Anzahl an Genkopien mit einer ho-
hen Expressionsrate der humanen SOD1 entwickeln die Mause bereits im Alter von
drei bis vier Monaten erste motorische Symptome und erreichen im Alter von etwa
funf Monaten das Endstadium der Erkrankung (Chiu et al. 1995, Gurney et al. 1994).
Eine Problematik dieses Modells stellt die hohe Anzahl von 20 bis 30 Genkopien bei
den transgenen Mausen dar. Diese fuhrt zwar zu einem frilhen Beginn sowie ra-
schen Fortschreiten der Erkrankung und ist damit hinsichtlich des Zeitaufwands und
der Kosten fur Forschungszwecke attraktiv, geht allerdings auch mit einigen histolo-
gischen Unterschieden zur humanen ALS einher, bei der die Expressionsrate der
SOD1 wesentlich niedriger als bei den transgenen Mausen ist (Andersen 2006,
Gurney 1997, Shibata 2001).

Bei den verwendeten transgenen Mausen treten im Gegensatz zur humanen ALS
beispielsweise vakuoldre Veranderungen in den Motoneuronen des Ruckenmarks
und Hirnstamms auf. Das Fehlen von vakuolaren Veranderungen bei der humanen
ALS konnte allerdings damit erklart werden, dass diese nur im Anfangsstadium der
ALS zu sehen sind, das bei der humanen ALS nicht untersucht werden konnte.

Bei hSOD1-transgenen Mausen, die lediglich eine oder wenige Kopien des humanen
SOD1-Gens aufweisen, sind jedoch, wie bei der humanen ALS, histologisch keine
vakuolaren Veradnderungen nachweisbar. Zudem wiuirde die niedrigere Anzahl an
Genkopien bei diesen Mausen zu einem spateren Erkrankungsbeginn und langeren
Erkrankungsverlauf fuhren (Gurney 1997, Shibata 2001) und die humane ALS damit
besser repréasentieren. Allerdings wirde der Krankheitsverlauf bei diesen Mausen mit
einer Uberlebenszeit von bis zu einem Jahr einen erheblich gréReren Zeitaufwand
und wesentlich mehr Kosten verursachen, sodass dieses Modell in der ALS-

Therapieforschung kaum zum Einsatz kommt (Gurney 1997). Auch in der
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vorliegenden Studie wurde deshalb, wie in vielen anderen Studien, auf transgene
Mause mit einer hohen Anzahl an Genkopien zurtickgegriffen (Heiman-Patterson et
al. 2005, Scott et al. 2008, Smittkamp et al. 2008).

Der Hintergrundstamm B6SJL aus dem Jackson Laboratory, der in der vorliegenden
Studie bei der Zuchtung der Mause zum Einsatz kam, wurde schon in zahlreichen
anderen Studien verwendet (Canton et al. 1998, Gurney et al. 1996, Gurney et al.
1998, Scott et al. 2008, Smittkamp et al. 2008). Die Auswahl dieses Hintergrund-
stamms konnte allerdings nicht nur das Verhalten sondern auch den Krankheitsver-
lauf der Mause in der vorliegenden Studie beeinflusst haben (Karl et al. 2003).

In der Studie von Heiman-Patterson et al. aus dem Jahr 2005 wird fir hSOD1-
transgene Mause des kongenen Hintergrundstamms SJL ein schwererer und fir
Mause des kongenen Hintergrundstamms B6 ein milderer Phanotyp als fir Mause
des Hintergrundstamms B6SJL beschrieben. Neben dem Einfluss verschiedener
Hintergrundstdmme (B6SJL, SJL, B6) auf den Phanotyp wurde in dieser Studie der
Einfluss des Geschlechts auf das Uberleben hSOD1-transgener Mause untersucht.
Dabei zeigte sich, dass Mause des Hintergrundstamms B6SJL, vergleichbar mit den
Uberlebenszeiten der transgenen Mause der vorliegenden Studie, durchschnittlich
130 Tage uberlebten, wobei weibliche Mause signifikant l&anger Uberlebten als
mannliche. Mause des Hintergrundstamms SJL Uberlebten signifikant kirzer als
Mause des Hintergrundstamms B6SJL und wiesen dazu einen noch deutlicheren
Geschlechterunterschied auf. Mause des Hintergrundstamms B6 Uberlebten
dagegen signifikant langer als Mause des Hintergrundstamms B6SJL, wobei kein
Geschlechterunterschied feststellbar war (Heiman-Patterson et al. 2005).

In einer Studie von Veldink et al. aus dem Jahr 2003 stellte sich zudem heraus, dass
weibliche Mause signifikant spater erkrankten als mannliche (Veldink et al. 2003).

Die beiden Studien von Heiman-Patterson et al. und Veldink et al. haben gezeigt,
dass sowohl das Geschlecht als auch der Hintergrundstamm Einfluss auf den
Erkrankungsbeginn sowie die Uberlebenszeit hSOD1-transgener Mause haben. Dies
muss bei der Interpretation von Studien bertcksichtigt werden, um zu vermeiden,
dass Unterschiede hinsichtlich des Krankheitsverlaufs transgener Mause, die einer
bestimmten Therapie zugeschrieben werden, nicht durch den Hintergrundstamm
oder das Geschlecht der verwendeten Mause bedingt sind.

In der vorliegenden Studie wurden ausschlieBlich weibliche Mause des
Hintergrundstamms B6SJL eingesetzt, weil fiir diese die langsten Uberlebenszeiten
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beschrieben worden waren. Dadurch sollten mégliche Unterschiede im Hinblick auf
die Uberlebenszeiten der verschiedenen Gruppen deutlicher sein.

In der tierexperimentellen Forschung werden mannliche Versuchstiere haufig
weiblichen vorgezogen. Als Begrindung dafur wird angefihrt, dass weibliche
Versuchstiere einen Hormonzyklus haben, auf den bestimmte physiologische
Verhaltensweisen zurtickzufuhren sind, die bei mannlichen nicht zu beobachten sind
und starker schwankende Versuchsergebnisse hervorrufen. Dies konnte bisher
jedoch in keiner Studie belegt werden (Zucker and Beery 2010).

In der vorliegenden Studie wurden, wie in einer ahnlichen Studie von Smittkamp et
al. aus dem Jahr 2008, nur weibliche Mause verwendet (Smittkamp et al. 2008). Um
eine geschlechteribergreifende Aussage bezuglich der Wirksamkeit der Behandlung
mit anle138b treffen zu kénnen, ware eine weitere Studie nétig, in der ausschlief3lich
mannliche Mause einer Behandlung mit anle138b unterzogen werden mussten.

In anderen Studien kamen sowohl mannliche als auch weibliche Mause zum Einsatz,
die allerdings aufgrund physiologischer, geschlechtsbedingter Unterschiede, nicht
direkt miteinander verglichen werden konnten (Gurney et al. 1998, Miana-Mena et al.
2005, Scott et al. 2008, Weydt et al. 2003). Einerseits sind méannliche Mause
schwerer und auch kraftiger als weibliche Mause. Andererseits weisen mannliche
Méause einen friheren Erkrankungsbeginn und kurzeren Erkrankungsverlauf als
weibliche Mause auf (Miana-Mena et al. 2005, Veldink et al. 2003). Demnach wirden
jegliche Unterschiede hinsichtlich der motorischen Fahigkeiten bzw. des
Krankheitsverlaufs bei einem direkten Vergleich von mannlichen und weiblichen
Méausen immer dem Einfluss des Geschlechts unterliegen.

Im Gegensatz zu den Leistungen der transgenen Mause im Grip-Strength- und im
Rotarod-Versuch, die nur einmal woéchentlich durchgefihrt wurden, war die
Laufleistung, die kontinuierlich erfasst wurde, grol3en Schwankungen unterworfen.
Diese Schwankungen kénnten hormonell bedingt gewesen sein (Zucker and Beery
2010). Dazu passt, dass einige Mause im Verlauf der Studie, mit der Streu Nester in
den Laufradern bauten, sodass sich diese nicht mehr drehen konnten.

In einer Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1998 waren die Laufleistungen
weiblicher Mause allerdings besser als die mannlicher Mause (Gurney et al. 1998),
was eher dafir spricht, dass bestimmte Eigenschaften des Hintergrundstamms
B6SJL fur die Schwankungen der Laufleistungen in dieser Studie verantwortlich zu

machen sind.
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Bei der Beobachtung des Verhaltens der transgenen Mause in der vorliegenden Stu-
die fiel zudem auf, dass diese deutlich nervoser und dementsprechend auch aktiver
als die Wildtyp-Mause waren. Dies konnte eine Erklarung fur die besseren Laufleis-
tungen der transgenen Mause, vor allem die hohere Anzahl an Laufen und die héhe-
re Gesamtlaufzeit sowie die gréf3eren Distanzen, insbesondere in den ersten zehn
Wochen des Untersuchungszeitraums vor Beginn der Erkrankung sein. AufRerdem
konnte dieses Verhalten ein Grund fur die langere Gewdhnung der transgenen Mau-
se an das Rotarod gewesen sein, die sich in den schwacheren Leistungen der trans-
genen Mause gegentber den Wildtyp-Mausen im Rotarod-Versuch in den ersten
Wochen des Untersuchungszeitraums widerspiegelt.

In einer Studie von Leichsenring et al. aus dem Jahr 2006 waren bei hSOD1-
transgenen Mausen bereits vermehrt angstbasierte Verhaltensweisen aufgefallen
(Leichsenring et al. 2006).

4.2.2 Statistische Methoden

Die Versuchsdaten wurden neben Log-Rank Tests mittels einer parametrischen bzw.
einer nichtparametrischen Varianzanalyse auf statistische Signifikanz Uberprift. Far
die Auswertung von Daten mithilfe dieser Verfahren sind ausreichend grol3e
Untersuchungsgruppen nétig, damit Schwankungen innerhalb einer Gruppe aufgrund
interindividueller Unterschiede beim Vergleich der Gruppen untereinander nicht ins
Gewicht fallen (Karl et al. 2003). Bei tierexperimentellen Studien sollte eine
Untersuchungsgruppe aus mindestens zehn Mausen bestehen (Crawley 1999). Da
im Hinblick auf die Laufleistung interindividuell gréRere Schwankungen zu erwarten
waren, wurde in der vorliegenden Studie eine Gruppengréf3e von 20 Mausen
gewahlt. Die Schwankungen der Laufleistungen der in der vorliegenden Studie
verwendeten Mause waren jedoch viel gro3er als in &hnlichen Studien (Gurney et al.
1996, Gurney et al. 1998) und unabhangig davon, ob es sich um transgene oder
Wildtyp- bzw. behandelte oder nicht behandelte M&use handelte. Dadurch wurden
die Gruppenvergleiche schon zu Beginn des Untersuchungszeitraums beeinflusst.
Da die GruppengréRen im Verlauf der Studie aufgrund der unterschiedlich langen
Krankheitsverlaufe der transgenen Mause nicht konstant blieben, wurde der Einfluss
dieser  Schwankungen auf die  Gruppenvergleiche am Ende des
Untersuchungszeitraums noch grofier.

Mit der Abnahme der Gruppengrof3en im Verlauf der Studie lasst sich auch der un-

erwartete Gewichts- bzw. Leistungsabfall der nicht behandelten Wildtyp-Mause
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(Gruppe 4) in der letzten Woche des Untersuchungszeitraums erklaren. In dieser
Gruppe waren am Ende nur noch Mause ubrig, die im gesamten Untersuchungszeit-
raum schon leichter waren bzw. schwachere Leistungen erbracht hatten. Aul3erdem
kann die Gewichts- bzw. Leistungsstagnation der nicht behandelten transgenen
Mause (Gruppe 2) in den letzten Wochen des Untersuchungszeitraums auf die Ab-
nahme der Gruppengrof3en zurickgefuhrt werden. Allerdings waren in dieser Gruppe
zuletzt nur noch Mause ubrig, die im gesamten Untersuchungszeitraum schon
schwerer waren bzw. bessere Leistungen erbracht hatten.

Die Abnahme der GruppengréRen war auch der Grund dafiir, dass die letzten beiden
Wochen des Untersuchungszeitraums (16. und 17. Woche) nicht ausgewertet wer-
den konnten, weil die Anzahl an Mausen pro Gruppe zu gering war.

4.3 Anlel38b und die Proteinaggregationshypothese

Die Grundlage fir diese Studie bildete die Hypothese, dass die Aggregation des
Proteins SOD1 die Ursache fir die Motoneuronendegeneration bei der ALS und die
dadurch bedingten motorischen Symptome darstellt (Soto 2003). Die Hemmung der
SOD1-Aggregatbildung sollte demnach die motorischen Féhigkeiten und den
Krankheitsverlauf von hSOD1-transgenen Mausen positiv beeinflussen und
maoglicherweise auch einen neuroprotektiven Effekt aufweisen. Die Behandlung der
transgenen Mause mit dem Proteinaggregationshemmstoff anlel38b in der
vorliegenden Studie hatte jedoch keine Auswirkungen auf deren motorische
Fahigkeiten oder deren Krankheitsverlauf. Daher ist anzunehmen, dass durch die
Hemmung der SOD1-Aggregatbildung die Degeneration der Motoneurone in den
transgenen Mausen nicht verhindert werden konnte. Mdgliche neuroprotektive
Eigenschaften von anlel38b wurden in der vorliegenden Studie nicht n&her
untersucht, erscheinen damit aber auch eher unwahrscheinlich.

Ein Grund daflr, dass anlel38b in der vorliegenden Studie keine Wirkung zeigte,
kbnnte sein, dass die Aggregatbildung nicht die einzige Ursache fur die
Motoneuronendegeneration bei der ALS sondern nur die Endstrecke
unterschiedlicher Pathomechanismen darstellt. Die alleinige Hemmung der
Proteinaggregation ware dementsprechend nicht ausreichend, um die
Motoneuronendegeneration und damit die motorischen Fahigkeiten bzw. den
Krankheitsverlauf von hSOD1-trangenen Mausen zu beeinflussen.

Vorangegangene Untersuchungen mit anle138b in Mausmodellen fur die Prion- und
die Parkinsonerkrankung deuten darauf hin, dass die Proteinaggregate bei der ALS
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nicht die entscheidende pathophysiologische Bedeutung haben wie die Protein-
aggregate bei diesen Erkrankungen. Im Unterschied zu der vorliegenden Studie
konnte in Studien mit den Mausmodellen fur die Prion- bzw. die Parkinsonerkrankung
eine signifikante Uberlebenszeitverlangerung bzw. eine Reduktion
krankheitsassoziierter ~ Verhaltensdefizite sowie eine  Verlangerung des
krankheitsfreien Uberlebens durch eine Behandlung mit anle138b erreicht werden. In
vitro war bei der Parkinsonerkrankung eine Hemmung der Bildung von a-Synuclein-
Aggregaten und bei der Prionerkrankung eine Hemmung der Bildung von
Prionproteinaggregaten durch anle138b nachweisbar (Daten der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. C. Griesinger). Da in vitro bisher keine Hemmung der SODI1-
Aggregatbildung durch anlel38b nachgewiesen konnte, ist nicht auszuschliel3en,
dass die SOD1-Aggregatbildung bei der ALS im Gegensatz zu der
Proteinaggregation bei der Prion- und der Parkinsonerkrankung aufgrund
struktureller Unterschiede der Aggregate durch anlel38b nicht gehemmt werden
konnte und deshalb kein Effekt im hSOD1-Mausmodell nachweisbar war.

In einer Studie von Kerman et al. aus dem Jahr 2010 zeigte sich, dass sowohl die
Proteinaggregate bei der SOD1-assoziierten ALS als auch die Proteinaggregate bei
der sporadischen ALS keine amyloiden Strukturen wie z.B. die Proteinaggregate bei
der Parkinsonerkrankung sondern ungeordnete, amorphe Aggregate bildeten
(Kerman et al. 2010).

Es konnte allerdings auch sein, dass die Proteinaggregation gar nicht die Ursache flr
die Degeneration der Motoneurone sondern nur eine Begleiterscheinung oder sogar
einen protektiven Mechanismus bei der ALS darstellt (Lansbury and Lashuel 2006).
Die Hypothese, dass die Proteinaggregate nur eine Begleiterscheinung bei der ALS
darstellen, wéare mit der vorliegenden Studie in Einklang zu bringen, da der
Krankheitsverlauf der transgenen Mause durch die Behandlung mit dem
Proteinaggregationshemmstoff anle138b unbeeinflusst blieb, wohingegen fur die
Hypothese, dass die Proteinaggregate einen protektiven Mechanismus bei der ALS
darstellen, ein negativer Einfluss auf den Krankheitsverlauf der transgenen Mause
durch die Behandlung mit einem Proteinaggregationshemmstoff zu erwarten
gewesen ware. Dies war nicht der Fall war, sodass diese Hypothese
unwahrscheinlich ist.

In Betracht gezogen werden muss aul3erdem, dass anlel38b aufgrund der
Dosierung des Wirkstoffs keinen Effekt hatte. Anle138b wurde bereits mehrfach an
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Mausen getestet und zeigte dabei in therapeutischer Dosierung eine gute orale
Bioverfugbarkeit sowie ZNS-Gangigkeit. Die vorliegende Studie bestatigte, dass
anle138b in Mausen keinerlei Toxizitat hervorruft und ergab zudem, dass anle138b
keine anabolen Eigenschaften aufweist. Es ist allerdings moglich, dass die in dieser
Studie gewahlte Dosierung (1mg anle138b/g Futter bei einer durchschnittlichen
Futteraufnahme von 5g/Tag pro Maus) fur die Hemmung der Proteinaggregation in
hSOD1-transgenen Mausen nicht hoch genug war bzw. dass kein fir die Hemmung
der Proteinaggregation ausreichend hoher Wirkspiegel im ZNS der transgenen
Mause erzeugt werden konnte. Um zu klaren, ob die Dosierung Einfluss auf die
Wirksamkeit von anle138b hat, missten in weiteren Studien andere Dosierungen von
anle138b bei hSOD1-transgenen Mausen getestet werden.

Dartber hinaus konnte die Wirkung von anle138b durch die Applikationsform des
Wirkstoffs beeinflusst worden sein. Anle138b war dem Futter der behandelten Mause
(Gruppe 1 und 3) beigemischt, wodurch relativ stabile Wirkspiegel im ZNS der Mause
aufgebaut werden konnen, wie sich in vorherigen Untersuchungen mit diesem
Wirkstoff (Daten der eigenen Arbeitsgruppe) sowie in ahnlichen Studien mit anderen
Wirkstoffen herausgestellt hatte (Gurney et al. 1998). Bei den transgenen Mausen,
die im Verlauf der Erkrankung trotz eines erleichterten Zugangs zu Futter nicht mehr
in demselben Mal3 wie vor Beginn der Erkrankung in der Lage waren Futter und
damit den Wirkstoff aufzunehmen, kénnte es aber zu schwankenden Wirkspiegeln
und damit eventuell zu einer Beeintrachtigung der Wirkung von anle138b gekommen
sein. Eine andere Applikationsform, durch die moglicherweise konstantere
Wirkspiegel hatten gewahrleistet werden kdnnen, wére die separate Verabreichung
des Wirkstoffs gewesen, z.B. tiber eine von aul3en in den Kéfig gegebene Spritze mit
Erdnussbutter. Dieses Vorgehen ware jedoch mit einem wesentlich gréf3eren
organisatorischen und zeitlichen Aufwand sowie einer starkeren Beeinflussung der

Mause einhergegangen und wurde daher nicht gewahlt.

4.4  Konsequenzen fur die klinische Therapieforschung

Welche Konsequenzen kénnen aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie fur die
klinische ALS-Therapieforschung gezogen werden, trotz dessen dass die
Behandlung hSOD1-transgener Mause mit dem Proteinaggregationshemmstoff
anlel38b keinen Einfluss auf deren motorische Fahigkeiten bzw. deren

Krankheitsverlauf hatte und vermutlich auch keinen neuroprotektiven Effekt aufweist?
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Das Hauptproblem in der ALS-Therapieforschung ist, dass die eigentliche Ursache
und der Pathomechanismus der ALS, insbesondere der sporadischen Form, immer
noch unbekannt sind. Bei der Entwicklung neuer Therapien konnte daher, wie in der
vorliegenden Studie, bislang nur auf Hypothesen tber den Mechanismus, der fir den
Untergang der motorischen Nervenzellen bei der ALS verantwortlich ist,
zuruickgegriffen werden. Dabei ist fraglich, ob es uberhaupt einen gemeinsamen
Pathomechanismus fur die unterschiedlichen Formen der ALS gibt und ob es
demnach Uberhaupt eine einheitliche Therapie fur die sporadische und die familiare
Form der ALS geben kann.

Derzeit kommt die einzige fur die Behandlung der ALS zugelassene Substanz Riluzol
im Kklinischen Alltag sowohl bei ALS-Patienten mit familiarer als auch sporadischer
Form zum Einsatz. Riluzol bewirkt allerdings nur eine geringe Verlangerung der
Uberlebenszeit der Patienten, wobei die Reduktion der Glutamat-induzierten
Exzitotoxizitdt von Bedeutung zu sein scheint (Bensimon et al. 1994, Lacomblez et
al. 1996). Der genaue Mechanismus, der der neuroprotektiven Wirkung von Riluzol
zugrunde liegt, ist allerdings noch unklar.

Die familiare und die sporadische Form der ALS sind klinisch nicht voneinander zu
unterscheiden (Emery and Holloway 1982) und beide durch einen fortschreitenden
Verlust motorischer Nervenzellen mit intrazellularen  Proteinablagerungen
gekennzeichnet (Brooks 1994, Brooks et al. 2000, Leigh et al. 1991). Daher wurde
angenommen, dass beiden ALS-Formen auch é&hnliche neurodegenerative
Mechanismen zugrunde liegen. Neuere Forschungsergebnisse zeigten jedoch, dass
die Fehlfaltung und Aggregation des Proteins SOD1 nur bei der familiaren, SOD1-
assoziierten Form der ALS, die nur 5 bis 10% der ALS-Falle ausmacht, nicht aber bei
der sporadischen Form der ALS mit mehr als 90% der ALS-Falle, eine zentrale Rolle
in der Pathogenese spielt (Andersen 2006, Kerman 2010, Kurland and Mulder 1955,
Mulder et al. 1986) und die experimentelle Therapieforschung unter Verwendung des
hSOD1-Mausmodells demnach nicht zwangslaufig Aufschluss Uber einen
gemeinsamen Pathomechanismus bzw. eine einheitliche Therapie der ALS geben
muss.

Dies wirft die Frage auf, ob das in der vorliegenden Studie verwendete hSOD1-
Mausmodell, das nur einen geringen Prozentsatz der ALS-Falle reprasentiert,
Uberhaupt ein geeignetes Modell fur das Studium der Pathogenese und die
Entwicklung einer Therapie der ALS ist (Van der Worp et al. 2010). Fur die Substanz
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Riluzol wurde jedoch sowohl im hSOD1-Mausmodell als auch bei ALS-Patienten eine
geringe Verlangerung der Uberlebenszeit nachgewiesen (Bensimon et al. 1994,
Gurney et al. 1996, Lacomblez et al. 1996). Eine positive Beeinflussung der
motorischen Fahigkeiten durch Riluzol konnte dagegen nur bei Mausen nicht aber
bei ALS-Patienten festgestellt werden (Gurney et al. 1998).

Bis vor wenigen Jahren war das hSOD1-Mausmodell das einzige Tiermodell, das in
der ALS-Forschung zum Einsatz kam, aber inzwischen sind auf Grundlage der bei
der ALS gefundenen Mutationen verschiedener Proteine neue Tiermodelle entwickelt
worden bzw. werden entwickelt. Ein Beispiel ist das TDP-43-Mausmodell, das nicht
nur familidre sondern auch sporadische Formen der ALS reprasentiert, und damit
eventuell besser fur die experimentelle Therapieforschung geeignet sein koénnte
(Kabashi et al. 2008, Sreedharan et al. 2008, Wegorzewska et al. 2009, Wils et al.
2010). Allerdings waren nicht nur bei TDP-43-transgenen Mausen, die eine mutierte
Form des humanen TDP-43-Proteins exprimierten, die typischen klinischen Zeichen
und die Degeneration von Motoneuronen wie bei der humanen ALS nachweisbar
sondern auch bei TDP-43-transgenen Mausen, die eine Wildtyp-Form des humanen
TDP-43-Proteins Uberexprimierten. Da Mutationen im TDP-43-Gen auch nur bei
einem Teil der familidren und sporadischen ALS-Falle nachweisbar sind (Kabashi et
al. 2008, Sreedharan et al. 2008), ist dies ein Hinweis darauf, dass das Protein TDP-
43 unabhangig von Mutationen relevant fur die ALS ist (Wils et al. 2010).

Einerseits konnte das hSOD1-Mausmodell eine Rolle dabei gespielt haben, dass bei
zahlreichen in Tierversuchen erfolgreich getesteten Substanzen in der klinischen
Erprobung die Wirkung ausblieb. Andererseits konnte dies aber auch daran liegen,
dass Tiermodelle die Pathophysiologie im Menschen haufig nur bedingt
reprasentieren.

Versuchstiere sind bei Beginn ihrer Erkrankung meist noch relativ jung und haben
zudem keine Begleiterkrankungen (Hackam 2007). Die transgenen Mause in der
vorliegenden Studie waren zu Beginn der Erkrankung im Mittel 114 Tage alt. Die
meisten ALS-Patienten erkranken dagegen im hoheren Lebensalter. Das mittlere
Erkrankungsalter bei der sporadischen Form der ALS liegt zwischen dem 55. und 65.
Lebensjahr und bei der familiaren Form um das 50. Lebensjahr (Wijesekera and
Leigh 2009). Dazu haben gerade altere ALS-Patienten haufig Begleiterkrankungen
und nehmen dementsprechend Medikamente ein, die den Verlauf sowie die Therapie
der ALS beeinflussen konnen.
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Zurzeit kann allerdings noch nicht auf Tierversuche verzichtet werden, selbst wenn
die Ergebnisse solcher Versuche nicht unmittelbar auf den Menschen Ubertragbar
sind.

In einer Studie von Perel et al. aus dem Jahr 2007 wurde die Wirksamkeit
verschiedener Therapien in klinischen Studien mit der Wirksamkeit dieser Therapien
in den entsprechenden tierexperimentellen Studien verglichen, wobei nur in der
Halfte der Falle die Ergebnisse der Tierversuche mit den Ergebnissen der klinischen
Studien ubereinstimmten. Die Forscher fuhrten dies darauf zurtick, dass die Studien
entweder systematische Fehler aufwiesen oder die Tiermodelle die humane
Erkrankung nur bedingt reprasentierten (Perel et al. 2007).

In einer anderen Studie von Hackam und Redelmeier aus dem Jahr 2006 wurden 76
Tierversuche, in denen ein praventiver oder therapeutischer Effekt einer
medikamentésen Behandlung nachgewiesen werden konnte, mit den dazugehdrigen
klinischen Studien verglichen. Dabei zeigte sich, dass nur bei einem Drittel der
Wirkstoffe, die in Tierversuchen erfolgreich getestet worden waren, der Effekt in
klinischen Studien repliziert werden konnte und ein Zehntel der Wirkstoffe spater fur
den Kklinischen Gebrauch zugelassen wurde (Hackam and Redelmeier 2006).
Hackam und Redelmeier begriindeten dies &hnlich wie Perel et al. mit methodischen
Schwachen der Studien bzw. unzureichender Reprasentativitdt der verwendeten
Tiermodelle.

AuBerdem muss die Art und Weise sowie die Dauer der Verabreichung der
Wirkstoffe bericksichtigt werden (Hackam 2007). In Tierversuchen wird, wie in der
vorliegenden Studie, mit der Gabe von Wirkstoffen meist schon vor dem Beginn der
Erkrankung bei den Versuchstieren begonnen, wahrend im klinischen Alltag,
insbesondere in klinischen Studien, erst nach definitiver Diagnosestellung und damit
haufig sehr spat therapiert wird. Eine Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1998
scheint dies zu belegen. In dieser Studie wurde durch eine friihzeitige Behandlung
hSOD1-transgener Mause mit Riluzol eine langere Erhaltung von deren motorischen
Fahigkeiten erzielt, die in klinischen Studien, in denen erst nach Diagnosestellung
anhand der El Escorial-Kriterien behandelt wurde, nicht reproduziert werden konnte
(Bensimon et al. 1994, Gurney et al. 1998, Lacomblez et al. 1996). Dabei darf jedoch
nicht aul3er Acht gelassen werden, dass die kontinuierliche Aufnahme von Riluzol
durch die transgenen Mause in dieser Studie als Futterzusatz bzw. in einer

vorherigen Studie von Gurney et al. aus dem Jahr 1996 als Zusatz zu Wasser
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gegenuber der intermittierenden Einnahme von Riluzol durch ALS-Patienten
ebenfalls Einfluss auf die unterschiedlichen Studienergebnisse gehabt haben kdnnte
(Gurney et al. 1996, Gurney et al. 1998).

Neue Wirkstoffe kdnnen aus vielen Grinden nicht direkt an Menschen getestet
werden und missen wie anle138b zunachst in Tierversuchen auf ihre Wirkungen und
Nebenwirkungen hin untersucht werden. In Tierversuchen besteht die Mdglichkeit
sowohl genetische als auch Umweltfaktoren zu beeinflussen. Dartber hinaus werden
Wirkstoffe, die sich in Tierversuchen als unwirksam oder nebenwirkungsreich bzw.
toxisch herausgestellt haben, nicht in klinischen Studien tberprift und kbnnen somit
nicht unndtig oder sogar schadhaft an Menschen erprobt werden. Aul3erdem
ermoglichen Tierversuche einen Erkenntnisgewinn im Hinblick auf die Ursachen und
die Pathophysiologie von Erkrankungen und eréffnen damit eventuell ganz neue
therapeutische Anséatze (Hackam 2007). Bei der Vorhersage von Wirkungen und
Nebenwirkungen eines Wirkstoffs in Menschen auf der Grundlage von Erkenntnissen
aus Tierversuchen durfen physiologische Unterschiede zwischen Tieren und
Menschen aber nicht vernachlassigt werden. Im Hinblick auf die ALS muss bei der
Interpretation von tierexperimentell gewonnenen Forschungsergebnissen beispiels-
weise beachtet werden, dass es grundlegende Unterschiede zwischen dem UMN-
System von Mausen und Menschen gibt, das bei der ALS von zentraler Bedeutung
ist (Andersen 2006).

In der vorliegenden Studie konnten durch die Behandlung mit anle1l38b die
motorischen Fahigkeiten und der Krankheitsverlauf hSOD1-transgener Mause nicht
positiv beeinflusst werden.

Damit ist anle138b eine weitere Substanz, die — zumindest in dieser Studie - ohne
den erhofften Erfolg im hSOD1-Mausmodell getestet wurde und deshalb ohne
weitere tierexperimentelle Studien vermutlich nicht in klinischen Studien zum Einsatz
kommen wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stellen im Hinblick auf die
Entwicklung einer neuen Therapie fir die ALS damit zwar eine Enttauschung dar,
bedeuten fur die ALS-Therapieforschung gleichzeitig aber auch einen
Erkenntnisgewinn hinsichtlich der Frage nach dem Pathomechanismus der ALS. Die
vorliegende Studie lasst den Rickschluss zu, dass die Proteinaggregation nicht den
entscheidenden pathogenetischen Mechanismus bei der ALS darstellt.

Weitere Studien mussen durchgefiihrt werden, um die Frage nach der/den Ursache/n
bzw. dem Pathomechanismus der ALS bald beantworten und die ALS Kkurativ
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behandeln zu kdnnen. Mit diesem Wissen konnte dann vielleicht auch eine bessere
Aussage uber Erkrankungswahrscheinlichkeiten und Mdoglichkeiten der Préavention
getroffen werden.
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5 Zusammenfassung

5.1 Uberblick

Die ALS ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der der Untergang des ersten
und zweiten Motoneurons gleichzeitig spastische und schlaffe Paresen hervorruft.
Obwohl die ALS mit einer Inzidenz von 2 auf 100.000 Menschen pro Jahr die
haufigste Motoneuronerkrankung ist und mit einer mittleren Erkrankungsdauer von
nur drei bis funf Jahren eine sehr schlechte Prognose aufweist, konnte der
Pathomechanismus der ALS bislang noch nicht aufgeklart und eine kausale Therapie
entwickelt werden. Es gibt jedoch eine familiare Form der ALS mit genetischem
Hintergrund, die etwa 10% der ALS-Félle ausmacht (familiare ALS). Am haufigsten
mit 10 bis 20% der fALS-Falle treten dabei Mutationen im Gen des Proteins
Superoxiddismutase 1 (SOD1) auf. Die Ubrigen 90% der ALS-Falle haben eine
unbekannte Ursache (sporadische ALS). Es existieren viele verschiedene
Hypothesen zur Erklarung der pathophysiologischen Vorgédnge, die fir den
Untergang der Motoneurone verantwortlich sind. Eine dieser Hypothesen ist die
sogenannte Proteinaggregationshypothese, bei der die Aggregation und
Akkumulation  von  verschiedenen  Proteinen als Ursache fur die
Motoneuronendegeneration angesehen wird. Grundlage dafir ist, dass insbesondere
die familiaren, SODl-assoziierten ALS-Formen durch  Proteinaggregate

gekennzeichnet sind.

5.2  Studiendesign

Um die Proteinaggregationshypothese zu tberprifen und mdglicherweise eine neue
Therapie fur die ALS zu entwickeln, wurde in der vorliegenden Studie unter
Verwendung des hSOD1-Mausmodells fir die ALS der Proteinaggregations-
hemmstoff anle138b untersucht. Dazu wurden hSOD1-transgene Mause (n=20) einer
Behandlung mit anle138b unterzogen und mit hSOD1-transgenen Mausen (n=20),
die Placebo erhielten, verglichen. Mithilfe von drei Versuchen zur Uberpriifung der
motorischen Fahigkeiten der Méause, dem Laufrad-, Grip-Strength- und Rotarod-
Versuch, sowie einer Gewichtsmessung wurden der Beginn und das Fortschreiten
der Erkrankung beobachtet. Zusatzlich wurde die Uberlebenszeit der Mause

bestimmt.
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5.3 Ergebnisse

Die Auswertung der Versuchsdaten ergab, dass durch die Behandlung mit anle138b
die motorischen Fahigkeiten sowie der Gewichtsverlauf der transgenen M&ause nicht
beeinflusst werden konnte. Es konnte weder ein spaterer Erkrankungsbeginn
(115+14 Tage®) noch eine Uberlebenszeitverlangerung (135+8 Tage) bei den
behandelten transgenen Mausen im Vergleich zu den nicht behandelten transgenen
Mausen (Erkrankungsbeginn 113+19Tage, Uberlebenszeit 133+10 Tage) erreicht

werden.

5.4  Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie legen die Annahme nahe, dass die SOD1-
Aggregatbildung nicht der entscheidende Faktor bei der Motoneuronendegeneration
der ALS ist, da durch den Proteinaggregationshemmstoff anle138b weder die
motorischen Fahigkeiten und damit der Erkrankungsbeginn und -verlauf noch die

Uberlebenszeit der h\SOD1-transgenen Mause beeinflusst wurde.

¥ Die Angaben beziehen sich auf den Mittelwert und die Standardabweichung.
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9 Anhang

9  Anhang: Nicht verwendetes Material

Die Aufzeichnung der Laufleistung der M&use umfasste zusatzlich zu den
Parametern Anzahl der Laufe pro Woche, wdchentlich zurtickgelegte Gesamtdistanz,
wochentlich erreichte Maximalgeschwindigkeit und Gesamtlaufzeit pro Woche die
durchschnittlich zurtickgelegte Gesamtdistanz pro Woche, die durchschnittlich
erreichte Geschwindigkeit pro Woche sowie die durchschnittliche Laufzeit pro

Woche. Diese Parameter wurden jedoch nicht in die Auswertung einbezogen.

9.1 Durchschnittsdistanz
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Abbildung: Mittelwertplot mit Standardabweichungen fur die Durchschnittsdistanz der
Gruppen im Wochenverlauf
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9.2 Durchschnittsgeschwindigkeit

Geschwindigkeit in counts pro Zeiteinheit
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9.3 Durchschnittliche Laufzeit
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Abbildung: Mittelwertplot mit Standardabweichungen fur die durchschnittliche Laufzeit der
Gruppen im Wochenverlauf
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Inhibition of pathological protein aggregation in ALS

Bettina Goricke, Alexander Kleinknecht, Stella Thyssen, Tobias Frank, Sergey Ryazanov,
Christian Griesinger, Mathias Bahr, Jochen H. Weishaupt
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