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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose

1.1.1 Begrifflichkeit und Definition

Das Krankheitsbild der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) wurde erstmals im Jahr 1869
durch den franzosischen Pathologen und Neurologen Jean-Martin Charcot beschrieben und
zunachst als ,Charcot’sche Sklerose’ betitelt (Charcot und Joffory 1869). In den Vereinigten
Staaten von Amerika wird diese Erkrankung nach einem an ALS erkrankten, zu seiner Zeit
sehr erfolgreichen Baseball-Spieler, auch als Lou-Gehrig-Syndrom benannt (Cleveland und
Rothstein 2001). Die in Deutschland verwendete Bezeichnung Amyotrophe Lateralsklerose
setzt sich zusammen aus ,a-myo-troph’ und ,Lateral-sklerose’ und beschreibt damit die
Erkrankung klinisch-pathologisch. ,A-myo-troph’ steht fir den klinischen Befund der
Muskelatrophie und Muskelschwache. ,Lateral-Sklerose’ bezieht sich auf die durch die
Glianarbe veranderten Seitenstrange des Riickenmarks, welche in autopsierten Patienten
verhartet zu tasten sind (Rowland und Shneider 2001). Im Weiteren Sinne ist die ALS eine
Motoneuronerkrankung, wobei diesem Begriff auch noch andere Erkrankungen sub-
summiert werden, bei denen eine fortschreitende Degeneration der Motoneurone vorliegt
(Rowland und Shneider 2001; Swash und Desai 2000). Die ALS charakterisiert durch die
kombinierte Degeneration des ersten und zweiten Motoneurons (Swash and Desai 2000;
Rowland und Shneider 2001; Licking und Hufschmidt 2006). Eine ausschlieBliche De-
generation des ersten Motoneurons findet sich bei der sehr seltenen Primaren Lateral-
sklerose (PLS), die als eigenstandige Entitdt kontrovers diskutiert wird (Llcking und
Hufschmidt 2006). Tritt eine isolierte Degeneration des zweiten Motoneurons auf, spricht
man von einer spinalen Muskelatrophie (SMA), die im Kindesalter nach der Mukoviszidose
eine der haufigsten letalen autosomal-rezessiv vererbten Erkrankungen darstellt (Licking
und Hufschmidt 2006). Als weitere seltene Unterformen der degenerativen Erkrankungen
der Motoneurone werden die familidare spastische Spinalparalyse und die hereditdre
Bulbarparalyse (auch bekannt als Kennedy-Syndrom) angegeben (Licking und Hufschmidt

2006).
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1.1.2 Klinik, Verlauf und Prognose

Die Klinik der ALS definiert sich durch Funktionsstérungen des im motorischen Kortex
gelegenen ersten und des bulbéar (im Bulbus medullae) oder spinal (in der Medulla spinalis)
gelegenen zweiten Motoneurons. Die Schadigung des ersten Motoneurons spiegelt sich
klinisch in Hyperreflexie, Myoklonus, Spastik und auslésbaren Pyramidenbahnzeichen (z. B.
Babinski-Reflex), die des zweiten Motoneurons in Muskelschwund, Muskelschwéache und
Faszikulationen wider (Rowland und Shneider 2001). Nach dem Erscheinungsbild der zu
Beginn der Erkrankung auftretenden Symptomatik werden drei klinische Formen der ALS
unterschieden. Der mit 65 % groBte Teil der Patienten prasentiert sich mit einer auf die
Extremitaten betonten Primdarsymptomatik. Davon abzugrenzen sind 30 % der Patienten,
welche zu Beginn mit bulbdren Funktionsstérungen (z. B. Dysphagie und Dysarthrie) in
Erscheinung treten. In 5 % der Fdlle manifestiert sich die Erkrankung schon zu Beginn mit
respiratorischen Storungen (Hardiman et al. 2011). Ein bulbdrer Beginn, Schwache der
Atemmuskulatur und ein hoheres Alter bei Erkrankungsbeginn gelten als negative
Prognosefaktoren und gehen mit einer kirzeren Lebenserwartung einher (Talbot 2002;
Logroscino et al. 2008). Trotz anfanglich lokalisierter Primarsymptomatik breitet sich die
Klinik der ALS im Krankheitsverlauf weiter aus. Die meisten Patienten entwickeln
Schluckstérungen mit konsekutiven Erndahrungsstorungen, Gewichtsverlust und allgemeiner
Schwache. Die hinzukommende Insuffizienz der Atemmuskulatur fiihrt unweigerlich initial zu
einer Belastungsdyspnoe und spater zur Ruhedyspnoe. Die letztendlich progrediente
Hypoventilation mit reflektorischer Hyperkapnie endet letal (Kiernan et al. 2011). Einige der
Patienten versterben jedoch auch unerwartet plotzlich an Herzversagen, Lungenembolien
oder anderen Begleiterkrankungen, noch bevor die Atemnot zum Tode fuhrt (Talbot 2002).
Obwohl bei weit fortgeschrittener Erkrankung nahezu die komplette Willkiirmotorik
ausgefallen ist, gibt es interessanterweise muskulare Regionen, welche bis zum Schluss von
der Erkrankung verschont werden. Hierzu gehoren beispielsweise Motoneuron-
ansammlungen, die die Augenbewegung und die Sphinkteren der Ausscheidungsorgane
steuern (Kanning et al. 2010). Neben dem fortschreitenden Verlust der motorischen
Fahigkeiten werden bei ALS Patienten auch kognitive Einschrdankungen beschrieben und
nachgewiesen (Strong 2008). Schatzungen uUber die Haufigkeit von dementiellen Er-

krankungen bei ALS-Patienten reichen von 3 bis 52 % (Strong 2008). Hierbei handelt es sich
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haufig um die Form der frontotemporalen Demenz (FTD), bei der es durch degenerative
Atrophien des frontalen und temporalen Hirnlappens zu Personlichkeitsveranderungen mit
einem gestortem Sozialverhalten, interpersonellen Verhaltensauffilligkeiten und Affekt-
verflachung kommt. Zudem kénnen Stérungen der Sprache und des Sprachverstandnisses in
Erscheinung treten (Strong et al. 2009). Das Auftreten einer FTD stellt ebenfalls einen
negativen prognostischen Faktor dar (Chio et al. 2009). Die ALS ist in ihrer Prognose stets
infaust, wobei die Uberlebenszeit variieren kann. Rund die Hilfte der Patienten versterben
30 Monate nach Symptombeginn und gerade einmal 15 - 20 % sind nach 5 Jahren noch am
Leben. Lediglich ein kleiner Prozentsatz Uberlebt 10 Jahre nach dem Auftreten der ersten

Symptome (Talbot 2002).

1.1.3 Epidemiologie

Die Inzidenz der ALS wird auf 2-3/100.000 pro Jahr geschatzt und ist weltweit gleich verteilt
(Yoshida et al. 1986; Logroscino et al. 2010). Die Inzidenz ist fir Manner (3,0/100.000) etwas
hoher als fir Frauen (2,4/100.000) (Logroscino et al. 2010), obwohl hierbei zu erwdhnen ist,
dass keine geschlechterspezifischen Unterschiede bezliglich der Inzidenzen hereditarer
Formen existieren (Kiernan et al. 2011). Das mediane Erkrankungsalter liegt fliir Manner bei
65,2 Jahren und fiir Frauen bei 67,0 Jahren, damit gilt die ALS als eine Erkrankung des
héheren Lebensalters (Logroscino et al. 2010).

Eine epidemiologische Ausnahme bildete die slidpazifische Insel Guam, auf der eine Endemie
von ALS und des Parkinson-Demenz-Komplexes 1945 erstmals beschrieben wurde. 1954
wurde von dem Epidemiologen Kurland und dem Neurologen Mulder eine 100-fach hohere
Inzidenz fiir ALS Erkrankungen bei den Ureinwohnern (Chamorros) im Vergleich zur
restlichen Welt festgestellt. Zudem war hier eine sehr hohe Pravalenz familiarer Haufungen
der ALS aufgefallen. Der Grund fiir diese Haufung ist bis heute nicht geklart. Bei gleich-
bleibend hohen Inzidenzen fiir den Parkinson-Demenz-Komplex sind mittlerweile die
Inzidenzen fir ALS auf der Insel Guam interessanterweise wieder auf ein mit der

Weltbevolkerung vergleichbares Niveau gesunken (Lee 2011).
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1.1.4 Diagnostik

Bis dato existieren keine etablierten ALS-spezifischen Tests oder Biomarker anhand derer
eine definitive Diagnose gestellt werden kdnnte. Aus diesem Grund gilt die Erkrankung als
eine klinische Ausschlussdiagnose. Die Kombination aus klinischer Untersuchung, Krankheits-
verlauf und dem Ausschluss anderer Erkrankungen mit Hilfe von apparativer und
laborchemischer Diagnostik fiihren schlieflich zur Diagnosestellung (Hardiman et al. 2011).
Dabei ist es maligeblich, dass die Kombination aus den degenerativen Veranderungen des
zweiten Motoneurons mit Hilfe klinischer, elektrophysiologischer und/oder neuro-
pathologischer Untersuchungen und des ersten Motoneurons durch klinische und
elektrophysiologische Befunde nachzuweisen ist. Mit Hilfe von Zusatzdiagnostik wie
Magnetresonanztomographie, Laboruntersuchungen und/oder Elektrophysiologie miissen
Differenzialdiagnosen, wie motorische Neuropathien, mechanische Nerven-/Myelon-
kompression, entziindliche Ursachen oder primdre Muskelerkrankungen ausgeschlossen
werden (Korner et al. 2011a). Diese Kriterien wurden bereits 1994 ausfihrlich in den El-
Escorial-Diagnosekriterien fir wissenschaftliche und klinische Versuchsstudien formuliert
und 1998 als Airlie-House-Kriterien revidiert (Brooks 1994; Brooks et al. 2000). Im Jahr 2008
konnten diese durch die Erhéhung der Wertigkeit der Elektrophysiologie zur Diagnose-
stellung in den Awaji-Shima-Kriterien noch verbessert werden (Carvalho et al. 2008; Costa et
al. 2012).

Bei den elektrophysiologischen Untersuchungen spielt die Elektromyographie als sehr
sensitiver Indikator die wichtigste Rolle. Da das kompensatorische Aussprossen peripherer,
Uberlebender Motoneuronaxone zu einer Verschleierung der Klinik flihrt, kann durch
Visualisierung der Denervierung mittels Elektromyographie, noch vor Progression der
Erkrankung, die Diagnose gesichert werden (Koérner et al. 2011b). In der Elektroneurographie
konnen sich Muskelsummenaktionspotentiale (MSAP) mit reduzierten Amplituden zeigen,
wohingegen Leitungsblécke eher fir ein peripheres Engpasssyndrom (z. B. Sulcus Ulnaris
Syndrom) oder eine multifokale motorische Neuropathie (MMN) sprechen wiirden. Da sich
bei der ALS nahezu keine Sensibilitatsstorungen finden, stellt die Elektroneurographie
differentialdiagnostisch auch eine feste Grofe zum Ausschluss einer Polyneuropathie dar

(Korner et al. 2011a).
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1.1.5 Atiologie

Die Atiologie und Pathogenese der ALS ist trotz intensiver Forschungsbemiihungen zu
grofRen Teilen weiterhin ungeklart. Lediglich circa 10 % der Falle lassen sich auf genetische
Mutationen mit familiarer Haufung zurtickfihren (van Damme und Robberecht 2013). Der
Hauptanteil der ALS-Erkrankungsfélle zeigt jedoch keine familidare Haufung und wird daher
als sporadische Form (sALS) bezeichnet (Cleveland und Rothstein 2001; Licking und
Hufschmidt 2006). Ein Flnftel der familiaren Formen (fALS) haben ihren Ursprung in einer
autosomal-dominant vererbten Mutation des Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase-1-Gens
(SOD1) auf dem Chromosom 21q22, welche zugleich als erste Genmutation der fALS bekannt
wurde (fALS1) (Rosen 1993; Cleveland und Rothstein 2001). Die SOD1-Mutationen galten bis
vor Kurzem als haufigste Form der fALS. Mit der Entdeckung der C9ORF72-Mutation 2011,
die nun mit circa 40-50 % der fALS in Verbindung gebracht wird, rutscht die SOD1-Mutante
auf den zweiten Rang der Haufigkeit der fALS (Robberecht und Philips 2013).
Interessanterweise wurde die C90RF72-Mutante nicht ausschliefRlich in fALS, sondern auch
in 25 % von FTD und schatzungsweise in 50-70 % der mit FDT assoziierten ALS gefunden
(Delesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011; Robberecht und Philips 2013). Die zu
Grunde liegende Pathogenese ist bislang nicht bekannt.

Neben den mit Abstand haufigsten SOD1- und C9ORF72-Mutationen existieren eine Reihe
weiterer Mutationen, die sich bei bestimmten Fédllen von fALS identifizieren lassen.
Insgesamt sind bisher lber 20 Genloci bekannt (Robberecht und Philips 2013). Zu den
vergleichsweise deutlich selteneren Varianten gehéren unter anderem die Genmutationen
der Proteinprodukte Alsin, Senataxin, vesicle associated membrane protein B (VAPB),
Angiogenin, Optineurin, TAR DNA binding protein (TARDBP/TDP-43) und fused in sarcoma
(FUS) (Ince et al. 2011). Ein typisches gemeinsames Charakteristikum der sALS und der fALS
sind die in degenerierenden Motoneuronen vorhandenen neuronal cytoplasmatic inclusions
(NCI), welche aus ubiquitinierten unléslichen Proteinen bestehen (Leigh et al. 1991; Ince et
al. 1998; Mackenzie et al. 2007). Die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen ist ein
gemeinsames Charakteristikum von neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus
Parkinson, der Chorea Huntington oder dem Morbus Alzheimer und findet sich auch bei der
ALS (Forman et al. 2004). Die krankheitsspezifischen pathologischen Proteine wie a-

Synuclein bei Parkinson, Huntingtin bei Chorea Huntington und neurofibrillary tangles bei
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der Alzheimer-Erkrankung wurden bereits identifiziert (Mackenzie et al. 2010). Bei der fALS1
lassen sich intrazellulare SOD1-Aggregat-Einschlisse in Motoneuronen und Gliazellen finden.
Im Gegensatz dazu blieb die Identifizierung von SOD1-Proteinaggregationen bei der sALS aus
(Forman et al. 2004). Folglich schien naheliegend, dass insbesondere bei der sALS andere
Proteine eine Rolle spielen kdnnten. Besondere Aufmerksamkeit gilt daher der kiirzlichen
Entdeckung der Mutationen in dem Protein TDP-43 in nahezu allen Fallen von SOD1-
negativer fALS und dem Protein FUS in Fallen TDP-43-negativer und SOD1-negativer fALS
(Neumann et al. 2006; Mackenzie et al. 2007; Kwiatkowski et al. 2009; Vance et al. 2009). Die
Mutationen dieser Proteine werden fir je 4 % der fALS-Falle verantwortlich gemacht
(Mackenzie et al. 2010). Von noch groRerem Interesse ist jedoch, dass nicht nur in nahezu
allen Fallen SOD1-negativer fALS, sondern auch in den bisher untersuchten Fallen von sALS,
TDP-43 als pathologisches Protein in den NCI identifiziert wurde (Neumann et al. 2006;
Mackenzie et al. 2007; Mackenzie et al. 2010). Die physiologische Funktion von TDP-43 liegt
in der Regulation von Transkriptions- und Splicingprozessen. Dariber hinaus werden diesem
Protein Funktionen bei der Apoptose, der Zellteilung und der RNA-Interaktion zu-
geschrieben. Welche Rolle die Pathologie der TDP-43-Genmutation spielt, ist bislang
allerdings noch unklar und wird aktuell intensiv erforscht. Dennoch legt eine Hypothese
nahe, dass es bei reduzierter physiologischer Funktion des TDP-43-Proteins (/oss of function)
zu morphologischen Zellkerndefekten, Zellzyklusstérungen, einem erhéhten Zelltod und
gestortem Neuritenwachstum kommen kann (Mackenzie et al. 2010). Auch die Rolle von FUS
in der normalen Zellfunktion sowie in der pathologischen Form ist nicht bis ins Detail geklart.
Es scheint aber in der Zellproliferation, DNA-Reparatur, Transkriptionsregulation und RNA-
Interaktion eine wichtige Rolle zu spielen (Mackenzie et al. 2010).

Neuere Studien deckten weitere Mutationen in bisher unklaren Fdllen von fALS auf.
Mutationen im Ubiquilin-2-Gen (UBQLN2) fiihren zu einer gestorten Regulation im Abbau
von ubiquitinierten Proteinen und konnten fiir die X-chromosomal-dominante Form der fALS
nachgewiesen werden. Interessanterweise finden sich in den fiir die ALS typischen Ubiquitin-
positiven-Zelleinschliissen hierbei nicht nur Ubiquilin-Protein-Aggregate, sondern auch
Aggregate von bekannten Proteinen wie FUS und TDP-43, die auch in anderen Formen der
ALS gefunden werden. SOD1-Aggregate wurden nicht nachgewiesen. Zudem zeigt eine

weitere Analyse, dass sich in den Ubiquitin-positiven-Einschlissen in Riickenmarksproben
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aus sALS-Patienten auch Ubiquilin-2-Aggregate finden (Deng et al. 2011). In einer weiteren,
erst kirzlich erschienenen Verdéffentlichung wurden Mutationen im Profilin-1-Gen als eine
weitere Ursache fiir 1 bis 2 % der fALS-Falle gefunden (Wu et al. 2012). Das Profilin-1-Protein
ist ein bekannter Regulator des Aktin-Myosin-Zytoskelettes und dessen Isoform Profilin-2
spielt eine wesentliche Rolle in der Pathologie der ALS-verwandten Erkrankung SMA
(Suetsugu 1998; Bowerman et al. 2007). Im Gegensatz zur Ubiquilin-Mutation konnte jedoch
das Profilin-Protein in den Ubiquitin-positiven-Einschlissen in humanen sALS-Rickenmark-

Proben nicht nachgewiesen werden (Wu et al. 2012).

1.1.6 Pathogenese

Das klinische Erscheinungsbild der familiaren und der sporadischen Form unterscheidet sich
nicht wesentlich voneinander, daher dient die Erforschung der familiaren Form auch mit
Hilfe von Tiermodellen bis heute als eine wichtige Grundlage, um tiefere Einblicke in die
Pathologie der ALS zu erhalten (Bruijn et al. 2004). In einer erst kiirzlich erschienen
Veroffentlichung konnte gezeigt werden, dass sich der humane, klinische Phanotyp der
fALS1 und die sALS stark ahneln (Synofzik et al. 2010). Diese spezielle Genmutation war 1994
die Grundlage fiir die Etablierung des SOD1-G93A-Mausmodelles, welches an Position 93 der
Aminosauresequenz einen Austausch der Aminosaure Glycin gegen Alanin aufweist (Gurney
et al. 1994). Ahnlich dem humanen Krankheitsbild entwickeln die Tiere muskulire
Lahmungserscheinungen infolge eines Untergangs der Motoneurone und versterben nach
einem schnell progressiven Krankheitsverlauf innerhalb von 4-5 Monaten (siehe Kapitel 1.2)
(Turner and Talbot 2008). Durch die Modellierung der humanen ALS stellt das SOD1-G93A-
Mausmodell eine Méglichkeit zur Analyse der ALS Pathomechanismen dar.

Die SOD1 ist ein ubiquitdr exprimiertes Enzym, das die Umwandlung von toxischen
Superoxiden, die bei der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung entstehen kénnen, in
Wasser oder Wasserstoffperoxid katalysiert (Bruijn et al. 2004). Anfanglich wurde vermutet,
dass ein Funktionsverlust (loss of function) der Superoxiddismutase zu einer erhdhten
Belastung durch Superoxide fihrt und die Krankheit auslésen kann. Dies konnte jedoch
widerlegt werden, da in SOD1-G93A-transgenen Mdausen vielmehr eine normale bis erhdhte
Enzymaktivitat nachgewiesen werden konnte und auch der genetische knock-out oder die

Uberexpression von Wildtyp-SOD1 den Krankheitsverlauf nicht verindern konnten (Boillée
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et al. 2006; Rothstein 2009). Eine weitere Hypothese macht vielmehr die transgenen SOD1-
Proteinaggregate fiir den Untergang der Motoneurone verantwortlich und man spricht
daher haufig von einem gain of toxic function der SOD1-Mutante (Boillée et al. 2006;
Pasinelli und Brown 2006; Bendotti et al. 2012). Ein Hinweis hierfiir ist durch die im
Krankheitsverlauf zunehmenden Aggregateinschliisse bei familidgren sowie sporadischen
Formen gegeben. Ob die Aggregate der Ausldser sind oder nur eine niitzliche Absonderung
von toxischen Proteinprodukten zum Schutz der Zelle, ist jedoch bisher nicht eindeutig
geklart (Cleveland und Rothstein 2001; Bruijn et al. 2004; Rothstein 2009). Die
vorherrschende Meinung ist, dass es einerseits in Folge der gain of toxic function der SOD1-
Mutante direkt zu einem Funktionsverlust von anderen Proteinen durch Ko-Aggregation
kommt. Zum anderen glaubt man, dass die zu bewaltigende Masse anfallender Protein-
komplexe zur Uberlastung der zelluliren Proteindegradationssysteme, der Chaperone und
des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) fiihrt. Die konsekutive Anhadufung fehlgefalteter,
funktionsgestorter Proteine fiihrt wiederum zur Stérung spezifischer Organell-Funktionen,
beispielsweise der Mitochondrien, des Golgi-Apparates, des endoplasmatischen Retikulums
und der Peroxisomen sowie zu einem gestorten axonalen Transport (Boillée et al. 2006;
Pasinelli und Brown 2006; Bendotti et al. 2012).

Des Weiteren wird eine oxidativ-toxische Wirkung durch SOD1-Mutanten und die Glutamat-
Exzitotoxizitat diskutiert. Letztere diente zur Etablierung eines bis heute giiltigen pharma-
kologisch-therapeutischen Angriffspunktes (siehe Kapitel 1.1.7). Dieser Therapieansatz
basierte auf dem Nachweis des Verlustes an Glutamat-Transporter-1 beziehungsweise dem
excitatory-amino-acid-transporter-2 (EAAT-2) auf der Oberfliche von Astrozyten bei ALS-
Patienten (Rothstein et al. 1995). Diese Rezeptoren verhindern durch Absorption von
Glutamat normalerweise eine (iberschieRende Glutamateinwirkung mit konsekutivem
Kalziumeinstrom in die Neurone (siehe Abbildung 1). Die Pathomechanismen dieser seit
1989 beschrieben Exzitotoxizitat sind bis heute nicht vollstandig geklart, jedoch weill man,
dass die Storung der Kalzium-Homoostase eine Schlisselstellung einnimmt und die
Motoneurone aufgrund der geringeren Kalziumpufferkapazitdt ein besonders vulnerables
Ziel darstellen (Heath und Shaw 2002; Lewinski und Keller 2005).

Ein weiterer wichtiger Punkt in der Pathogenese der ALS ist der Einfluss von Gliazellen. Eine

wichtige Zellpopulation stellt die Mikroglia, die ortspezifischen Makrophagen des zentralen
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Nervensystems (ZNS), dar. Deren Hauptaufgabe ist die Initilerung einer ersten Abwehr-
reaktion bei Infektionen oder Schadigungen im ZNS. Eine weitere, den Gliazellen zugehorige
Zellreihe bilden die Astrozyten, welche komplexe Aufgaben, wie zum Beispiel die Regulation
von extrazelluldaren Neurotransmitterkonzentrationen, Aufrechterhaltung der metabolischen
und ionischen Homoostase und die Bereitstellung von Wachstumsfaktoren fiir die
benachbarten Neurone Gbernehmen (Philips und Robberecht 2011). Die Rolle der Gliazellen
ist in der Pathogenese der ALS bisher nur unzureichend verstanden. Anhand von Tier-
modellen konnte man nachweisen, dass die Anzahl von Astrozyten und aktivierter Mikroglia
mit Progression der Erkrankung stetig zunehmen (Hall et al. 1998). Experimente, in denen
die mutierte SOD1 selektiv in Motoneuronen, Astrozyten oder Mikroglia exprimiert wurde,
konnten Uberraschenderweise keine oder lediglich eine milde Degeneration der Moto-
neurone induzieren (Gong et al. 2000; Pramatarova et al. 2001; Beers et al. 2006). Clement
et al. (2003) konnten dariiber hinaus anhand von chimdren Mausen zeigen, dass die
Anwesenheit nicht-neuronaler Zellen vom Wildtyp in einem SOD1-transgenen Mausmodell
zu einer deutlichen Verlangsamung der Degeneration der Motoneurone und zu einer
Verlingerung des Uberlebens fiihren kénnen (Clement et al. 2003). Hieraus kann abgeleitet
werden, dass die die Motoneurone umgebende Glia und andere Zellen eine wichtige
Stellung bei der Degeneration der Motoneurone einnehmen (Philips und Robberecht 2011).
Diese Pathomechanismen konnten eine Ursache fiir die typischen pathomorphologischen
Veranderungen der ALS sein, die unter dem Begriff dying back beschrieben werden.
Hierunter wird verstanden, dass die Erkrankung nicht an den Somata der Motoneurone,
sondern vielmehr an deren distalen Enden, den motorischen Endplatten und Axonen,
beginnt (Fischer und Glass 2007; Dadon-Nachum et al. 2011). Grund dafiir kénnte vor allem
die oben genannte Stérung des axonalen Transportes durch sich bildende Proteinkomplex-
ablagerungen darstellen. In der wohl asymmetrischsten Zelle des menschlichen Korpers
scheint das teilweise bis Uber einen Meter lange Axon die vulnerabelste Stelle des
Motoneurons zu sein (Dadon-Nachum et al. 2011). Tatsadchlich werden im SOD1-G93A-
Mausmodell Denervierung der motorischen Endplatten und Degeneration der distalen
Axone beobachtet, lange bevor klinische Symptome auftreten oder Motoneurone

untergegangen sind (Kong und Xu 1998; Frey et al. 2000; Fischer et al. 2004; Pun et al. 2006).
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In Abbildung 1 werden vereinfachend die eben genannten Pathomechanismen der ALS

zusammenfassend graphisch dargestellt.
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Abbildung 1 Pathomechanismen der ALS

Das Schaubild stellt vereinfachend einige der wichtigsten bisher bekannten pathophysiologischen Wege und gestérten
Funktionen des Motoneurons sowie den Einfluss der mutierten Superoxiddismutase (SOD1) dar. Die SOD1-Mutante fiihrt
unter anderem zur Stérung der Proteindegradationssysteme. Folglich kommt es zur Anhaufung der SOD1-Mutante selbst
und anderer fehlgefalteter Proteine. Konsekutiv bilden sich durch deren Akkumulation Proteinaggregate. Die SOD1-
Mutante selbst und die Proteinaggregate wiederrum storen die Funktionen der Zellorganelle, v.a. der Mitochondrien, des
Golgi-Apparates und des Endoplasmatischen Retikulums sowie den axonalen Transport. Des Weiteren sind extrazellulare
Mechanismen wie die Aktivierung und Dysfunktion von Astrozyten und Mikroglia in die Pathogenese integriert. Die
Wiederaufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt ist durch die Verminderung von EAAT2-Rezeptoren an der
Oberflache von Astrozyten gestért, sodass die extrazelluldre Konzentration an Glutamat steigt und eine Exzitotoxizitat auf
das Motoneuron ausilibt. Aufgrund der vulnerablen Kalziumpufferkapazitdt erhoht sich damit die intrazelluldre freie
Kalziumkonzentration. In fortgeschrittenen Krankheitsstadien setzt aktivierte Mikroglia proinflammatorische Zytokine frei,
welche sich auf das Motoneuron toxisch auswirken kénnen. Die Stérung des axonalen Transports und der Zellorganelle
flhren zunachst distal zur Denervierung der motorischen Endplatten und zur Degeneration der terminalen Axone mit
konsekutiver Atrophie der Muskulatur. Die von distal nach proximal fortschreitenden pathomorphologischen
Veranderungen werden unter dem Begriff dying back zusammengefasst. Erst am Schluss kommt es zum Untergang der
Motoneurone. Riluzol, die bisher einzige zugelassene pharmakologische Therapie, reduziert die Glutamatfreisetzung aus
prasynaptischen Neuronen und erhoht die Wiederaufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt und verringert somit
die Exzitotoxizitdt auf das Motoneuron. Abbildung modifiziert nach Robberecht und Phillips, 2013, Seite 251, mit
freundlicher Genehmigung von Nature Publishing Group.
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1.1.7 Aktuelle pharmakologische Therapie

Trotz umfangreicher Forschungsbemiihungen sind die Therapieoptionen der ALS weiterhin
enttduschend. Neben einer Reihe symptomatischer Therapiemdglichkeiten vermag pharma-
kologisch allein Riluzol in einer Dosis von 100 mg pro Tag das Uberleben um gerade einmal 2
bis 3 Monate zu verlangern und wird daher auch in den deutschen Leitlinien fir die
Behandlung der ALS empfohlen (Miller et al. 2007; Andersen et al. 2007; Ludolph 2012).
Riluzol, 2-amino-6-trifluoromethoxybenzothiazole, reduziert die Glutamatkonzentration im
synaptischen Spalt durch Reduktion der prasynaptischen Freisetzung und Aktivierung der
Aufnahme in Astrozyten und prasynaptische Nervenendigungen (siehe Abbildung 1) (Cifra et
al. 2013). Eine der letzten kirzlich veréffentlichten klinischen Studien fand mit dem
Dopamin-Agonisten Dexpramipexol statt, welcher sich bereits in Tiermodellen als neuro-
protektiv und daher erfolgsversprechend erwiesen hatte (Danzeisen et al. 2006; Corcia und
Gordon 2012). Leider konnte auch dieses Medikament nach einer klinischen Phase-IlI-Studie,
bei der man das Uberleben, die Lungenfunktion, den Einfluss auf den ALS-Funktions-Score
und die Kraftentwicklung untersucht hatte, keine statistisch signifikanten Vorteile flr die
Patienten erbringen (Cudkowicz et al. 2013). Daher besteht weiterhin eine dringende

Notwendigkeit zur Entwicklung einer wirksamen Therapie fir die Behandlung der ALS.

1.2 Das High-copy-B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J-Mausmodell

1.2.1 Genetischer Hintergrund

Transgene Mausmodelle wie das SOD1-G93A-Mausmodell entstehen durch die Micro-
injektion von transgener DNS in befruchtete Mauseizellen, welche anschlieBend in ein
scheintragendes Weibchen implantiert werden. Die daraus entstehenden Nachkommen
enthalten das transgene Zielgen in ihrem Genom und werden zur Erhaltung eines
Mausstammes mit einer anderen Mauslinie verpaart. Das als Goldstandard empfohlene und
am héaufigsten verwendete Mausmodell in der praklinischen Therapie- und Grundlagen-
forschung der Amyotrophen Lateralsklerose ist aktuell das SOD1-G93A-Mausmodell (Turner
und Talbot 2008; Ludolph et al. 2010). Das urspriinglich von Gurney et al. entwickelte
Tiermodell tragt humane Genkopien der Superoxiddismutase mit einer Mutation von Glycin

zu Alanin in Codon 93. Das Modell mit 18 Genkopien pro diploidem Genom (Linie G1)
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entwickelte dabei die der humanen ALS dhnliche Symptomatik (Gurney et al. 1994). Das
durch die Firma Jackson Labs vertriebene Mausmodell B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur, welches
in dieser Arbeit Anwendung fand, basiert auf der G1-Linie von Gurney, wobei aber die
Menge der transgenen Genkopien nochmals um 40 % auf 25 Kopien pro diploidem Genom
(G1H bzw. 1Gur-Linie) erhoht wurde (Chiu et al. 1995; Tu et al. 1996). Auch der
Mausstammhintergrund B6SJL von Jackson Laboratories unterscheidet sich hierbei von der
urspringlich benutzten Mauslinie C57BL/6J, welcher durch die Verpaarung von C57BL/6J

transgenen Hemizygoten mit Tieren eines SIL/J Hintergrundes entstanden ist.

1.2.2 Klinisch-funktionelles und pathomorphologisches Erscheinungsbild

Klinisch lassen sich SOD1-G93A-transgene Tiere lange Zeit nicht von Wildtyp-Tieren
unterscheiden. Insbesondere die Gewichtszunahme entwickelt sich bei beiden Gruppen
zunachst unauffallig, erst etwa ab dem Lebenstag 108 stagniert diese und es sind signifikante
Unterschiede zu Wildtyp-Tieren messbar (Smittkamp et al. 2008). Erst mit circa 91 Tagen
zeigen sich die ersten klinischen Symptome in Form eines Tremors einer oder beider
Hinterldufe. Im Verlauf nimmt dieser an Intensitat zu und breitet sich auf alle Extremitaten
aus. Durch passives Bewegen der betroffenen Extremitdt kann man einen erhohten
Widerstand, als Ausdruck einer Spastizitdt, wahrnehmen. Zudem sind bei leichtem Beklopfen
der Knie oder FuBkndchel repetitive Reflexbewegungen als Zeichen einer Hyperreflexie oder
ein Klonus auslésbar (Chiu et al. 1995). Nach Auftreten der ersten Symptome schreitet die
Erkrankung kontinuierlich voran. Leistungsschwache und Bewegungsstorungen kénnen mit
Hilfe von motorischen Verhaltenstests, wie zum Beispiel dem Drehwalzentest (rotarod) oder
dem Gitterhangetest (hanging wire) nachgewiesen werden (Fischer et al. 2004; Smittkamp
et al. 2008; Alves et al. 2011). Elektrophysiologische Untersuchungen am Nervus ischiadicus
zeigen mit zunehmendem Alter eine Reduktion der MSAP und der motorischen
Nervenleitgeschwindigkeiten (mNLG) (Alves et al. 2011). Die Muskelatrophie betrifft
zunachst vor allem die Hinterldufe und flihrt zu einer Umfangsverschmalerung im
proximalen Bereich der unteren Extremitdaten. Das normale Gangbild verwandelt sich in eine
Art ,Watschelgang’. Mit zunehmender Muskelparese konnen die Tiere ihr Becken nicht mehr
vom Untergrund abheben und ziehen sich mit den Vorderlaufen vorwarts. Schlussendlich

werden sie immer schwacher und sind nicht mehr in der Lage das Futter zu erreichen oder
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sich selbststandig aus der Riicken-/Seitenlage in die Bauchlage zu drehen. In diesem
Endstadium erleiden einige der Tiere Augeninfektionen in einem oder beiden Augen
aufgrund reduzierter Fellpflege im Kopfbereich, vermutlich aufgrund sich manifestierender
Schwache in den Vorderlaufen (Chiu et al. 1995). Unter Beriicksichtigung von Tier-
versuchsabbruchkriterien erreichen die Tiere je nach Studie eine Lebenserwartung von
durchschnittlich 130 bis 140 Tagen, mit einer Schwankungsbreite von 102 bis 166 Tagen
(Chiu et al. 1995; Heiman-Patterson et al. 2005). Dabei treten Geschlechterunterschiede mit
einer durchschnittlich hoheren Lebenserwartung bei den Weibchen auf (Heiman-Patterson
et al. 2005; Alves et al. 2011). Histomorphologisch lassen sich erste Veranderungen an den
motorischen Endplatten der Wadenmuskulatur bereits an Tag 47 beschreiben, lange bevor
klinische Symptome auftreten oder Motoneurone untergegangen sind. Ab Tag 80 wird ein
Verlust groBkalibriger Axone an den ventralen Nervenwurzeln sichtbar und erst ab 100
Tagen sinkt die Anzahl der groen Motoneurone im Vorderhorn signifikant (Fischer et al.
2004; Turner und Talbot 2008). Parallel zum Untergang der motorischen Bahnen nimmt die
Anzahl von aktivierten Astrozyten und Mikroglia ab 100 Tagen deutlich zu (Hall et al. 1998).
In Abbildung 2 werden die klinisch-pathologischen Veranderungen auf einem Zeitstrahl

zusammengefasst (Turner and Talbot 2008).
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Abbildung 2 Zeitlicher Verlauf der klinischen und neuropathologischen Verdnderungen im high-copy-SOD1G93A-
Mausmodell

Klinisch entwickeln die Tiere nach circa 3 Monaten einen Tremor der Hinterldufe, gefolgt von Schwéache und
Gangstorungen. Auf zelluldarer Ebene geht der ersten klinischen Symptomatik eine progrediente Degeneration der
motorischen Endplatten und der distalen Axone voraus. Nach circa einem weiteren Monat progredienter Erkrankung fihrt
dies zu Muskelparesen bis hin zur vollstandigen Lahmung der hinteren Extremitaten. Auf zelluldrer Ebene geht dies mit dem
zunehmenden Untergang der Motoneuronzellkérper und einem reaktiven Anstieg der Astrozyten sowie der Microglia,
einher. Auf molekularer Ebene fuhrt die Akkumulation von mutanter SOD1 zu insoluble-protein-complexes (IPC, unldsliche
Proteinkomplexe), die zum Teil an inclusions (Einschlusskdrperchen) erkennbar sind, zur Stérung von Zellorganellen wie
dem Golgi-Apparat, den Mitochondrien, UPS, ER und letztendlich zur Induktion von Apoptosemechanismen. Abbildung
entnommen aus Turner und Talbot, 2008, Seite 99, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.
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1.3 ROCK-Inhibition — eine neue Therapiestrategie

1.3.1 Rho-Rock-Signalkaskade

G-Proteine sind Signaltransduktoren, die durch Wechsel von einer Guanosindiphosphat
(GDP)-gebundenen inaktiven in eine Guanosintriphosphat (GTP)-gebundene aktive Form,
eine hormonkodierte Informationsiibertragung tber die Zellmembran hinweg ermdglichen
(Mueller et al. 2005; Rassow et al. 2006). Rho-GTPasen stellen hierbei eine eigenstandige
Subfamilie der Superfamilie der Ras-zugehdrigen kleinen GTPasen (monomere G-Proteine)
dar und kommen in allen eukaryoten Zellen vor (Jaffe und Hall 2005). Bekannt geworden
sind die Ras-GTPasen durch ihr onkogenes Potential schon vor tber 20 Jahren (Sahai und
Marshall 2002). Die Aktivierung von Rho-GTPasen wird durch eine Vielzahl an Zell-
oberflachenrezeptoren wie Zytokinerezeptoren, Tyrosinkinasen, Adhdsionsrezeptoren und
G-protein-coupled receptors (GPCRs) stimuliert. Guanine nucleotide exchange factors (GEFs)
katalysieren den Austausch von GDP zu GTP und erhéhen damit die Rho-Aktivitat. GTPase
activating proteins (GAPs) stimulieren die intrinsische GTPase-Aktivitdt und Guanine
nucleotide dissociation inhibitors (GDIs) unterdriicken den Austausch in die GTP-gebundene
aktive Form und fiihren somit zu einer verminderten Rho-Aktivitdt (siehe Abbildung 3). Ist
die Rho-GTPase aktiviert, beeinflusst diese liber weitere Zielproteine eine Reihe an wichtigen
Zellprozessen, wie die Aktin-Zytoskelett-Dynamik, Gentranskriptionsregulation, den Zell-
zyklus und ist damit in die Zellteilung, Adhdsion, Migration, Phagozytose, Neuritenwachstum,
Zellmorphologie sowie Zellwachstum und Uberleben eingebunden (Kjoller und Hall 1999;
Rossman et al. 2005; Schmandke et al. 2007).

Rho-Kinasen (ROCK) sind AGC-Proteinkinasen mit einem Molekulargewicht von 160 kDa,
welche vor Uber 15 Jahren als direkte Effektoren der Rho-GTPasen erstmals beschrieben
wurden (Matsui et al. 1996). AGC-Kinasen sind eine Subgruppe der Serin-Threonin-
Proteinkinasen und regulieren ihre spezifischen Proteinsubstrate durch Bindung einer
Phosphatgruppe an Serin- oder Threoninaminosaurereste. Einen bekannten Vertreter der
AGC-Gruppe stellt die Proteinkinase A dar, welche eine Schlisselstellung im Glykogen-
stoffwechsel einnimmt (Pearce et al. 2010). Es werden zwei Isoformen der Rho-Kinasen
(ROCK I/11) unterschieden, die anhand ihrer unterschiedlichen gewebespezifischen Verteilung
differenzierte Funktionen in vivo vermuten lassen (Nakagawa et al. 1996). Wahrend ROCK I

vor allem im Hirngewebe und Riickenmark vorkommt, wird ROCK | zumeist in nicht
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neuronalem Gewebe wie Herz, Lunge und Skelettmuskulatur exprimiert (Mueller et al. 2005;
Duffy et al. 2009). Bei Rindern wurden die hochsten Konzentrationen von ROCK Il in
Pyramidenzellen der GroBhirnrinde und Hippocampus, sowie in den Purkinjezellen des
Cerebellums gefunden. Zudem konnte man eine deutlich hohere Konzentration in der
grauen im Vergleich zur weiRen Substanz nachweisen (Hashimoto et al. 1999). Strukturell
haben beide Kinasen eine katalytische Domane am N-Terminus, gefolgt von einer coiled-coil-
region und am C-Terminus des Proteins eine regulatorische Pleckstrin-homologe-Domane
(PH-Domane) mit cysteinreichen repeats. Die coiled-coil-region dient der Interaktion mit
anderen Proteinen und beinhaltet die Rho-binding-domain (RBD). Im inaktiven Zustand
bindet die RBD und die PH-Domane an die Kinase-Region des Proteins und bildet somit einen
autoinhibitorischen loop. Erst durch Bindung der aktiven Rho-GTPase an die RBD wird die
Schleife geodffnet und das Kinase-aktive Zentrum freigelegt. Andere Rho-unabhangige
Aktivatoren stellen die Fettsaure Arachidonsdure oder die Apoptose-induzierende Caspase-3
dar (Riento und Ridley 2003). Inhibitoren der Rho-Kinasen sind Rad und Gem, die als Rad-

Gem-Kir-Familie eine eigenstandige Gruppe kleiner GTPasen darstellen (Ward 2002).

1.3.2 ROCK-Inhibitoren

Fasudil (HA1077) (1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)homopiperazine) und Y-27632 ((1)-(R)-trans-4-
(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl)cyclohexanecarboxamidedihydrochloride) gehéren zu den am
hadufigsten genutzten und untersuchten ROCK-Inhibitoren. Beide Substanzen inhibieren
beide Isoformen (ROCK | und ROCK 1), jedoch zusatzlich mit deutlich weniger Spezifitat auch
andere Kinasen wie z. B. Proteinkinase A und Lim-Kinase (Lingor et al. 2007). Y-27632 stellt
im Gegensatz zu Fasudil einen selektiveren Inhibitor von ROCK Il dar (Uehata et al. 1997).
Fasudil, ein Isoquinolin-basierender Ligand, und Y-27632, eine Pyridinverbindung, unter-
scheiden sich in ihrer Struktur deutlich, jedoch erzielen sie ihre inhibitorische Wirkung
gleichermaBen Uber eine kompetitive Hemmung der ATP-Bindungsstelle von ROCK (Ishizaki
et al. 2000; Jacobs et al. 2006). Die Bioverfiigbarkeit und die Uberwindung der Blut-
Hirnschranke von Fasudil und Y-27632 nach oraler Applikation wurde in verschiedenen
Tierstudien bereits mehrfach nachgewiesen (Hattori et al. 2004; Li et al. 2009; Bowerman et
al. 2010; Bowerman et al. 2012; Tonges et al. 2014). Anfanglich wurde Fasudil aufgrund

seines ausgepragten vasodilatatorischen Effektes durch die Aufhebung der Gber die myosin
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light chain (MLC) gesteuerten Kontraktion der glatten Muskelzellen und der Kalzium-
antagonisierenden Wirkung zur Verhinderung von cerebralen Ischamien durch Vasospasmen
nach Subarachnoidalblutungen untersucht und ist bereits in Japan hierfiir klinisch zugelassen
(Zhao et al. 2006). Die bisher durchgefiihrten klinischen Studien stufen Fasudil fir diese
Indikation als ein sicheres Medikament ohne erwdahnenswerte Nebenwirkungen ein (Zhao et

al. 2011).

1.3.3 Neurophysiologische Rolle von ROCK und Hypothesen zur Neuroprotektion durch
ROCK-Inhibitoren mit Bezug zur ALS

1.3.3.1 Axonale Plastizitit und neurozellulires Uberleben

Eine Vielzahl an Effektorproteinen, die durch ROCK phosphoryliert und damit moduliert
werden, sind in zahlreichen Publikationen bereits beschrieben. Viele dieser Effektoren
regulieren die Zellmorphologie und Zellmotilitit, andere sind in Zellzyklus oder Uber-
lebenskaskaden eingebunden (Tonges et al. 2011). Eine der Hauptaufgaben von ROCK ist die
Regulation der Aktin-Zytoskelett-Organisation, wodurch eine Reihe wichtiger Funktionen in
glatten Gefalmuskeln, Endothelzellen, hamatologisch-immunologischen Zellen, Neuronen
und Gliazellen gesteuert werden (Shin et al. 2008). Einer der hierbei umfangreich studierten
Signalwege fihrt Gber die Phosphorylierung der myosin light chain phosphatase (MLCP)
durch ROCK Il (Kimura et al. 1996). Die daraus folgende Reduktion der MLCP-Aktivitat
verhindert die Inaktivierung der aktiven Phosphat-gebundenen MLC. Parallel dazu ist ROCK
I, dhnlich wie die myosin light chain kinase (MLCK), in der Lage die MLC zur aktiven Form zu
phosphorylieren. Die aktive MLC interagiert mit Aktinfilamenten und fihrt zur Myosin-Aktin-
Kontraktion (Amano et al. 1996). Ein anderer wichtiger Weg tiber den ROCK Einfluss auf das
Zytoskelett nimmt, ist die Aktivierung der LIM-Kinase (LIMK). LIMK seinerseits phosphoryliert
und inhibiert Cofilin (Maekawa 1999). Cofilin wiederum spielt eine entscheidende Rolle in
der Abspaltung von Aktinfilamenten sowie der Depolymerisierung von Aktin und ist somit
essentiell fir das axonale Wachstum (Ng und Luo 2004). Adducin und ERM-Proteine (Ezrin,
Radixin, Moesin), die das Aktinzytoskelett malgeblich beeinflussen und damit an der
Regulation von Zellmotilitdt und axonalem Wachstum beteiligt sind, stellen weitere

Substrate von ROCK dar (Kimura 1998; Matsui et al. 1998). Mikrotubulin-assoziierte-Proteine
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wie Tau oder MAP2 verringern ihre Mikrotubuli-Polymerisationsfunktion nach Phos-
phorylierung durch ROCK. Collapsin response mediator protein-2 (CRMP2), ein durch ROCK
aktiviertes spezifisch neuronales Protein, induziert einen Zusammenfall des axonalen
Wachstumskegels und beschrankt somit die Regenerationsfahigkeit des Hirngewebes
(Mueller et al. 2005; Schmandke et al. 2007). Dariber hinaus gibt es eine Reihe weiterer
ROCK-Substrate, die an der Limitierung axonal-neuronalen Wachstums beteiligt sind. Bei der
extrazelluldaren Initilerung der axonalen Wachstumsrestriktion ist das Myelin ein ent-
scheidender Mediator. Myelingebundene Molekile wie Nogo-A, myelin-associated glyco-
protein (MAG), und oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp) vermitteln eine Inhibition
von axonalem Auswachstum auch tber die Rho-ROCK-Signalkaskade (Mueller et al. 2005;
Schmandke et al. 2007; Tonges et al. 2011). Insbesondere fiir Nogo-A ist die Beteiligung am
Zusammenbruch des neuronalen Wachstumskegels, dem growth cone collapse, und damit
an der Unterbindung des Axonwachstums, nachgewiesen (Prinjha et al. 2000; Fournier et al.
2001; Pernet und Schwab 2012). Hypothetische Therapiekonzepte zur Stimulation axonaler
Regeneration durch ROCK-Inhibitoren wurden bereits formuliert und werden intensiv
erforscht (siehe Abbildung 3) (Kubo et al. 2008; Tan et al. 2011). Erhohte Konzentrationen
von Nogo-A konnten in der Skelettmuskulatur von ALS-Patienten und in einem SOD1-
transgenen Mausmodell nachgewiesen werden (Dupuis et al. 2002). Zudem war eine
signifikante Korrelation zwischen Hohe der Nogo-A-Konzentration und der Schwere der
Erkrankung erkennbar (Jokic et al. 2005). Die Beteiligung der Nogo-A-vermittelten Unter-
minierung der axonalen Regeneration konnte in einem kombinierten SOD1-transgenen
Mausmodell mit Nogo-A-knock-out gezeigt werden. Hiernach zeigte sich ein signifikant
lingeres Uberleben und eine Reduktion der Muskeldenervierung. Dariiber hinaus konnte
durch Uberexpression von Nogo-A in Wildtyp-Tieren ein Schwund der Postsynapse und eine
Retraktion der terminalen Axone in der Muskulatur beobachtet werden (Jokic et al. 2006).
Zudem demonstrieren Experimente in transfizierten neuronalen Zellkulturen mit humaner,
mutierter (G93A) SOD1 im Vergleich zur Kontrolle mit humaner Wildtyp-SOD1 ein deutlich
reduziertes Neuriten-Auswachstum und eine erhéhte Rate an Zelltod (Takeuchi et al. 2002).
In dem unter Kapitel 1.1.5 bereits erwdhnten Artikel zur fALS durch Profilin-1-Mutation wird
die zugrundeliegende Ursache zum Teil in einer durch Profilin-Mutation-bedingten axonalen

Wachstumshemmung gesehen (Wu et al. 2012). Profilin-1 ist unter anderem fir seine
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Funktion in der Aktin-Polymerisation und damit fir seinen Einfluss auf das axonale Aus-
wachstum bekannt (Suetsugu 1998; Wills et al. 1999). In primdren Motoneuronzellkulturen,
in denen das mutierte Profilin-1-Gen exprimiert wurde, konnte eine deutliche Hemmung des
axonalen Wachstums nachgewiesen werden (Wu et al. 2012). ROCK | wiederum scheint
direkt Gber Phosphorylierung von Profilin-1 dessen Funktion zu unterbinden (Shao et al.
2008b).

ROCK ist nicht nur in die axonale Plastizitit, sondern auch in das neuronale Uberleben
eingebunden. Einer der entscheidenden Signalwege fihrt dabei tber die direkte Aktivierung
des bekannten Tumorsuppressors phosphatase and tensin homologue (PTEN) durch ROCK (Li
et al. 2005; Meili et al. 2005). PTEN unterdriickt iber eine Inaktivierung von Akt die Aktivitat
von mTOR (mammalian target of rapamycin), welches selbst einer der bekanntesten
Stimulatoren von Proteinbiosynthese und Zellwachstum darstellt (Shi und Wei 2007; Park et
al. 2010; Tonges et al. 2011). Dariiber hinaus wird dieser durch ROCK stimulierten Kaskade
nicht nur der Einfluss auf das neuronale Uberleben zugeschrieben, sondern auch eine durch
limitierte Proteinsynthese mit konsekutivem Fehlen notwendiger Proteine bedingte Hem-
mung axonalen Wachstums (Park et al. 2008). Im Zusammenhang mit ALS fand eine andere
Arbeitsgruppe heraus, dass bei Suppression von BTBD10, einem Akt-Aktivator, der Unter-
gang von kultivierten Motoneuronen induziert werden kann. Interessanterweise fand man in
Motoneuronen von sALS-Patienten und im SOD1-G93A-Mausmodell eine reduzierte Ex-
pression von BTBD10 (Nawa et al. 2012). Moglicherweise konnte durch Stimulation von Akt
Uber die ROCK-Inhibition auch in der Pathologie der ALS dem Sterben der Motoneurone
entgegen gewirkt werden. Eine weitere, kiirzlich erschienene Verdéffentlichung untersuchte
eine Reihe an Regulatorproteinen im Muskelgewebe von sALS-Patienten und fand heraus,
dass eine hohe Konzentration von Akt mit einem liangeren Uberleben der Patienten positiv

korreliert ist (Yin et al. 2012).
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Abbildung 3 Aktivierung des Rho-ROCK-Signalweges mit Folge einer Unterdriickung des axonalen Wachstums und des
Zelliiberlebens

In Folge einer Schadigung des ZNS werden Mediatoren wie z. B. Nogo A, MAG, Omgp etc. freigesetzt, was zu einer
Aktivierung der Rho-GTPase flihrt und konsekutiv auch zur Aktivierung von ROCK. Die Aktivitat der Rho-GTPase ist dariiber
hinaus durch Regulatoren wie GEFs, GDIs und GAPs reguliert. Die aktivierte ROCK wiederum fiihrt einerseits Gber viele
Signalwege zur Dysregulation des Aktin-Myosin-Zytoskeletts und dadurch zur Inhibition des axonalen Wachstums.
Andererseits fihrt diese zur Limitierung der Proteinbiosynthese und des Zellwachstums, was sich negativ auf das
Zelliberleben auswirkt. ROCK-Inhibitoren, wie Fasudil und Y-27632, vermdgen eine Unterdriickung der ROCK-Aktivitat und

kénnen somit in diesen Signalweg eingreifen. Abbildung modifiziert nach Tan et al.,, 2011, Seite 655 mit freundlicher
Genehmigung von International Journal of Ophthalmology.
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Aufgrund der genannten Funktionen fiir axonales Wachstum und neuronales Uberleben
sieht man in der Inhibition von ROCK ein vielversprechendes therapeutisches Ziel. Das
Potential zur Stimulation von Neuritenwachstum und neuronalem Uberleben durch ROCK-
Inhibitoren konnte in vitro anhand von Zellkulturen und in vivo in einem Sehnerv-
Schadigungs-Modell detailliert belegt werden (Lingor et al. 2007; Bermel et al. 2009).
Zahlreiche Studien belegten einen Aktivitatsanstieg des ROCK-Signalweges in Tiermodellen
mit Riickenmarkverletzungen. Die hierbei gesetzten Lasionen fiihren zu einer konsekutiven
motorischen Funktionseinschrankung der hinteren Extremitat. Durch Inhibition der ROCK-
Kaskade konnte eine signifikante Verbesserung der motorischen Fahigkeiten nachgewiesen
werden (Hara et al. 2000; Dergham et al. 2002; Sung et al. 2003). Hara et al. konnten mit der
Behandlung durch ROCK-Inhibitoren im Rickenmarkldsions-Tiermodell sogar eine bessere
Funktionswiederherstellung im Vergleich zum derzeit aktuellen medikamentdsen Standard
mit Methylprednisolon erreichen (Hara et al. 2000). Eine erst kiirzlich veroffentlichte Studie
unserer Arbeitsgruppe untersuchte ROCK-Inhibition in einem in vitro 1-Methyl-4-Phenyl-
pyridin-Zellkulturmodell und in einem subchronischen in vivo 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin  (MPTP)-Mausmodell der neurodegenerativen Parkinson‘schen Er-
krankung. Die Behandlung mit Fasudil konnte in beiden Modellen den Untergang der
dopaminergen Neurone und deren neuronaler Fortsdtze abmildern. Zudem konnte in
motorischen Verhaltenstestungen eine deutliche Verbesserung der motorischen Leistungs-
fahigkeit nach Fasudilbehandlung gezeigt werden (Ténges et al. 2012).

SMA, eine der ALS verwandte Erkrankung, filhrt zum Motoneuronuntergang im Riickenmark
aufgrund einer loss of function-Mutation im survival of motoneuron (SMN)-1-Gen mit dem
Verlust an SMN-Protein. Das Fehlen von SMN fiihrt Uber definierte Mechanismen zu einer
gesteigerten Aktivierung der ROCK-Signalkaskade mit einer konsekutiven Hemmung
axonalen Auswachstums. Durch Applikation von ROCK-Inhibitoren in Zellkulturversuchen,
konnte dieser Dynamik entgegen gesteuert werden (Bowerman et al. 2007; Nolle et al.
2011). Funktionell konnte in vivo durch eine orale Behandlung mit Fasudil und Y-27632 in
einem SMA-Mausmodell das Uberleben der Tiere deutlich verldngert werden (Bowerman et
al. 2010; Bowerman et al. 2012). Die Erfolge der Behandlung mit ROCK-Inhibitoren in einem
Tiermodell der spinalen Muskelatrophie lassen grundsatzlich auch auf Erfolge in der

Behandlung der ALS hoffen. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Aktivierung der
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ROCK-Signalkaskade und dem Pathomechanismus der Erkrankung liel8 sich jedoch bisher nur
bei der SMA herstellen. Die regulierende Bindung des Profilin-Proteins durch das SMN-
Protein verhindert eine Uberschielende freie Konzentration an Profilin lla. Dieses wiederrum
stellt einen bedeutenden Aktivator der Rho-ROCK-Signalkaskade dar. Der Verlust an SMN
durch die Mutationen im Gen der SMA flhrt teilweise Uber diesen Pathomechanismus zu
einem verminderten neuronalen Auswachstum und Differenzierung der Motoneurone

(Bowerman et al. 2007).

1.3.3.2 Proteinaggregation

In der ALS ist die Proteinaggregation fehlgefalteter Proteine eine der markantesten
histomorphologischen Erscheinungen. In SOD1-G93A-transfizierten Zelllinien konnte gezeigt
werden, dass die SOD1-Mutante (iber die Protein-Degradationssysteme UPS und Makro-
autophagie abgebaut wird und dass es durch Hemmung dieser Abbauwege zur
Akkumulation der Proteine kommt (Kabuta et al. 2006). Im SOD1-G93A-Mausmodell konnte
zudem gezeigt werden, dass die Aktivitdat von UPS im lumbalen Rickenmark deutlich
reduziert ist. Interessanterweise sogar, bevor die ersten histopathologischen Veranderungen
auftreten (Kabashi et al. 2004). ROCK kann die Aktivitat der Protein-Degradations-Systeme
wie zum Beispiel das UPS regulieren. Der genaue Signalweg ist bisher nicht verstanden, aber
basierend auf Zellkultur-Versuchen weiR man, dass durch knock-out von ROCK-1 und ROCK-
2, die Aktivitdt des UPS deutlich gesteigert werden kann. Durch Applikation des ROCK-
Inhibitors Y-27632 konnte gezeigt werden, dass in einem in vitro Huntington-Modell durch
Aktivierung der Protein-Degradations-Systeme die erzeugten Huntingtin-Proteinaggregate
reduziert werden kénnen (Bauer et al. 2009). Weitere Studien wiesen der ROCK-Kaskade ein
downstream-target mit antiaggregativen Eigenschaften, das Profilin-1, zu (Shao et al.
2008b). Profilin kommt hauptsachlich in zwei aktiven Isoformen vor. Profilin-1 ist in allen
Zellen vorhanden und Profilin-2 kommt vor allem in neuronalen Zellen vor. Uber einen
bisher unbekannten Mechanismus scheint Profilin-1 antiaggregative Eigenschaften auf-
zuweisen. Interessant ist, dass ROCK durch Phosphorylierung von Profilin-1 selbiges hemmt.
Eine Inhibition durch ROCK-Inhibitoren konnte in einem in vitro Huntington-Modell eine
Aktivierung von Profilin-1 bewirken, was wiederum zur Reduktion von Huntingtin-

Aggregaten gefiihrt hat (Shao et al. 2008b). In einem Tiermodell der Proteinopathie Chorea
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Huntington konnte nach Behandlung mit Y-27632 eine Verbesserung der motorischen
Leistung und eine Reduktion des mutierten Proteins Huntingtin nachgewiesen werden, ein
Uberlebensvorteil blieb jedoch aus (Li et al. 2009). Zudem konnte in einer weiteren Studie
durch intravitreale Injektion von ROCK-Inhibitoren die Sehfahigkeit in einem Huntington-
Mausmodell verbessert werden (Li et al. 2013).

Wie bereits in Kapitel 1.1.5 und Kapitel 1.3.3.1 erwahnt, konnten Mutationen im Profilin-1-
Gen kurzlich als eine weitere Ursache bisher unklarer fALS entdeckt werden. In den hierbei
untersuchten transfizierten Zellkulturen mit einer Profilin-1-Mutante ist im Vergleich zum
Wildtyp-Profilin-1 eine deutliche Ausbildung von Aggregaten vor allem nach Inhibition des
UPS zu sehen. Interessanterweise finden sich in den erzeugten Aggregaten auch TDP-43-
Proteinaggregate. Hierdurch wird impliziert, dass nicht die Mutation allein, sondern auch
eine Funktionseinschriankung des UPS die Aggregation von Proteinen begiinstigt (Wu et al.
2012).

Allgemein scheinen die zelluldren Proteinabbau-Mechanismen, wie UPS und Autophagie
durch ROCK-Inhibition aktiviert zu werden (Pollitt et al. 2003; Shao et al. 2008a; Bauer et al.
2009). Bisher sind keine Veroffentlichungen zur Beeinflussung von Aggregation durch ROCK-
Inhibition in der ALS bekannt, jedoch weisen die genannten wissenschaftlichen Unter-
suchungen auf eine starke Beteiligung der UPS-Funktion und anderer Degradationssysteme
in der Pathogenese der ALS hin. Wie die Chorea Huntington gehort auch die ALS zu den
Proteinopathien. Hypothetisch kdnnte man daher auf Grundlage der genannten Therapie-
erfolge im Huntington-Modell durch Stimulation der UPS-Funktion mit Hilfe von ROCK-

Inhibitoren, ebenfalls auf eine erfolgreiche Beeinflussung der Aggregation in der ALS hoffen.

23



Einleitung

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Unter Leitung von Prof. Dr. Paul Lingor und dem Projektleiter PD Dr. Lars Tonges konnten wir
bereits in einer prasymptomatischen Studie mit oraler Fasudil-Behandlung im SOD1-G93A-
Mausmodell eine Verlangerung der Uberlebenszeit und eine Verbesserung der motorischen
Leistung zeigen (Tonges et al. 2014) (siehe Abbildung 4). Hierbei wurde der ROCK-Inhibitor in
einer Dosierung von 30 mg/kg Korpergewicht pro Tag und 100 mg/kg Korpergewicht pro Tag
ab Lebenstag 50 getestet. Es zeigte sich ein signifikant langeres Uberleben in der Fasudil-
30mg/kg/Kérpergewicht-Behandlungsgruppe mit einem mittleren Uberlebensvorteil von 10
Tagen. Zudem konnten die Tiere durch Behandlung mit Fasudil 30 mg/kg/Korpergewicht in
einer motorischen Leistungsfahigkeitspriifung auf einer rotarod-Testapparatur im Zeitraum
von Tag 107 bis 113 signifikant langere Laufzeiten im Vergleich zur Wasser-behandelten
Kontrollgruppe erreichen. Ein solcher prasymptomatischer Behandlungserfolg in einem ALS-
Mausmodell ist ein bedeutender Erfolg fir die weitere Erforschung therapeutischer

Behandlungsmoglichkeiten durch ROCK-Inhibition in der Amyotrophen Lateralsklerose.

24



Einleitung

A 22 B 110
| i e 3 =)
| + I I e dy 106
= BRI 3
o | g 14 11 i &l \‘+ (2}
= % A1 : ‘% < 102
_— o o E
£ 18 = ©
©® | ¢ & 8 E
= 6l o
16 %)
|~ Fas30 = 9%
- Fas100 0
+ Veh
1 . " - -~ - - . . - " 90
50 59 68 80 89 101 107 113 119 Veh Fas30 Fas100
Age [days] Treatment groups
T 10 D —
(>U I & Fas30™ 355
E 90 ©- Fas100 ]
< o8 4, + Veh £
2 ¢ =
+9 45
06 ok ©
5 gt E
> +2 4 O 40
£ 04 < s
- 1O ‘1
o) + ¢ w 35
® o2 + g l—L 8
8 o ! o 30
P
o 00 + s Ay o
25
10 120 130 140 150 160 170 Veh Fas30 Fas100
Age [days] Treatment groups
— *
n
E — 200 _ F 200 i * *
(O] —&—- Fas30 — - T ’
o= &% - Fas100 2, s S N (N
< 160 k& p + Veh - 160 i S N |
o V| ) o g INg
£ 120 i T 120 ST )
1 \ o O |
o S @] ot \
c TN o’ [T N
T 8o TR 80 .
T (i1 | c I |
S g © 40/ % Fas100 %
© : * e —& Fas30 +
[ o + Veh
£ o = oo
= 50 80 98 101 104 107 110 113 116 119 98 101 104 107 110 113 116 119
Age [days] Age [days]

Abbildung 4 ROCK-Inhibition verlingert das Uberleben und verbessert die motorischen Fihigkeiten nach pra-
symptomatischer Behandlung mit Fasudil

Dargestellt sind die Untersuchungsergebnisse aus einer mit Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht behandelten (Fas30), einer mit
Fasudil 100 mg/kg Koérpergewicht behandelten (Fas100) und einer unbehandelten (Veh) Gruppe aus SOD1-G93A-
transgenen Weibchen. Dargestellt ist das Kérpergewicht (A), der Krankheitsbeginn (B), das Uberleben (C), die Krankheits-
dauer (D) sowie die motorischen Verhaltenstestungen hanging wire (E) und rotarod (F). Signifikante Unterschiede bei p <

0,05 sind mit (*) gekennzeichnet. Abbildung entnommen aus Tonges et al., 2014, Seite 6, mit freundlicher Genehmigung
von John Wiley and Sons.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist somit

1. die Entschlisselung der zugrundeliegenden neurobiologischen Effekte des Erfolgs der
ROCK-Inhibitionstherapie in einer Querschnittstudie an 100 Tage alten SOD1-G93A-
transgenen Mausen. Wesentliche Bestandteile sind dabei die Evaluation der histo-
logisch nachweisbaren Degeneration der zweiten Motoneurone im lumbalen Riicken-
mark, deren Axone im Nervus ischiadicus und deren terminale Enden auf der Ebene
der motorischen Endplatten im Musculus gastrocnemius. Zudem stellt die elektro-
physiologische Untersuchung am Nervus ischiadicus einen weiteren zu unter-
suchenden Parameter der Funktionalitat jener Motoneuronaxone dar.

2. die Evaluation einer Therapie mit einem alternativen und spezifischeren ROCK-
Inhibitor, der Substanz Y-27632, im SOD1-G93A-Mausmodell. Hierbei werden das
Uberleben, die motorischen Fihigkeiten und die klinische Verlaufsanalyse nach
prasymptomatischer Behandlung (iber das Trinkwasser mit Beginn von 50 Lebens-
tagen untersucht.

3. die Evaluation einer symptomatischen Therapie mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil.
Diese soll erst bei Auftreten der ersten klinischen Symptome des SOD1-G93A-
Mausmodells an Lebenstag 80 initiiert werden und untersuchen, ob damit auch noch
eine Lebensverlangerung und/oder funktionelle motorische Verbesserung erzielt

werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Standardmaterialien

In der nachfolgenden Tabelle sind die Materialien aufgelistet, die in der Mehrzahl der

Versuche zum Einsatz kamen (sog. Standardmaterialien).

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Axioplan Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

Axioplankamera AxioCam HRm, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

Reinstwasseranlage Elga Purelab Plus UV/UF PL5124, ELGA LabWater,

Celle, Deutschland

Eismaschine AF 100, Scotsman Ice Systems, Milano, Italien
Feinwaage bis 0,01 g LE6202S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Feinwaage bis 0,1 mg BL210S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Gefrierschnittmaschine (Kryostat) | CM-3050-S, Leica Biosystems GmbH, Nussloch,

Deutschland

Gefrierschrank (-20 °C) Robert Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen,

Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C) Forma, ThermoQuest Analytische Systeme GmbH,

Egelsbach, Deutschland

Inkubationsschrank (37 °C) Heraeus B20, Kendro Laboratory Products GmbH,

Langenselbold, Deutschland

Kihlschrank (5 °C) Liebherr-Hausgerate Ochsenhausen GmbH,

Ochsenhausen, Deutschland

Magnetriihrer Ikamag RH, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

Deutschland
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Mikrowelle Robert Bosch Hausgerate GmbH, Minchen,
Deutschland
pH-Meter pH-Meter PD20, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Pipetten 0,2-2 ul, 1-10 pl, 2-20 pl,
20-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 pl

Pipetman Classic P2, P10, P20, P100, P200, P1000;
Gilson Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Schwenktisch

Stuart 3D gyratory rockers - SSM3, Bibby Scientific

Limited, Stone, Vereinigtes Konigreich

Vortex Reagenzglasmischer

7-2020, neolab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Wasserbad

3043, Kéttermann GmbH & Co KG, Hanigsen,

Deutschland

Verbrauchsmaterialien/

aligemeine Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

Deckglaschen

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co

KG, Braunschweig Deutschland

Gefriermatrix

Shandon Cyromatrix, Thermo Fisher Scientific Inc,

Kalamazoo, Michigan, USA

Objekttrager

ThermoScientific Superfrost Plus, Gerhard Menzel
Glasbearbeitungswerk GmbH & Co KG, Braunschweig

Deutschland

Paraformaldehyd

A3813, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Phosphate buffered solution

A0964, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Pipettenspitzen ohne Filter

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Reagenzrohre (25 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Safe-Lock-Reaktionsgefalle (0,5
ml, 1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Tabelle 1 Standardmaterialien
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2.2 Experimentdesign

Die Planung und Darstellung der Experimente sowie deren Methoden und Ergebnisse
werden nach den Empfehlungen des CONSORT Statement dargelegt (Moher et al. 2010). Das
SOD1-G93A-Mausmodell ist nach den aktuellen Guidelines fiir praklinische Studien zur ALS
der Goldstandard und stellt daher auch in dieser Arbeit die Grundlage der Experimente dar
(Ludolph et al. 2010). Die Basis fiir diese Experimente bildet ein doppelt-verblindetes und
Placebo-kontrolliertes Parallelgruppendesign. Zur Reduktion von Gruppeneffekten werden
die Tiere entsprechend Geschlecht und Alter getrennt. Des Weiteren werden Wurf-
geschwister in den verschiedenen Parallelgruppen randomisiert verteilt, sodass zur besseren
Vergleichbarkeit im besten Fall Geschwister auf alle Gruppen gleichmaRig verteilt sind. Die
weiterfiihrenden Details der Experimente sind in den folgenden Kapiteln naher erldutert.
Alle Tierexperimente wurden zudem nach den Empfehlungen und Regeln des
Tierschutzgesetztes durchgefiihrt (Genehmigungsbescheid der Tierversuche Aktenzeichen:

33.14.42502-04-092/09 und Aktenzeichen: 33.9-42502-04-12/0938).

2.3 Tierzucht und Tierhaltung

Der genetische Hintergrund der transgenen Tiere entspricht dem urspriinglich von Gurney et
al. entwickelten High-copy B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J Genotyp (Jackson Labs, Bar Harbor,
USA) (Gurney et al. 1994). In der Zentralen Tiereinheit (ZTE) der Universitatsmedizin
Gottingen wurden zu Beginn der Zucht die von Jackson Lab georderten transgenen Bocke mit
B6SJLF1/)-Wildtyp-Weibchen (Jackson Lab, Bar Harbor, USA) verpaart. In Folge des rapiden
Krankheitsverlaufes war es nicht moglich, eine andauernde Zucht mit diesen transgenen
mannlichen Elterntieren weiter fortzufiihren. Daher wurden zur Erhaltung der Kolonie die
transgenen Bocke der F1-Generation mit den weiblichen Wildtyp-Tieren der Eltern-
generation weiter verpaart. Hierbei wurde akribisch darauf geachtet, dass die Verpaarungs-
bocke nicht mit den Verpaarungsweibchen verwandt sind. Aufgrund der Verpaarung eines
Wildtypen und eines heterozygoten Genotypes sind nur zu etwa 50 % transgene Nach-
kommen zu erwarten. Daher werden zwischen zwei und drei Wochen nach Geburt
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Schwanzspitzen mit einer Lange von circa 0,4 cm biopsiert und der Genabschnitt mit der
Mutation wie in der im folgenden beschriebenen Polymerasekettenreaktion amplifiziert und
mittels Gelelektrophorese genotypisiert.

Im Alter von 35 bis 45 Tagen werden die Tiere von der ZTE in die experimentelle Einrichtung
(Neurobiologisches Labor Prof. Bahr, Waldweg 33, Goéttingen, Deutschland) transferiert. Die
Haltung und Pflege der Tiere in speziellen Kafigen (IVC - individually ventilated cage) wurde
von Mitarbeitern der ZTE durchgefiihrt. Durch die separate Kafigventilation ist eine konstant
gehaltene Luftfeuchtigkeit und Temperatur moglich. Der Versuchsraum selbst ist auch stets
bei konstanter Luftfeuchtigkeit von 60 % und 23 °C Raumtemperatur gehalten. Die
Futterzufuhr erfolgt tGber eine vollwertige Alleinfuttermischung (ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland), die den Tieren unbegrenzt als Trockenpellets durch die Gitter-
abdeckungen erreichbar zur Verfligung steht. Die Flissigkeitszufuhr wird tGber Trinkbehalter
an den Kafigen ermoglicht, wobei diese durch die therapeutische Behandlung Uber das
Trinkwasser regelmafig vom Untersucher selbst kontrolliert wird. Im fortgeschrittenen
Krankheitsverlauf werden die Pellets mit Wasser zu Brei aufgeweicht und in einer
Plastikschale am Kafigboden platziert, um den durch Lahmung funktionell beeintrachtigten
Tieren die Nahrungs- und Flissigkeitszufuhr zu erleichtern. Um bestmogliche experimentelle
Bedingungen zu schaffen, werden die Tiere, noch bevor die Testungen beginnen, an einen
umgekehrten Tag-Nachtrhythmus gewdéhnt. Hierbei bestand eine Dunkel/Nachtphase von 9
bis 21 Uhr, sodass bei der spateren Tiertestung die Tiere nicht in ihrer Ruhephase gestort
werden und die maximale Aktivitdtsphase am Tage in Dunkelheit erreicht wird. Zur Ver-
meidung von Tageslicht-bedingten Rhythmusstérungen wahrend der motorischen Testungen

wurde stets eine Rotlichtlampe verwendet.

2.4 Genotypisierung der SOD1-G93A-Punktmutation

Zur Freisetzung der DNA aus den Schwanzspitzenbiopsien werden diese zundchst mit je 160
ul DirectPCR-Lyse-Reagenz (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) und je 3 ul
Proteinase K (10 mM in Tris, pH 8, AppliChem, Darmstadt, Deutschland) tiber 12 Stunden bei

55 °C inkubiert. Um die Proteinaseaktivitdt zu stoppen, werden die Proben abschliefend fir
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45 Minuten bei 85 °C denaturiert. Nachdem diese abgekihlt sind, werden jeweils 2 pl des
Gewebelysates in 0,5 ml Reaktionsgefae Uberfiihrt. Zu jedem Lysat werden 18 ul eines
Mastermix hinzugegeben, der sich aus folgenden Reagenzien zusammensetzt: 2 ul dNTP
(Desoxynukleosid-Triphosphat-Mixlésung, 2 mM/dNTP; Biolab GmbH, Minchen, Deutsch-
land), 2 ul eines zehnfachen PCR-Reaktionspuffers (Peglab Biotechnology GmbH, Erlangen,
Deutschland), 0,5 pl eines Vorwarts-Primers mit der Sequenz 5°-CATCAGCCCTAATCCATCTGA-
3’ (100 pM, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) und 0,5 pl eines Rickwarts-Primer mit
der Sequenz 5°-CGCGATTAACAATCAAAGTGA-3" (100 uM, Sigma-Aldrich, Miinchen), 0,3 pl
Tag-Polymerase (Rekombinante DNA-Polymerase, interne Laborherstellung) in 12,7 ul
sterilem Wasser. Das Gemisch aus Lysat und Mastermix wird im PCR-Gerat (Cyclone 25,
Peqglab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland) nach folgendem Schema amplifiziert:
Das Gerat wird auf 110 °C vorgeheizt; Initialisierung der DNA-Denaturierung fiir 5 Minuten
bei 94 °C; Schleife fir 30 Durchlaufe mit jeweils 30 min bei 94 °C, dann 30 min bei 55 °C fir
Anlagerung der Primer an die entsprechende Region der Einzelstrang-DNA, dann 30 min bei
72 °C fir die Transkription des spezifischen DNA-Abschnittes, erneuter Beginn der Reaktions-
schleife; Beendigung der Amplifikation bei 72 °C fiir 5 min, abschlieRend Abkiihlung auf 4 °C.
Die Reaktionsgefalle werden nun mit 3 ul Ladepuffer (15 % Ficoll 400 DL, 100 mM LiCl, 100
mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), 0,05 % Bromphenol, in 50 ml H,0) versetzt und
ca. 15 pl jeder Probe auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Fir die Herstellung des Gels
werden 1,2 g Agarose (AppliChem GmbH, Darmstadt) in 60 ml einfacher TBE-Losung (Tris-
Base-EDTA-Puffer, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) in einem Erlenmeyerkolben
in einer Mikrowelle durch kurzes Sieden gel6st und anschliefend 1,2 ul Ethidiumbromid (10
mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) hinzugegeben und durch
Schwenken gleichméaRig verteilt. Das flissige Gel wird nun in einen Gelschlitten (BioRad
Laboratories, Miinchen, Deutschland) gegossen und zwei passende Kdmme (BioRad
Laboratories, Miinchen, Deutschland) zur Taschenformung eingetaucht. Nach circa einer
Stunde ist das flissige Gel in einen festen Aggregatzustand libergegangen und wird in eine
Gelelektrophoresekammer mit TBE-Pufferlésung (BioRad Laboratories, Miinchen, Deutsch-
land) tberfiihrt. Nachdem sich die Taschen mit Pufferflissigkeit gefiillt haben, konnen diese
mit dem Probenreagenz gefillt werden. Die Gelelektrophorese wird fiir ca. 40 Minuten bei

80 Volt durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden die DNA-Fragmente elektrophoretisch
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nach ihrer Lange aufgetrennt. Durch das Anlegen einer Spannung an das Gel, wandert die
negativ geladene DNA zur positiven Elektrode. Die Gelmatrix dient dabei als mikroskopisch
kleines Porennetzwerk, durch das die DNA-Fragmente je nach GrolRe langsamer oder
schneller wandern. Mit Hilfe einer mitlaufenden DNA-Leiter (100 ng/ul, Dianova, Hamburg,
Deutschland) werden im Gel die Orte markiert, bei denen sich DNA-Fragmente bestimmter
DNA-Lange befinden. Durch die Bindung von Ethidiumbromid an die DNA kann das zu
bestimmende DNA-Molekil unter UV-Licht und mit Hilfe eines an eine Kamera an-
geschlossenen Computers und dem Computerprogramm Quantity-One 4.2.2 (BioRad
Laboratories, Miinchen, Deutschland) detektiert werden. Das Genprodukt einer SOD1-G93A-
Mutante wird anhand einer DNA-Bande im Bereich von 236 Kilobasen identifiziert, wéhrend

bei WT-Proben an dieser Stelle keine Bande erscheint (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5 Genotypisierung der SOD1-G93A-transgenen Tiere

DNA Leiter mit A (300 Kilobasen) und B (200 Kilobasen), Kontrollproben Wasser (H,0),
Wildtypkontrolle (wtc), Transgenkontrolle (tgc) und zwei Proben transgener Tiere (tg) und
eine Probe eines Wildtyptiers (wt). Bande bei 236 Kilobasen fiir Genprodukt mit SOD1-G93A-
Punktmutation.

2.5 Versuchsgruppen

2.5.1 Therapeutische Behandlung und Versuchsgruppeniibersicht

In den unter Kapitel 1.4 genannten Vorversuchen wurden bereits die Trinkmengen der Tiere
mit 4 ml/Tag bestimmt. Je nach Experiment wird den Behandlungsgruppen 30 mg/kg
Korpergewicht/Tag Fasudil (,F-4660“, LC Labs, Woburn, Massachusetts, USA), 100 mg/kg

Korpergewicht/Tag Fasudil oder 30 mg/kg Korpergewicht/Tag Y-27632 (Tocris Bioscience,
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Bristol, Vereinigtes Konigreich) in das Trinkwasser verabreicht. Die genannten Substanzen
werden in Pulverform geliefert und gelagert. Diese werden mit sterilem Wasser (Ampuwa,
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) in einer Konzentration von
15 mg/ml fir die Behandlungsgruppen mit 30 mg/kg Koérpergewicht/Tag und mit 50 mg/ml
fur die Behandlungsgruppen mit 100 mg/kg Korpergewicht/Tag in 1 ml Safe-Lock-Reaktions-
gefaBen aliquotiert und mit Buchstaben- und Zahlencodes fiir den Testdurchfihrer ver-
blindet und bei -20 °C gelagert. Ein Safe-Lock-Reaktionsgefall mit 1 ml wird dann auf 100 ml
Leitungswasser verdiinnt und den Tieren in entsprechenden Trinkbehaltern zur Verfligung
gestellt. In der Literatur wurde die Penetration von Y-27632 und Fasudil tber die Blut-Hirn-
Schranke nach oraler Applikation bereits mehrfach belegt (siehe Kapitel 1.3.1). In unserer
Arbeitsgruppe konnte dies exemplarisch fir Fasudil ebenfalls nachgewiesen werden (Tonges
et al. 2014). Die Wasser-behandelten Kontrollgruppen werden ausschlieBlich mit iso-
tonischem Trinkwasser behandelt. Die Versuchsgruppen sind in den folgenden Kapiteln

einzeln aufgefiihrt und in Tabelle 2 zusammengefasst dargestellt.

Behandlungs-
Experiment Versuchsgruppen zeitraum
Beginn / Ende
G93A
Querschnittstudie SOD1%**veh — | SOD1™""Fas30 - we Tag 50/
SOD1
Fasudil Wasser 30 mg/kg KG/Tag Tag 100
Fasudil
Tag 50 / bis
Prasymptomatische H,0 — Y-27632 -
Abbruchkriterien
Studie mit Y-27632 Wasser 30 mg/kg KG/Tag
Y-27632 erfullt
Tag 80 / bis
Symptomatische H,0 — Fas30 - Fas100 -
Abbruchkriterien
Studie mit Fasudil Wasser 30 mg/kg KG/Tag 100 mg/kg
Fasudil KG/Tag Fasudil erfullt

Tabelle 2 Experiment- und Versuchsgruppeniibersicht
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2.5.2 Versuchsgruppen in einer Querschnittstudie nach prasymptomatischer Behandlung
mit Fasudil

Fir die Evaluation der histomorphologischen und elektrophysiologischen Verdanderungen
nach prasymptomatischer Behandlung mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil werden 22 weibliche
SOD1-G93A-transgene Mause ab dem 50. Lebenstag in eine mit Wasser behandelte Gruppe
(SOD1%%**Veh, 11 Weibchen) und eine mit 30 mg/kg Korpergewicht/Tag Fasudil behandelte
Gruppe (SOD1°%**Fas30, 11 Weibchen) aufgeteilt. Um eine méglichst optimale Vergleich-
barkeit fir die Analyse zu erreichen, werden diese Tiere zum Lebenszeitpunkt von 100
Lebenstagen elektrophysiologisch untersucht und anschlieRend getotet. Hieran schlieRen
sich die unter Kapitel 2.7 genannten Prozeduren zur Entnahme und histomorphologischen
Analyse verschiedener Gewebe an. Zudem werden zusatzlich 10 weibliche Wildtyp-Tiere
(sob1") ohne Fasudil Behandlung mit 100 Lebenstagen als Wildtyp-Referenzgruppe

analysiert.

2.5.3 Versuchsgruppen der prasymptomatischen Behandlung mit Y-27632

Fiir das Experiment der prasymptomatischen Behandlung mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632
werden 16 mannliche und 25 weibliche SOD1-G93A-transgene Mause ab dem 50. Lebenstag
in eine mit Wasser behandelte Gruppe (H,O, 12 Weibchen, 8 Mannchen) und eine mit
30 mg/kg Korpergewicht/Tag Y-27632 behandelte Gruppe (Y-27632, 13 Weibchen, 8
Mannchen) aufgeteilt. Diese Tiere werden ab dem 50. Lebenstag, wie in Kapitel 2.6
beschrieben, klinisch getestet und zum Lebensende nach Tierversuchsabbruchkriterien

getotet.

2.5.4 Versuchsgruppen der symptomatischen Behandlung mit Fasudil

Fiir das Experiment der symptomatischen Behandlung mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil,
werden 35 mannliche und 43 weibliche SOD1-G93A-transgene Mause ab dem 80. Lebenstag
in eine mit Wasser behandelte Gruppe (H,O, 14 Weibchen, 12 Mannchen), eine mit
30 mg/kg Korpergewicht/Tag Fasudil behandelte Gruppe (Fas30, 14 Weibchen, 11
Mannchen) und eine mit 100 mg/kg Korpergewicht/Tag Fasudil behandelte Gruppe (Fas100,

15 Weibchen, 12 Mannchen) aufgeteilt. Diese Tiere werden ab dem 80. Lebenstag, wie in

34



Material und Methoden

Kapitel 2.6 beschrieben, klinisch getestet und zum Lebensende nach Tierversuchs-

abbruchkriterien getotet.

2.5.5 Versuchstiere zur Methodenetablierung

Zur Etablierung der elektrophysiologischen Untersuchungen werden an Lebenstag 70 je drei
weibliche unbehandelte SOD1-G93A-transgene (SOD1°%**) und drei weibliche Wildtyp-Tiere
(sob1") sowie an Lebenstag 100 je sechs weibliche unbehandelte SoD1%%** und sechs
weibliche SOD1"V"-Tiere untersucht. Um die Quantifizierung der axonalen Degeneration im
Nervus ischiadicus im SOD1-G93A-Mausmodel zu etablieren, wurden die Ischiadicusnerven
zweier Wildtyp-Weibchen (sop1" und je zwei Weibchen mit 110 Tagen im symp-
tomatischen Stadium (SOD1°°**d110) sowie mit 140 Tagen im Endstadium (SOD1%%**d140) in

einer Voruntersuchung aufgearbeitet.

2.6 Klinische Analyse des SOD1-G93A-Mausmodells

2.6.1 Analyse des Krankheitsverlaufs, Versuchsabbruch und Uberlebensanalyse

Ein klinisch-neurologischer Score, modifiziert nach Weydt et al. (2003), wird jeden dritten
Tag ab Behandlungsbeginn erhoben (Weydt et al. 2003). Ab Erreichen des Punktwertes 1
wird eine tagliche Begutachtung durchgefiihrt, um die genaue Uberlebenszeit zu erfassen.

Hierbei wird nach folgendem Punktbewertungsverfahren eingeteilt:

4 - keinerlei neurologische Defizite, Wildtyp-dhnliche Verhaltensweise, vollstandige

Beinstreckung/Spreizung weg von der lateralen Mittellinie, wahrend die Maus kopfiiber am

Schwanz gehalten wird

3 - Tremor der Hinterlaufe und/oder Einschrankung/Abbruch der spontanen

Beinstreckung weg von der lateralen Mittellinie, wahrend die Maus kopfiiber am Schwanz

gehalten wird
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2 - Gestortes Gangbild im Sinne eines ,Watschelgang”, Gang auf allen vier Extremitaten

noch moglich; *

1 - Lahmung mindestens einer hinteren Extremitat, wobei diese beim Laufen hinterher-

gezogen wird. Die Vorderlaufe sind nicht betroffen. Das Tier ist in der Lage, selbststandig
Futter zu erreichen und aufzunehmen. Das Tier dreht sich innerhalb 30 Sekunden

selbststandig von der Ricken- in die Bauchlage

0 - Unfdhigkeit des Tieres, sich selbststandig in weniger als 30 Sekunden aus der

Riicken- in die Bauchlage zu drehen oder es sind Lahmungserscheinungen in mehr als zwei
Extremitaten sichtbar oder das Tier ist nicht in der Lage, selbststdandig Futter oder Wasser zu
sich zu nehmen oder das Tier hat mehr als 25 % des Maximalgewichtes verloren oder das
Tier hat Gber 48 Stunden einen Gewichtsverlust von iber 20 % des Maximalgewichtes ohne,

dass in dieser Zeit eine erneute Gewichtszunahme erreicht werden konnte.

* ab dem Punktwert 2 werden Futterpellets mit Wasser zu Brei aufgeweicht und in einer

Plastikschale am Kafigboden platziert

Nach zuvor beschriebenem Punktschema des neurologischen Scores wird bei Erreichen des
Punktwertes 0 eine sofortige Kohlendioxid-Insuflation und damit die Euthanasie durch-
gefiihrt. Der Tag der Tétung wird als Uberlebenszeit in die statistische Auswertung eingehen
und stellt damit die erreichte Uberlebenszeit des Tieres dar. Der Tag des erstmaligen
Auftretens des Scores 3 wird als Krankheitsbeginn gewertet. Die Krankheitsdauer wird daher
als Zeitraum zwischen erstmaligem Auftreten des Scores 3 und dem durch Versuchs-

abbruchkriterien festgelegten Todeszeitpunkt (Score 0) eines Tieres bestimmt.

2.6.2 Korpergewicht

Das Korpergewicht ist ein wichtiger und sehr sensitiver Parameter fiir die Detektion von
Futteraufnahme- oder Erndhrungsstorungen und damit einhergehend mit dem Gesund-
heitszustand des Tieres. Rascher Krankheitsfortschritt im Sinne der SOD1-G93A-Maus-

model-induzierten Amyotrophen Lateralsklerose, anderweitiges Krankheitsgeschehen oder
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Therapieunvertraglichkeiten kénnen somit erkannt werden. Die Kérpergewichtsmessungen
werden ab Behandlungsbeginn in einem dreitdagigen Rhythmus durchgefiihrt. Es muss darauf
geachtet werden, dass die Bestimmung moglichst zur gleichen Tageszeit und vor den

Verhaltenstestungen durchgefiihrt wird.

2.6.3 Motorische Verhaltenstestungen

Der Krankheitsverlauf des SOD1-G93A-Mausmodels ist wie in der Einleitung beschrieben
durch zunachst eine Abnahme und spater den Verlust der motorischen Fahigkeiten
gekennzeichnet. Mit Hilfe der motorischen Verhaltenstestungen Gitterhdangeversuch und
Drehwalzentest ist es moglich, den Beginn sowie das Fortschreiten dieser zu erkennen und
zu dokumentieren. Eine Woche bevor die Testungen in einem Rhythmus von drei Tagen
beginnen, werden die Mause in einer zweizeitigen Trainingseinheit im Abstand von drei
Tagen auf die Testung vorbereitet. Die Tests werden nach immer gleichen Bedingungen und

immer zur selben Tageszeit durchgefiihrt.

2.6.3.1 Gitterhdngeversuch (hanging wire)

Im Gitterhangeversuch wird vor allem die Kraftausdauer, aber auch die Koordination der
Mause geprift. Die Testapparaturen wurden in Kooperation mit der wissenschaftlichen
Werkstatt der Georg-August-Universitdt Gottingen (Humboltallee 23, 37075 Gottingen)
hergestellt (siehe Abbildung 6). Hierbei handelt es sich um eine 55 cm hohe Plastikkiste mit
allseits verschlossenen glatten Wanden, ohne Vorspriinge oder anderweitige Absatze, an
denen sich die Tiere abstlitzen kdnnten. Der Grund wird mit Holzspanen gepolstert, um beim
Herunter-fallen der Mause keine Verletzungen zu verursachen. Auf die Box wird ein
abnehmbares Gitter mit 0,5 mal 1 cm groRen Maschen gelegt. Zu Versuchsbeginn wird eine
Maus auf dem Gitter platziert und anschlieRend zligig kopfiber auf der Box abgelegt. Durch
die Begrenzung der Kistenseitenwande kann sich die Maus nur am Gitter entlang hangeln.
Die Hohe vermittelt der Maus eine nicht einschatzbare Verletzungsgefahr, sodass diese in
der Regel nicht einfach zu Boden springt. Nun ist das Tier dazu angehalten, sich solange an
dem Gitter zu halten, wie die muskuldre Kraft es zuldsst (Glnther et al. 2012). Direkt

nachdem das Gitter abgelegt ist, wird ein Timer mit 180 Sekunden gestartet (Miana-Mena et
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al. 2005; Alves et al. 2011). Sobald das Tier vor Erreichen der Dauer von 180 Sekunden vom
Gitter herunterfallt, wird der Timer gestoppt und die Zeit notiert. Falls das Tier im ersten
Lauf 180 Sekunden erreicht, ist der Versuch damit erfolgreich beendet. Wenn die 180
Sekunden nicht erreicht werden, wird der Versuch mit einer Pausenzeit von 10 Minuten
maximal zweimal wiederholt. Es werden insgesamt maximal drei Testlaufe durchgefiihrt.
Wenn das Tier im ersten Lauf 180 Sekunden auf der Apparatur ohne herunterzufallen
durchgehalten hat, ist davon auszugehen, dass die beiden anderen Testlaufe auch mit 180
Sekunden erreicht werden. Daher wird nach Erreichen eines 180-Sekunden-Laufes auf die

weiteren Testlaufe verzichtet.

2.6.3.2 Drehwalzentest (rotarod)

Im Drehwalzentest wird vor allem die Koordinationsfahigkeit und Balance getestet. Bei der
Testapparatur handelt es sich um eine um die eigene Achse rotierende Walze (Rota-Rod for
mice 47600, UGO BASILE, Comerio ltalien), auf der bis zu finf Mdause gleichzeitig getestet
werden konnen (siehe Abbildung 6). Trennwdnde verhindern hierbei den Kontakt
untereinander. Die Walze ist senkrecht zur Laufrichtung mit feinen Riefen ausgestattet, an
denen die Maus beim Laufen Halt findet. Am FuRBe befindet sich eine Taste, die betatigt wird,
wenn die Maus von der Walze fallt (Glnther et al. 2012). Ein zuvor gestarteter Timer wird
dabei gestoppt. In Anlehnung an die in der Quelle angegebenen Veroéffentlichungen, wird
eine konstante Drehgeschwindigkeit von 15 Drehungen pro Minute eingestellt (Fischer et al.
2004; Miana-Mena et al. 2005; Alves et al. 2011). Je eine Maus pro Laufkammer wird auf
dem Gerat platziert und sofort der Timer mit 180 Sekunden gestartet. Der Test gilt als
beendet, sobald das Tier 180 Sekunden auf dem Gerat durchgehalten hat. Im Falle des
vorzeitigen Herunterfallens wird die erreichte Zeit dokumentiert und der Versuch nach einer
Pause von 10 Minuten erneut durchgefiihrt. Es werden insgesamt maximal drei Testlaufe
durchgefiihrt. Wenn das Tier im ersten Lauf (iber 180 Sekunden auf der Apparatur ohne
herunterzufallen durchgehalten hat, ist davon auszugehen, dass die beiden anderen
Testldufe auch mit 180 Sekunden erreicht werden. Daher wird nach Erreichen eines 180-

Sekunden-Laufes auf die weiteren Testlaufe verzichtet.
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Abbildung 6 Testapparaturen

hanging wire-Testapparatur von oben (A), von vorn mit einem SOD1-Wildtyp-Tier links und einem SOD1-G93A-transgenen
Tier rechts (B); rotarod-Testapparatur von vorn (C) und im Detail mit einem SOD1-Wildtyp-Tier links und einem SOD1-G93A-
transgenen Tier rechts (D).
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2.6.4 Statistische Auswertung der klinischen Parameter

Die klinisch erhobenen Daten werden mit der Statistica-10-Software (StatSoft GmbH,
Hamburg, Deutschland) ausgewertet und auf signifikante Unterschiede geprift. Die
Mittelwerte, aus den in den motorischen Testungen gewonnenen Messungen eines
Verhaltenstesttages, werden in die statistische Analyse eingebunden. Die statistische
Auswertung der motorischen Verhaltenstestungen und der Gewichtsanalysen erfolgt mit
Hilfe einer ANOVA mit Messwiederholungen und wird im Falle von signifikanten Unter-
schieden mit dem Fisher's-Least-Significant-Difference-Test (Fisher-LSD-Test) vervollstandigt.
Die entsprechende graphische Darstellung wird mit Hilfe von Mittelwert-Plots ermoglicht.
Abweichungen vom Mittelwert werden als Standardfehler (Stdf) berechnet und als
entsprechende Fehlerbalken graphisch dargestellt. In diese statistische Analyse werden nur
die Daten einbezogen, an denen keines der Tiere das Versuchsabbruchkriterium erfillt hat.
Im Vergleich der letzten 10 Gewichtsmesszeitpunkte werden von jedem Tier die letzten 10
Gewichtsmessungen einbezogen und analysiert. Des Weiteren wurden die Gewichts-
entwicklungen im Verhaltnis zum Startgewicht, je nach Experiment entspricht dies dem
Ausgangsgewicht Tag 50 oder Tag 80, untersucht. Hierbei wird jede Messung in ein
prozentuales Verhiltnis zum Startgewicht gesetzt. Bei der Uberlebensanalyse werden die
Lebensendpunkte der Tiere mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und durch einen
log-Rank-Test auf signifikante Unterschiede geprift. Der neurologische Score wird mit
Mittelwert-Plots dargestellt und mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA auf signifikante
Unterschiede gepriift. Die im Ergebnisteil im fortlaufenden Text aufgefiihrten Werte sind als

Mittelwert + Stdf zu verstehen.
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2.7 Histomorphologische und elektrophysiologische Evaluation nach prasymp-

tomatischer Behandlung mit Fasudil

Fir die histomorphologische und elektrophysiologische Evaluation im SOD1-G93A-Maus-
modell war es notwendig, einige der bis dato in unserem Labor nicht angewandten
Methoden zu testen und zu etablieren. Fir die histomorphologischen Auswertungen in den
einzelnen Kompartimenten der Motoneuron-Axon-Endplatten-Einheit wurden randomisiert
Tiere aus der Gesamtgruppe der unter Kapitel 2.5.2 genannten Behandlungsgruppe

ausgewahlt und analysiert.

2.7.1 Perfusion der Versuchstiere

Die Mause werden mit Kohlendioxid in einem entsprechenden Kafig euthanasiert. Jedes Tier
wird griindlich inspiziert, um den Atemstillstand festzustellen und zudem mit Schmerzreizen
auf eine ausreichende Kohlendioxid-Narkose untersucht. AnschlieBend werden die Tiere auf
einem Perfusionstisch fixiert und fur die anschlieBende Perfusion vorbereitet. Mit einer
Schere mit gerader Spitze (,Cohan-Vannas Spring Scissors”, Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland) wird der Brustkorb, ohne das Herz zu verletzen, eréffnet. Nun wird das noch
schlagende Herz vorsichtig aus dem umliegenden Bindegewebe freigelegt und mit einer
feinen Kaniile die linke Herzkammer punktiert. Die Punktionskaniile wird mit einem
Schlauchsystem verbunden, welches mit Hilfe eines Infusiomaten 100 ml einer 4 °C kalten
Phosphat-Buffer-Solution (PBS) langsam in das Blut-Kreislaufsystem des Tieres infundiert.
Um den nun steigenden Druck im Kreislauf zu entlasten, wird die anschwellende Leber mit
der Schere eingeschnitten. Im Anschluss werden nach gleicher Systematik 100 ml einer 4 °C
kalten 4 %igen Paraformaldehyd-Losung (PFA) zur Fixierung des Tierkdrpers verwendet. Eine
gute Fixierung mit Paraformaldehyd ist an einer Bewegung des Schwanzes wahrend der

Perfusion zu erkennen. Im Anschluss sollte der perfundierte Tierkorper starr sein.

2.7.2 Allgemeines Procedere der Gewebepraparation
Zunachst wird das Tier in Bauchlage an allen Extremitaten mit Nadeln auf einer geeigneten

Styroporplatte fixiert. Mit einem scharfen Skalpell (“Prazisa Plus”, Dahlhausen, Kolin,
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Deutschland) wird die Haut vom Hinterhaupt lber die gesamte Wirbelsdule bis (iber beide
untere Extremitdten eroffnet und zu allen Seiten von der Korperfaszie abgel0st.
AnschlieBend wird die Kérperfaszie entlang der genannten Strukturen eingeschnitten und an

den unteren Extremitaten vom darunterliegenden Muskelgewebe entfernt.

2.7.3 Darstellung und Analyse der axonalen Strukturen im Nervus ischiadicus

2.7.3.1 Praparation des Nervus ischiadicus

Unter Vorsicht wird die ischiocrurale Muskulatur inzidiert und prapariert, bis die hellweiRe
Struktur des Nervus ischiadicus zu sehen ist. Nun kann der Nerv vom umliegenden Gewebe
stumpf frei gelegt werden. Zwischen der Incisura ischiadica major und dem Eintritt in den
Musculus gastrocnemius wird ein circa 5 cm langes freiliegendes Nervenstiick entnommen
(siehe Abbildung 7), zlgig in ein Safe-Lock-ReaktionsgefdaB mit 4 %igen PFA-LOsung
transferiert, nach einer Stunde in eine reine PBS-Losung bei 4 °C eingelegt und bis zum

Beginn der weiteren Einbettung darin aufbewahrt.

Abbildung 7 Praparation des Nervus ischiadicus
Die Abbildung veranschaulicht die Lage des Nervus ischiadicus (NI) in situ, nachdem das umliegende Gewebe frei prapariert
wurde. MG Musculus gastrocnemius, WS Wirbelsaule.
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2.7.3.2 Fixierung und Einbettung des Nervus-ischiadicus-Gewebepraparates

Die Einbettung, Farbung und Gewebeschnittanfertigung der Nervenpraparate wurde durch
Frau Bianka Bonigk ermoglicht und durchgefiihrt. Die Nervengewebepraparate werden nach
folgendem Schema (Tabelle 3) zunachst fixiert, anschlieBend entwdassert und schliefllich in

Araldit eingebettet.

Verfahren Chemikalien Dauer, Besonderheiten
1. Fixierung 3 % Glutaraldehyd in PBS 3hbeid°C
2. Nachfixierung 1 % Osmiumoxid in PBS 1hbeid°C
3. Waschen PBS 2 x5 min
4. Dehydrierung 50 % Ethanol 1x 10 min
0,5 % Uranylacetat in 70 % Ethanol 1hbeid°C
80 % Ethanol 1x 10 min
96 % Ethanol 1x 10 min
100 % Ethanol 2 x 15 min
Propylenoxid 2 x 20 min
5. Einbettung Araldit und Propylenoxid 1:1 1 x 35 min
Araldit und Propylenoxid 2:1 1 x 35 min
Araldit, Propylenoxid entweichen lassen | 1 h unter dem Abzug
In Flachférmchen Bei 48-50 °C trocknen lassen,
dann bei 60 °C 2-3 d aus-
harten

Tabelle 3 Ubersicht Einbettung des Nervus-ischiadicus-Gewebepriparates

2.7.3.3 Nervus ischiadicus — Gewebeaufbereitung und Myelinscheidenfarbung

Aus der Mitte der Aralditblécke mit den eingebetteten Nerven werden mit Hilfe eines
Microtoms (Leica mircosystems, Wetzlar, Deutschland) Querschnitte mit einer Dicke von
380 nm angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Um die Axone der Nervenquer-
schnitte sichtbar zu machen, wird mit Richardson-Farbel6sung gearbeitet. Diese enthalt 2
Teile einer 1 %igen Azur2-Losung, 1 Teil einer 2 %igen Methylblaulésung und 1 Teil einer 1-
prozentigen Borax-Losung (Di-Natriumtetraborat-10-hydrat). Die Gewebe-schnitte werden

zunachst mit dieser Losung benetzt, nach einigen Minuten Inkubationszeit mit destilliertem
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Wasser abgespult und zum Trocknen auf eine Warmeplatte abgelegt. AbschlieRend werden

die getrockneten Nervenschnitte mit Depex eingedeckelt.

2.7.3.4 Mikroskopie und Auswertung der histomorphologischen Analyse im Nervus
ischiadicus

Ziel der histomorphologischen Auswertung des Nervus-ischiadicus-Querschnittes ist es, die
Querschnittflache, die Gesamtanzahl der Axone und deren Relation zum axoplasmalen
Durchmesser sowie die Anzahl degenerierter Axone zu bestimmen. Fir die Auswertung der
Querschnittflache, der Gesamtanzahl der Axone und der degenerierten Axone werden die
rechten Nerven von 4 Wildtyp-Tieren aus der SODth—Gruppe, 6 Tiere aus der SOD1°%**veh-
Gruppe sowie von 7 Tieren der SOD1%**Fas30-Gruppe untersucht. Zur Bestimmung der
axoplasmalen Durchmesser werden beide Nerven von 3 soD1"-Tieren und je 4 Tiere aus
der SOD1°°**veh-Gruppe und der SOD1°%**Fas30-Gruppe ausgewertet. Zunichst werden mit
einem Durchlichtfilter (DIC) eines AXIOPLAN Fluoreszenzmikroskopes und einer installierten
Kamera die Nervenquerschnitte bei 20-facher VergroRerung in Teilbildern vollstandig
abfotografiert. Anschlieffend werden diese mit Hilfe des Programms CorelDraw-Graphics-
Suite-X3 (Corel, Ottawa, Kanada) wieder zu einem Gesamtbild zusammengesetzt. Fir die
Analyse der degenerierten Axone werden zudem je 5 immer gleich verteilte Regionen pro
Nervenquerschnitt bei 63-facher VergroRerung abfotografiert.

Aufgrund der groRBen Anzahl der Axone wird das frei verfliigbare Programm Image J (public
domain) unterstitzend fiir die Auswertung verwendet. Mit der Funktion free-hand-tool wird
zunachst die Flache des Querschnittes in den zusammengesetzten Bildern in 20-facher
VergrolRerung vollstdandig umrandet. Nun kann mit der Funktion analyze-measure die Flache
bestimmt werden. Bei der Auszdhlung der Gesamtzahl der Axone und der degenerierten
Axone wird mit Hilfe der cell-counter-Funktion gearbeitet. Ein Axon kann hierdurch markiert
werden, man verhindert dadurch das mehrfache Zdhlen derselben Axone. In den zusammen-
gesetzten Bildern bei 20-facher VergrofRerung werden alle Axone, das heifst Axone mit
klarem, ungefarbtem Axoplasma markiert und die Gesamtzahl dokumentiert.

Bei der Auszdhlung der degenerierten Axone werden bei 63-facher VergroRerung zunachst
alle Axone gezahlt. Danach werden separat die Axone mit akkumuliertem Neurofilament,

dass heit mit einem deutlich dunkel gefarbten Axoplasma markiert und die Gesamtzahl
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dokumentiert. Im Gegensatz zu vitalen Axonen lasst sich in den degenerierten Axonen kein
helles ungefarbtes Axoplasma von einem dunkel gefarbten Myelinscheidenring abgrenzen.
AnschlieBend wird hieraus fir jede abfotografierte Region in 63-facher VergroBerung der
prozentuale Anteil degenerierter Axone von allen Axonen gebildet. In die Auswertung geht
dann der Uber alle 5 abfotografierten Regionen des Nervenquerschnittes eines Tieres
gemittelte Wert ein.

Um ein Verhaltnis zwischen Axonanzahl und axoplasmalen Durchmesser zu bestimmen,
kommt auch die Image J Software zum Einsatz. Jedes Bild wird zunachst durch Reduktion des
Hintergrundes, Kontrastanhebung und Entfernung aller nicht zum Nerv gehoriger Gewebe-
anteile einheitlich bearbeitet. Anschliefend werden mit einer Schwellenwertfunktion des
Programmes alle Bildpunkte ab einer definierten Schwelle von 106 fiir schwarze Farben mit
der Farbe WeiR belegt und alle Areale mit einem darunterliegenden Schwellenwert mit
schwarzer Farbe. Daraus ergibt sich, dass alle Myelinscheiden als weiler Ring und das
innerhalb liegende kreisflaichenférmige Axoplasma schwarz dargestellt wird (siehe Abbildung
8). Nun kdénnen unter Anwendung der analyze-particles-Funktion alle schwarzen Areale mit
einer festgelegten Rundung von 0,6 (Programm-definierter Bezug auf einen Kreis) und ab
einer GroRe von 50 Quadratbildpunkten ausgemessen werden. AnschlieRend werden alle
Flachen nach GroRe geordnet. Von jeder ausgegebenen Flache wird mit Hilfe der Formel zur
Berechnung einer Kreisflache (A = %mnd?) der Durchmesser ermittelt. Diese werden durch
Umrechnung der in Bildpunkten ausgegebenen Werte und Einbeziehung der Bildaufnahme
bei 20-facher VergroRerung in der Einheit um angegeben (1 um entsprechen 2,4 Bildpunkte
Image J bei Aufnahme mit 20-facher VergroRerung). Anschliefend werden alle Axone mit
einem Durchmesser zwischen groBer 3,5 und bis einschlieflich 5,5 um, groBer 5,5 und bis
einschlielllich 7,5 um sowie groBer 7,5 um zusammengefasst und dargestellt. Da nicht alle
Axone mit einem Durchmesser kleiner 3,5 um mit dieser Methode erfasst werden, werden

anteilig die manuell ausgezahlten Axone hinzu addiert.
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A B C

Lichtmikroskopische Aufnahme Nach Editierung Berechnung der Axoplasma

Abbildung 8 Automatisierte Auswahl und Berechnung der Axoplasma-Flache mit dem Image-J-Programm

Beispielhafte Darstellung erfolgt anhand eines Wildtyp-Prdparates. Von der lichtmikroskopischen Aufnahme (A) Uber die
Editierung in schwarze Axoplasma (roter Pfeil) und die umliegenden weiBen Myelinscheiden (B) zur Berechnung der
axoplasmalen Flachen mit der analyze-particles-Funktion (C).

2.7.4 Analyse der motorischen Endplatten und die Bestimmung der Muskelatrophie im

Musculus gastrocnemius

2.7.4.1 Prdparation des Musculus gastrocnemius
Die vorbereitende Prdparation der Haut und Korperfaszie wird, wie in Kapitel 2.7.2
beschrieben, durchgefiihrt. Der Musculus gastrocnemius wird beginnend mit der

Durchtrennung der Achillessehne vom darunterliegenden Gewebe abgehoben und an
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seinem Ursprung am Oberschenkel abgetrennt. In einem geeigneten Becherglas erfolgt eine
1-stlindige Nachfixierung in 4 %iger PFA-Losung bei 4 °C. Anschlielend wird das Muskel-
gewebe in einer 30-%-Saccharosel6sung (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) tber
Nacht dehydriert. Als Zeichen der ausreichenden Dehydrierung ist darauf zu achten, dass die
zunachst an der Oberflache der Losung schwimmenden Gewebeproben bei ausreichender
Dehydrierung zu Boden abgesunken sind. AnschlieBend wird das Gewebe in Alufolie ver-

packt und bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.7.4.2 Bestimmung der Muskelatrophie anhand des Musculus gastrocnemius

Zur Bestimmung der Muskelatrophie wurden das Muskelgewicht und das Kérpergewicht des
rechten Musculus Gastrocnemius von 10 Weibchen aus der SOD1%%**Veh-Gruppe und 10
Weibchen aus der SOD1693AFas3O—Gruppe, sowie 9 Wildtyp-Weibchen aus der sop1-
Gruppe mit einer Feinwaage bestimmt. Das Muskelgewicht wird dann in ein prozentuales
Verhaltnis zum Korpergewicht gesetzt, um ein an das Korpergewicht adaptiertes Muskel-

gewicht zu errechnen.

2.7.4.3 Gewebeaufbereitung und Darstellung der motorischen Endplatten

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten werden zunachst alle Musculus-gastrocnemius-
Gewebeproben in eine Gefriermatrix eingebettet. Beginnend von der Bauchseite des
Muskels werden 35 um diinne, zum Muskelverlauf horizontale Schnitte angefertigt und nach
einem definierten Schema auf Objekttrager Ubertragen. Hierbei werden die ersten vier
Gewebeschnitte chronologisch auf die jeweiligen von eins bis vier nummerierten Objekt-
trager verteilt. Die darauffolgend gewonnenen Schnitte werden in gleicher Weise nach-
einander auf den ersten bis vierten Objekttrager weiter aufgetragen, solange bis vier
Schnitte mit einem Gewebeabstand von je 140 um auf einem Objekttrager sind.
AnschlieBend werden nach dieser Systematik weitere Objekttrager bestickt. Bis zur
weiteren Bearbeitung werden diese bei -20 °C aufbewahrt. Um eine moglichst vergleichbare
Hohe zu analysieren, werden die Objekttrager der verschiedenen Tiergruppen mit der
gleichen Nummerierung zur weiteren Farbung verwendet. Zunachst wird der zu farbende

Objekttrager mit den Gewebeschnitten fir 30 Minuten in einem Inkubationsschrank
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getrocknet und anschliefend in einer mit PBS gefiillten Kiivette flir 30 Minuten auf einem
Schwenktisch rehydriert. Um in den nachfolgenden Schritten ein Verlaufen der Losungen zu
vermeiden, werden die Gewebeproben auf dem Objekttrager mit einem Konturstift (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) umrandet. Um eine unspezifische Farbung des
Gewebes zu unterbinden und die Eiweillbindungsstellen freizulegen, wird eine Losung aus
5 % Bovine Serum Albumin (BSA; Zusatz: 1gG free, Protease free, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Suffolk, England), 0,5 % TritonX100 (Artikelnummer: T-8787, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) in PBS, aufgetragen. Fiir die spezifische Farbung der prasynaptischen
Anteile der Endplatte werden die Gewebeschnitte auf den Objekttragern mit den beiden
ersten Antikdrpern, Anti-Neurofilament M (NF-M; Herkunft: Hase, Artikelnummer AB1987,
Merck Millipore, Billerica, Massachusetts USA) und Anti-vesicular acetylcholine Transporter
(VAChT; Herkunft: Hase, Artikelnummer: V5387, Sigma-aldrich, St. Louis, Missouri USA) in
einer Verdiinnung von 1:1000 in einer PBS-L6sung mit 1 % BSA und 0,25 % Triton X-100 bei
4 °C Uber Nacht inkubiert. Das Protein Neurofilament M kommt vor allem in den terminalen
axonalen Strukturen vor und das Vesicular-Acetylcholine-Transporter-Protein hauptsachlich
in der Prasynapse. Die Objektrager werden nun in einer Kiivette mit Phosphatpufferlosung
fir je 3 mal 10 Minuten auf einem Schwenktisch gewaschen. Darauf folgt die Inkubation mit
dem fluoreszierenden zweiten Antikorper Alexa fluor 488 anti-rabbit (Herkunft: Ziege,
Artikelnummer: A11034, Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, Kalifornien USA) in einer
Verdinnung von 1:300. Dieser fluoreszierende Antikorper markiert die spezifisch ge-
bundenen, nicht fluoreszierenden primaren Antikérper an den prasynaptischen Anteilen der
Endplatte. Zur Darstellung der postsynaptischen Anteile der Endplatte wird zum Ansatz des
zweiten Antikorpers das autofluoreszierende Toxin, a-bungarotoxin, Alexa Fluor 594
conjugate (a-BTX; Artikelnummer: B13423, Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, Kali-
fornien, USA) in einer Verdiinnung von 1:1000 gegeben. Das a-bungarotoxin ist Bestandteil
eines starken neurotoxischen Schlangengiftes der Bungarus-Schlange, die zur Gattung der
Giftnattern gehort. Das Toxin entfaltet seine muskelldhmende Wirkung durch Hemmung der
SignallUbertragung von der Pra- auf die Postsynapse, indem es spezifisch an die nikotinischen
Acetylcholinrezeptoren bindet und diese blockiert. Das hierbei verwendete Konjugat ist mit
einem fluoreszierenden Stoff verbunden und wird daher als spezifischer Marker der post-

synaptischen Membranen verwendet. Der sekundare Antikdrper und das Toxin werden
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zusammen in einer Phosphatpufferldsung mit 1 % BSA angesetzt und bei Raumtemperatur
fir 1,5 Stunden auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Danach werden die Objekttrager
erneut 5 mal 5 Minuten in PBS und 1 Mal kurz in destilliertem Wasser gewaschen.
AbschlieBend werden diese in Mowiol (Hoechst, Frankfurt, Deutschland) mit einem
Deckglaschen eingedeckelt. Die immunhistochemische Darstellung der pra- und post-

synaptischen Anteile der motorischen Endplatte ist in Abbildung 9 beispielhaft abgebildet.

NF-M & VAChT Bilduberlagerung

Abbildung 9 Immunhistochemische Darstellung der motorischen Endplatte

Beispielhafte Darstellung einer motorischen Endplatte eines Wildtyp-Tieres. Bildaufnahme mit Axioplan Fluoreszenz-
mikroskop in 40-facher VergroBerung. Links: Farbung der postsynaptischen Anteile der motorischen Endplatte mit a-
bungarotoxin (a-BTX), Mitte: Farbung der prasynaptischen Anteile der motorischen Endplatte mit Antikdrper gegen
Neurofilament M (NF-M) und Vesicular-Acetylcholine-Transporter (VAChT), Rechts: Bilduberlagerung von Pra- und
Postsynapsenfarbung

2.7.4.4 Mikroskopie und Analyse der motorischen Endplatteninnervation

Fir die Analyse der Innervationsprofile der motorischen Endplatten werden die rechten
Gastrocnemiusmuskeln von 9 Weibchen aus der SOD1°***veh und 10 Weibchen aus der
SOD1693AFas3O-Gruppe sowie exemplarisch ein Tier aus der SODth-Gruppe ausgewertet.
Zur Analyse des Innervationsprofiles der motorischen Endplatten wird ein Axioplan
Fluoreszenzmikroskop verwendet. Fir die Darstellung der Prasynaptischen Anteile wird der
FITC Filter (griin), fir die der postsynaptischen Anteile der Cy3 Filter (rot) verwendet. Fiir die
Auswertung wird pro Tier je ein Objekttrdger mit je vier horizontalen Gewebeschnitten bei
40-facher VergroRerung analysiert. Ein Gewebeschnitt wird in einen proximalen, einen

mittleren und einen distalen Bereich unterteilt. Der distale Bereich ist der Achillessehne und
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der proximale dem Muskelursprung zugewandt. In jedem Bereich werden 10 Endplatten
inspiziert, sodass pro Gewebeschnitt 30 und insgesamt pro Musculus-gastrocnemius-
Gewebepradparat 120 Endplatten untersucht werden. Die Innervation einer Endplatte wird
Anhand der Uberlagerung von Pri- und Postsynapse beurteilt, dabei wird eine vollstindige
Innervation (>90 % Uberlagerung) von einer partiellen Innervation (>25 % bis 90 %
Uberlagerung) und einer vollstindigen Denervation (<25 % Uberlagerung) unterschieden.
Aus allen ausgewerteten Endplatten jedes Tieres wird dann ein prozentuales Innervations-

profil erstellt.

2.7.5 Darstellung und Analyse der a-Motoneurone im Riickenmarkspraparat

2.7.5.1 Riickenmarkspraparation

Die vorbereitende Praparation der Haut und der Koérperfaszie wird, wie in Kapitel 2.7.2
beschrieben, durchgefiihrt. Mit dem Skalpell wird die autochthone Rickenmuskulatur
entfernt, bis die Wirbelbogen und Rippen zu sehen sind. Im Sinne einer beidseitigen
Laminektomie wird beginnend am ersten Wirbelbogen selbiger links und rechts des
Dornfortsatzes mit einer Schere mit abgewinkelter Spitze (Iris - angled to side, Fine Science
Tools, Heidelberg, Deutschland) durchtrennt. Behutsam wird nun mit einer abgewinkelten
Pinzette (HWC 111-10, Hammacher, Solingen, Deutschland) das Knochenfragment vom
Durasack abgehoben. Dieser Schritt wird bis in den Bereich des Kreuzbeines fortgesetzt,
sodass das gesamte Riickenmark freigelegt wird (siehe Abbildung 10). Uberstehende Reste
der Wirbelbégen werden mit der Pinzette zur Seite weggebrochen. AnschlieBend werden die
Spinalnerven abgetrennt und das gesamte Riickenmark kann vorsichtig mit einer Pinzette
herausgehoben werden (Gilnther et al. 2012). Die Nachfixierung, Dehydrierung und Auf-
bewahrung wird in gleicher Systematik, wie zuvor in Kapitel 2.7.4.1 bei der Behandlung des

Muskelgewebes beschrieben, durchgefiihrt.
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- 3 Q/ o

Abbildung 10 Praparation des Riickenmarks
Querschnittskizze mit den Praparationsschritten (A-D), Schnittfiihrung (rote Stichlinie), autochthone Riickenmuskulatur (1),
Processus transversus (2), Arcus vertebrae (3), Processus spinosus (4), Rickenmark (5), Corpus vertebrae (6), Rippenbogen

(7)

2.7.5.2 Gewebeaufbereitung und Darstellung der a-Motoneurone

Zunéachst wird auf Hohe der unteren Intumescencia lumbalis (L3-L6) ein circa 0,3 cm langes
Stick mit einem Skalpell aus dem Riickenmarkspraparat herausgeschnitten und in eine
Kryomatrix eingebettet. Von caudal beginnend werden mit Hilfe eines Kryostat 20 um diinne
transversale Gefrierschnitte angefertigt. Nach folgender Systematik werden diese auf
Objekttrager aufgetragen. Die ersten finf Gewebeschnitte werden chronologisch auf die
entsprechend von eins bis flinf nummerierten Objekttragern verteilt. Die darauffolgend
gewonnenen Schnitte werden in gleicher Weise nacheinander wieder auf den ersten bis
finften Objekttrager weiter aufgetragen, solange bis finf Schnitte mit einem
Gewebeabstand von je 100 um auf einem Objekttrager sind. AnschlieBend werden nach
diesem Schema weitere Objekttrager bestlickt. Bis zur weiteren Bearbeitung werden diese
bei -20 °C aufbewahrt.
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Um eine moglichst vergleichbare Hohe im Riickenmark zwischen den Tieren zu erreichen,
werden die Objekttrager der zugehorigen Tiere mit der gleichen Nummerierung flr die
nachfolgende Farbung verwendet. Zunachst wird der zu farbende Objekttrager mit den
Gewebeschnitten fiir 30 Minuten in einem Inkubationsschrank getrocknet und anschlieBend
in einer mit Phosphatpufferlosung gefillten Kiivette fir 30 Minuten auf einem Schwenktisch
rehydriert. Damit moglichst viele der gewiinschten Proteinbindungsstellen fiir die Anti-
korperbindung frei liegen, werden die Objekttrdager zunachst in einem sogenannten

|II

,Retrieval” mit einer 10 mM Zitronensadureldsung befillten Plastikklivette in einem 80 °C
heiBem Wasserbad fiir 30 Minuten behandelt. AnschlieRend werden die Objekttrager in der
Kivette auf Raumtemperatur abgekiihlt und danach in eine mit Phosphatpufferlosung
befillten Glaskivette fiir 5 Minuten auf einem Schwenktisch gewaschen. Um in den
nachfolgenden Schritten ein Verlaufen der Lésungen zu vermeiden, werden die Gewebe-
proben auf dem Objekttrager mit einem Konturstift umrandet. Um eine unspezifische
Farbung des Gewebes zu unterbinden und die EiweilRbindungsstellen weiter freizulegen,
wird bei Raumtemperatur fur 1 Stunde eine Phosphatpufferlésung mit 5 % NDS (Normal
Donkey Serum, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) und 0,2 % TritonX100 (T-8787, Lot
46H2616, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) aufgetragen. Im nachsten Schritt wird die
vorher verwendete Losung durch eine Phosphatpufferlésung mit dem Primarantikorper Anti-
ChAT (Choline Acetyltransferase, goat, AB144 P, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,
USA) in einer Verdinnung von 1:100 ersetzt und iber Nacht bei 4 °C in einer Plastikbox ab-
gedeckt inkubiert. Acetylcholin ist ein typischer Neurotransmitter praganglionarer Neurone
des vegetativen Nervensystems, postganglionarer parasympatischer Neurone und vor allem
von Motoneuronen. Die Synthese von Acetylcholin wird durch das Enzym Cholin-Acetyl-
Transferase (ChAT) und der Abbau durch die Acetylcholinesterase ermdglicht. Signifikante
Mengen an ChAT scheinen nur in cholinergen Neuronen vorhanden und stellen damit einen
geeigneten Marker fiir Motoneurone dar. Nach Inkubation des primaren Antikdrpers werden
die Objekttrager fiir 3 mal 15 Minuten in einer mit Phosphatpufferlosung gefillten Glas-
kiivette auf einem Schwenktische gewaschen. Danach wird eine Phosphatpufferlésung mit
dem fluoreszierenden Sekundarantikorper Cy3 (donkey anti goat, Dianova GmbH, Hamburg,
Deutschland) in einer Verdliinnung von 1:300 auf die Gewebeschnitte aufgetragen und in

einer abgedunkelten Plastikbox fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgt
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erneut ein wie zuvor beschriebener Waschschritt fiir 3 mal 15 Minuten. Fir eine spatere
eindeutige Identifikation von Zellen wird nun eine DAPI-L6sung mit einer Verdinnung von
1:5000 (4,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-aldrich, St. Louis, Missouri, USA) zur Farbung
von Zellkernen fiir 10 Minuten aufgebracht. Danach wird diese in einem Waschschritt von 3
mal 5 Minuten wieder abgespilt. AbschlieRend werden die Objekttrager mit Mowiol

(Hoechst, Frankfurt, Germany) mit einem Deckglaschen eingedeckelt.

2.7.5.3 Mikroskopie und Auswertung der Motoneurone

Fir die Analyse der Motoneurone im Riickenmarksvorderhorn wurden je 5 Tiere aus der
SOD1°**Fas30-Gruppe und der SOD1°%**Veh-Gruppe, sowie zweier nicht erkrankter Tiere
aus der SOD1Wt—Gruppe analysiert. Ausgewertet wurde die Gesamtanzahl der Motoneurone
im Rickenmarkvorderhorn, die Anzahl in Relation zur MotoneurongrofRe und die kumulative
Flache der Motoneurone. Zur Quantifizierung der Motoneurone wird ein Axioplan
Fluoreszenzmikroskop verwendet. Fir die Darstellung der immunhistochemisch gefarbten
motorischen Neurone wird ein Cy3 Filter (rot) und fir die Zellkerne ein DAPI Filter (blau)
verwendet. Von jedem Tier wird je ein Objekttrager mit 5 Rickenmarksquerschnitten in 10-
facher VergroBerung ausgewertet. Beide Vorderhorner eines Querschnittes gehen in die
Auswertung ein. Als a-Motoneurone werden alle ChAT-positiven Zellen mit einem eindeutig
im Zellkorper liegenden grofRen Zellkern definiert und manuell ausgezahlt (siehe Abbildung
11). Die Anzahl der Motoneurone wird zunachst pro Vorderhorn ausgezahlt und dann spater
fiir alle ausgewerteten Vorderhorner pro Tier gemittelt. Fir die Bestimmung der ZellgrofRe
werden die definierten a-Motoneurone mit Hilfe der Axioplan Software Werkzeugfunktion
,Kontur” umrandet und deren Flache berechnet. Dabei entspricht ein Bildpunkt einer Flache
von 0,42 um?. Die kumulative Fliche der Motoneurone eines Tieres ergibt sich aus den
addierten Flachen der Motoneurone pro Rickenmarksvorderhorn, gemittelt Uber alle

Vorderhorner eines Tieres.
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Abbildung 11 Auswertung der ChAT-Farbung.
(A) Ubersichtsdarstellung eines mit ChAT (rot) und DAPI (blau) gefirbten Rickenmarksquerschnitt, (B) Ausschnitt des
Vorderhorns, (C) Darstellung der ChAT-Fluoreszenz ohne Farbhinterlegung zur Ausmessung der MotoneurongréRe mit der

Axioplan Software, (D) DAPI-Fluoreszenz ohne Farbhinterlegung zur Darstellung der groRen neuronalen Zellkerne (weilRer
Pfeil)
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2.7.6 Elektrophysiologische Untersuchungen am SOD1-G93A-Mausmodell

Die Durchfiihrung und Erhebung von elektrophysiologischen Daten am SOD1-G93A-Maus-
model wurde in Kooperation mit Tobias Nientiedt aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Michael Sereda (Max-Planck-Institut fir Experimentelle Medizin, Gottingen) durchgefiihrt.
Hierzu wurden die unter Kapitel 2.5.2 und 2.5.5 genannten Tiere untersucht und aus-

gewertet.

2.7.6.1 Andsthesie

Zunachst werden die Tiere mit einer intraperitoneal applizierten Injektionslosung aus
Ketamin-hydrochloride / Xylazinhydrochloride (100 mg/kg und 8 mg/kg Koérpergewicht)
anaesthesiert. Dabei wird die Injektionskanile (Braun, Melsungen, Deutschland) nach den
Vorgaben und Empfehlungen des Tierversuchskursus in senkrechter Injektionstechnik in den
unteren, lateral der Mittellinie gelegenen Bauchbereich eingestochen und die Medikation
appliziert. Mit Hilfe von Schmerzreizen, zum Beispiel durch Kneifen in die Zehenzwischen-
rdume, wird eine ausreichende Narkosetiefe kontrolliert. Nach circa 10 Minuten sind die
Tiere unter normal regelmalliger Atmung ohne jegliche Bewegung der Skelettmuskulatur
ausreichend analgosediert. Es wird darauf geachtet, dass die Augen mit Kochsalz-Lésung vor

dem Austrocknen geschiitzt werden.

2.7.6.2 Ablauf der elektrophysiologischen Untersuchung

Fir die proximale elektrische Stimulation des Nervus ischiadicus wird ein Paar
Nadelelektroden (Schuler Medizintechnik, Freiburg, Deutschland) subkutan entlang der
Incisura ischiadica major platziert. Des Weiteren werden zur distalen Stimulation ein Paar
Nadelelektroden oberhalb des FulRkndchels entlang des Nervus tibialis subkutan einge-
stochen. Um die motorischen Summenaktionspotentiale zu detektieren wird ein weiteres
Paar Nadelelektroden in die FuBmuskulatur eingebracht. Nun werden mit einem Stimulator
(Toennies Neuroscreen, Jaeger, Hoechsberg, Deutschland) zunachst iber die proximalen
Nadelelektroden supramaximale Stromimpulse (100 ms Rechteckimpulse) abgegeben,
welche tber den Nerven bis in die FuBmuskulatur weitergeleitet werden und hier schlieflich

zur Muskelkontraktion fiihren. Diese werden in Form von Muskelsummenaktionspotentialen
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(MSAP) Uber die hier platzierten Nadelelektroden aufgefangen und als Welle graphisch
dargestellt. Im Anschluss wird nach selben Verfahren (iber die distalen Nadelelektroden
stimuliert. Die hierbei durch supramaximale Stimulation gewonnenen Amplituden der
proximalen und distalen MSAP sowie die distal motorischen Latenzen (dmL) beider Seiten
werden dokumentiert. Der Abstand zwischen beiden Stimulationspunkten wird mit Hilfe
eines MaRbandes bei vollstandig gestrecktem Bein gemessen und fiir die Berechnung der
motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (mNLG) in die Software des Stimulators eingegeben

und berechnet.

2.7.7 Statistische Auswertung der histomorphologisch und elektrophysiologisch erhobenen
Daten

Fir die statistische Auswertung der histomorphologisch und elektrophysiologisch erhobenen
Daten werden Tabellen und Saulendiagramme mit der Microsoft Excel Version 2007 erstellt.
Gruppenunterschiede werden mit Hilfe eines zweiseitigen Student t-test auf statistische
Signifikanz geprift. Abweichungen vom Mittelwert werden als Stdf berechnet und als
Fehlerbalken im Saulendiagramm dargestellt. Alle im Ergebnisteil aufgefiihrten Werte

werden als Mittelwerte + Stdf angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Querschnittstudie nach prasymptomatischer Behandlung mit dem ROCK-

Inhibitor Fasudil

Ziel der histomorphologischen und elektroneurographischen Querschnittanalyse war es, die
bereits in Kapitel 1.4 dargestellten Behandlungserfolge mit Fasudil 30 mg/kg Korpergewicht
im SOD1-G93A-transgenen Mausmodell genauer zu untersuchen. Hierflir wurden eine neue
Versuchsgruppe von SOD1-G93A-transgenen Weibchen mit Wasser (SOD1%%**veh) und
Fasudil 30 mg/kg Korpergewicht (SOD1%%**Fas30) ab dem 50. Lebenstag behandelt und an
Lebenstag 100 untersucht. Als Referenz wurden im gleichen Alter befindliche, unbehandelte
Wildtyp-Weibchen (sob1™") analysiert. Die Wahl des Analysezeitpunktes von 100 Lebens-
tagen basiert auf den Ergebnissen der elektroneurographischen Voruntersuchungen (siehe
Kapitel 3.1.4.1) und der Literaturrecherche fiir einen geeigneten Zeitpunkt, an dem bereits

ausreichende histopathologische Veranderungen zu detektieren sind (Fischer et al. 2004).

3.1.1 Degenerative Veranderungen der Motoneurone im Riickenmarkvorderhorn

Fiir die Analyse der Motoneuronanzahl an Tag 100 wurden je 5 Tiere aus der SOD1%°**Fas30-
Gruppe und der SOD1%°**veh-Gruppe sowie zwei nicht erkrankte Tiere aus der SOD1V“-
Gruppe analysiert. Die Gesamtanzahl der Motoneurone an Tag 100 ist im unbehandelten
transgenen Tier im Vergleich zum Wildtyp-Tier nur gering vermindert (nicht signifikant)
(soD1"": 13,34 + 1,46 Motoneurone; SOD1%%**veh: 10,54 + 1,02 Motoneurone) und somit
auch in der SOD1G93AFas3O—Gruppe (12,54 + 0,88 Motoneurone) im Vergleich zur
SOD1°**veh-Gruppe ohne signifikante Anderung. Die Differenzierung der Motoneurone in
unterschiedliche FlachengréBen mit Fliche < 450 pm? (SOD1%**veh 3,52 + 0,68 Moto-
neurone; SOD1%°**Fas30 4,54 + 0,42 Motoneurone) und > 450 um? (SODngaAVeh 7,01 £ 0,64
Motoneurone; SOD1%%**Fas30 8,00 + 0,66 Motoneurone) zeigt zwischen Wildtyp und SOD1-
G93A-transgenem Tier sowie zwischen den Behandlungsgruppen keine signifikanten Unter-
schiede. Erst bei einer Motoneuronflache von > 650 um? (SODIWt: 6,91 £ 0,31 Motoneurone;

SOD1%%Aveh 3,79 + 0,56 Motoneurone; SOD1°**Fas30 4,49 + 0,53 Motoneurone) werden
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signifikant weniger Zellen in den transgenen Gruppen im Vergleich zum Wildtyp gezahlt.
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen sind nicht festzustellen. Bei der Be-
trachtung der kumulativen Motoneuronfliche hebt sich die SOD1"“-Gruppe (9081,37 +
323,97 um?) von der SOD1°%**veh-Gruppe (6193,88 + 601,49 pum?) deutlich und signifikant
ab. Die SOD1°"**Fas30 Gruppe (7440,98 + 550,35 pum?) ist dagegen nicht signifikant
schlechter im Vergleich zur SODIWt—Gruppe (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12 Degenerative Veranderungen der Motoneurone in der Querschnittanalyse

Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Weibchen, welche mit Wasser (SOD17"Veh) oder Fasudil 30
mg/kg/Korpergewicht (SOD1°®*Fas30) behandelt wurden. Zudem wurde eine Gruppe aus SOD1-Wildtyp-Weibchen
(SOD1Wt) als Kontrolle untersucht. In (C) werden exemplarisch die immunhistochemisch gefarbten Vorderhorner der
untersuchten Gruppen dargestellt (anti-ChAT/Cy3 (rot) und DAPI (blau). Unter (A) dargestellt ist die Anzahl der
Motoneurone (MN) in Abhangigkeit der Zellfliche und die Gesamtanzahl. Unter (B) wird die kumulative Flache der
Motoneurone (MN) gegeniiber gestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p < 0,05 mit (*) und bei p
< 0,01 mit (**) gekennzeichnet. n.s. nicht signifikant, MaRstabbalken 100 um

GI3A
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3.1.2 Muskelatrophie und Innervationsprofil der motorischen Endplatten

Fiir die Analyse der Muskelatrophie im Musculus gastrocnemius wurden 10 Weibchen aus
der SOD1°**Fas30-Gruppe und 10 Weibchen aus der SOD1°°**vVeh-Gruppe sowie 9 Wildtyp-
Weibchen aus der SODth—Gruppe an Lebenstag 100 miteinander verglichen (siehe
Abbildung 13). Um die Abhangigkeit des Muskelgewichtes vom Koérpergesamtgewicht zu ent-
koppeln, wurde das gemessene Muskelgewicht in ein prozentuales Verhaltnis zum Korper-
gewicht gesetzt. Es ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen SOD1V' (Mittelwert 0,74
+ 0,01 %) und SOD1°%**Veh (0,65 + 0,03 %). Zwischen den transgenen Gruppen SOD1°°**veh
und SOD1%%**Fas30 (0,64 + 0,04 %) ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 13 Muskelatrophie im Musculus gastrocnemius in der Querschnittanalyse

Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Weibchen, welche mit Wasser (SODng3AVeh) oder Fasudil 30
mg/ke/Kérpergewicht (SOD1°**Fas30) behandelt wurden, sowie SOD1-Wildtyp-Weibchen (SOD1™) als Kontrolle.
Dargestellt ist das Muskelgewicht des Muscuslus gastrocnemius im Verhdltnis zum Korpergewicht. Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p < 0,05 mit (*) gekennzeichnet. n.s. nicht signifikant

Die Innervationsprofile der motorischen Endplatten wurden jeweils aus den rechten
Gastrocnemiusmuskeln von 9 Weibchen aus der SOD1°***veh und 10 Weibchen aus der
SOD1°**Fas30-Gruppe erstellt (siehe Abbildung 14 Grafik A und B). Die Auswertung des
Innervationsprofiles umfasst die Aufteilung in vollstandig innervierte (SOD1%%**veh 48,06 +
7,08 %; SOD1°**Fas30 47,25 + 7,31 %), partiell innervierte (SOD1°***vVeh 12,5 + 1,40 %;
SOD1%%**Fas30 11,67 + 2,2 %) und denervierte Endplatten (SOD1%%**Veh 39,35 + 7,33 %;
SOD1°**Fas30 40,75 + 6,48 %). Deutliche Unterschiede ergaben sich zwischen SOD1"* und

SOD1%%**veh, jedoch nicht zwischen den transgenen Gruppen.
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Abbildung 14 Innerverationsprofil im Musculus gastrocnemius in der Querschnittanalyse
Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Weibchen, welche mit Wasser (SOD17™"Veh) oder Fasudil 30
mg/kg/Korpergewicht (SOD1°%**Fas30) behandelt wurden sowie SOD1-Wildtyp-Weibchen (sop1™) als Kontrolle.
Auswertungen des Innervationsprofiles der motorischen Endplatten in vollstdndig innerviert, partiell denerviert und
vollstdndig denerviert (A). In (B) sind die Innervationsprofile der motorischen Endplatten exemplarisch aus den genannten
Gruppen dargestellt (rot: a-bungarotoxin (aBTX) zur Darstellung der postsynaptischen Membran; griin: Neurofilament-M
(NF-M) und Anti-vesicular acetylcholine Transporter (VAChT) zur Darstellung der prasynaptischen Anteile der motorischen
Endplatte). Vollstindig denervierte Endplatten sind mit einem weien Pfeil markiert. MaBstabbalken 50 um, n.s. nicht

signifikant

GI3A,
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3.1.3 Degenerative Veranderungen im Nervus ischiadicus

3.1.3.1 Progredienter Verlust der Axonanzahl im SOD1-G93A-Mausmodell

Um die axonale Degeneration des Nervus ischiadicus im SOD1-G93A-Mausmodel zu
objektivieren, wurden die Ischiadicusnerven zweier Wildtyp-Weibchen (SOD1"") und je zwei
Weibchen mit 110 Tagen im symptomatischen Stadium (SOD1%%**d110) sowie mit 140 Tagen
im Endstadium (SOD1%%**d140) in einer Voruntersuchung evaluiert. Bei dieser Analyse wurde
zundchst nur die Anzahl der vorhandenen vitalen Axone ausgezahlt. Histologisch deutlich
erkennbar ist der degenerativ verdnderte Nervenquerschnitt mit bereits im symp-
tomatischen Stadium auffdlligen degenerierten Axonen (siehe Abbildung 15). Die Gesamt-
anzahl der Axone im symptomatischen Stadium ist deutlich vermindert und im Endstadium
um Gber ein Drittel reduziert (SOD1"": 3759 + 24 Axone; SOD1°*d110: 3439+44 Axone;
SOD1°*Ad140: 2286,5166,5 Axone).
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Abbildung 15 Progredienter Verlust der Axonanzahl im SOD1-G93A-Mausmodell

In (A) ist die Anzahl der Axone im Nervus-ischiadicus-Querschnitt im SOD1-Wildtyp (SOD1Wt) und SOD1-transgenen Tier mit
110 Tagen im symptomatischen Stadium (SODlG%Adllo) und mit 140 Tagen im Endstadium (SODlG%AdMO) grafisch
dargestellt. Unter (B) sind exemplarisch die Nervenquerschnitte nach Myelinscheidenfarbung in lichtmikroskopischer
Darstellung abgebildet. MaRstabbalken 100um

3.1.3.2 Histomorphologsiche Analyse des Nervus ischiadicus in der Querschnittstudie

Die histomorphologische Struktur des Ischiadicus-Querschnitts nach Fasudil-Behandlung
wurde in der Querschnittsanalyse an Lebenstag 100 detaillierter untersucht. Fir die
Querschnittflaiche und die Axonanzahl wurden die rechten Nerven von 4 Wildtyp-Tieren aus
der SOD1Wt—Gruppe, 6 Tiere aus der SOD1G93AVeh—Gruppe sowie von 7 Tieren der
SOD1%%**Fas30-Gruppe untersucht. Fir die Analyse der Axonanzahl in Relation zum
axoplasmalen Durchmesser wurden beide Nerven von 3 SOD1"-Tieren und je 4 Tieren aus
der SOD1°**veh-Gruppe und der SOD1°°**Fas30-Gruppe evaluiert. Fiir eine detaillierte

Analyse der degenerierten Axone mussten dieselben Nervenquerschnitte aus der
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Betrachtung der Axonanzahl und Querschnittflache in einer 63-fachen VergroRerung erneut
ausgewertet werden.

In der Analyse der Querschnittflache ergibt sich ein signifikant verminderter Querschnitt in
der SOD1°%**veh-Gruppe (0,13 + 0,0065 mm?) im Vergleich zur SOD1"*-Gruppe (0,16 +
0,0053 mm?). Die im Vergleich zur SOD1°°**veh Gruppe héheren Werte der Querschnitt-
fliche in der SOD1°**Fas30-Gruppe (0,14 + 0,0092 mm?) erreichen nach statistischer
Priifung keine Signifikanz (siehe Abbildung 16 Graphik A). Allerdings ist die Querschnittflache
von SODlGQSAFas3O—Gruppe zu SODth—Gruppe nicht signifikant vermindert.

Die Anzahl der Axone (siehe Abbildung 16 Graphik B) in der Wildtyp-Kontrollgruppe (3908,50
+ 44,47 Axone) sind mit p < 0,001 signifikant héher als in der SOD1%%**veh-Gruppe (3333,00
+ 84,90 Axone). Die SOD1°%**Fas30-Gruppe (3311,30 + 89,50 Axone) zeigt im Vergleich zur
SODlG%AVeh—Gruppe hier keine signifikanten Unterschiede. In der Analyse der Axone mit
deutlichen Zeichen der Degeneration (siehe Methodenteil Kapitel 2.7.3.4) erreicht die
SOD1V-Gruppe (4,22 + 0,29 %) im Vergleich zur SOD1°%**Veh-Gruppe (11,94 + 0,99 %)
deutlich hohere Werte. Die Werte der SODlGQSAFas3O—Gruppe (11,33 £ 0,47 %) weisen

1°%*Vveh Gruppe keine signifikanten Unterschiede auf (siehe Abbildung

gegeniber der SOD
16 Graphik C). Die Betrachtung der Axonanzahl differenziert nach axoplasmalem Durch-
messer (siehe Abbildung 16 Graphik D) zeigt, dass vorwiegend die groRkalibrigen Axone im
transgenen Tier degenerieren. Unterschiede zwischen SODIWt—Gruppe (2012,50 + 43,00
Axone) und SOD1°°**Veh-Gruppe (2065,00 +77,61 Axone) sind bei einem Durchmesser
kleiner 3,5 um nicht zu erkennen. Ab einem Durchmesser von 3,5 um sind deutlich weniger
Axone zdhlbar (SODlWt bei 3,5-5,5 um: 1343,67 + 68,19 Axone und bei 5,5-7,5 um: 450,5 +
2,75 Axone; SOD1693AVeh-Gruppe bei 3,5-5,5 um: 970,5 + 15,67 Axone und bei 5,5-7,5 um:
230,75 + 52,85 Axone). Die Anzahl der wenigen Axone Uber 7,5 um Durchmesser unter-
scheiden sich in allen Gruppen nicht signifikant. Zwischen den beiden transgenen Gruppen
sind keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (SOD1%%**Fas30 bei < 3,5 um: 2082,13 +
82,06 Axone, bei 3,5-5,5 um: 925,38 + 46,61 Axone und bei 5,5-7,5 um: 218,38 + 63,94

Axone).
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Abbildung 16 Histomorphologische Analyse des Nervus ischiadicus in der Querschnittanalyse

Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Weibchen, welche mit Wasser (SODlG%AVeh) oder Fasudil 30
mg/kg/Kérpergewicht (SOD1G93AFas3O) behandelt wurden. Zudem wurde eine Gruppe aus SOD1-Wildtyp-Weibchen
(SOD1Wt) als Kontrolle untersucht. Dargestellt sind die Auswertungen aus Querschnittfliche (A), Anzahl der Axone (B),
Anteil degenerierter Axone (C) und der Axonanzahl in Relation zum axoplasmalen Durchmesser (D). Unter (E) ist das
histologische Querschnittmuster der drei Gruppen abgebildet. MaRstabbalken 25 um. Signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen sind bei p < 0,05 mit (*), bei p <0,1 mit (**) und bei p < 0,001 mit (***) gekennzeichnet. n.s. nicht signifikant
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3.1.4 Elektroneurographische Untersuchung

Fiir die Etablierung der elektrophysiologischen Untersuchung im SOD1-G93A-Mausmodell
und die Festlegung eines geeigneten Zeitpunktes fir die Querschnittstudie, wurde zunachst
an Lebenstag 70 und anschliefend an Lebenstag 100 die elektrophysiologische Messung, wie

sie in Kapitel 2.7.6 beschrieben wird, erprobt.

3.1.4.1 Elektroneurographische Vorversuche

An Lebenstag 70 wurden je drei weibliche unbehandelte SOD1-G93A-transgene (SOD1%%%4)
und drei weibliche Wildtyp-Tiere (SOD1"") untersucht. Wie in Abbildung 17 dargestellt sind
die dmL der SOD1"'-Tiere (1,28 + 0,09 ms) und der SOD1°***-Tiere (1,17 + 0,07 ms) ohne
wesentliche Unterschiede. Die Amplituden der distalen MSAP der Wildtyp-Tiere (12,10 +
1,98 mV) sind im Vergleich zur transgenen Gruppe (8,78 + 1,23 mV) grofRer, aber nach
statistischer Prifung nicht signifikant. Die Amplituden der proximalen MSAP ergeben in der
SODth-Gruppe (9,10 + 1,44 mV) hohere Werte im Vergleich zur SOD1693A-Gruppe (5,17 +
0,57 mV), die mit einem Trend von p=0,097 belegt werden. Die mNLG zeigen bereits an Tag
70 mit einem p < 0,01 signifikant hohere Werte in der SOD1V-Gruppe (SOD1"": 30,63 + 0,95
m/s; SOD1°%*A: 24,07 + 1,10 m/s).

1°%A. und sechs weibliche

An Lebenstag 100 wurden je sechs weibliche unbehandelte SOD
SoD1"““Tiere untersucht. Wie auch an Lebenstag 70 sind auch die dmL der soD1""-Tiere
(1,22 £ 0,05 ms) und der SOD1°%**-Tiere (1,33 + 0,06 ms) an Lebenstag 100 ohne wesentliche
Unterschiede. Die distalen MSAP der SOD1"'-Tiere (11,30 + 1,61 mV) sind im Vergleich zur
SOD1°*A-Gruppe (5,91 * 1,73 mV) zum spiteren Untersuchungszeitpunkt allerdings
signifikant héher. Auch die proximalen Amplituden ergeben in der SOD1V-Gruppe (9,35 +
0,93 mV) signifikant héhere Werte im Vergleich zur SOD1°°**-Gruppe (4,58 + 1,45 mV). Die
mNLG zeigen wie bereits an Tag 70 deutlich signifikant hthere Werte in der SOD1""-Gruppe

(soD1"": 26,31 + 1,33 m/s; SOD1%°**. 20,72 + 0,98 m/s).
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Abbildung 17 Elektroneurographische Vorversuche

Untersucht wurden distal motorische Latenzen (dmL) an Lebenstag 70 (A) und 100 (B), distale und proximale motorische
Summenaktionspotentiale (MSAP) an den Lebenstagen 70 (C,E) und 100 (D,F) sowie motorische Nervenleit-
geschwindigkeiten (mNLG) an den Lebenstagen 70 (G) und 100 (H). Signifikante Unterschiede zwischen SOD1"' und
SOD1%** sind bei p < 0,05 mit (*) und bei p < 0,1 mit (**) gekennzeichnet. n.s. nicht signifikant
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3.1.4.2 Elektroneurographische Ergebnisse in der Querschnittstudie

Fir die elektroneurographischen Untersuchungen in der Querschnittstudie wurden 10
soD1" -Weibchen und je 11 Weibchen aus den Behandlungsgruppen SOD1°%**veh und
SOD1%%**Fas30 am Lebenstag 100 untersucht. Auf Grundlage der Voruntersuchungs-
ergebnisse (siehe Kapitel 3.1.4.1) ohne Unterschiede der dmL zwischen SOD1-Wildtyp und
SOD1-G93A-transgenen Tieren und gleichwertigen Aussagen bei den proximalen und
distalen MSAP wurden die zu untersuchenden Parameter in der Querschnittanalyse auf die
Bestimmung und Analyse der mNLG und der proximalen MSAP reduziert. Die Vor-
untersuchungen bestatigend erreichten die SOD1"" in den proximalen MSAP (14,74 + 1,21
mV) und in den mNLG (29,25 * 0,97 m/s) signifikant hohere Werte im Vergleich zur
SOD1%%**veh Gruppe (Amplituden der proximalen MSAP: 7,20 + 1,26 mV; mNLG: 23,04 +
0,99 m/s). Zwischen den Behandlungsgruppen soD1%%**veh und SOD1%%**Fas30 (4,35 + 0,61
mV) wurden keine signifikanten Unterschiede in den proximalen MSAP gemessen. Die
erhobenen mNLG in den SOD1°%**Fas30-Tieren (21,20 + 1,00 m/s) und den SOD1%%**veh-

Tieren zeigten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18 Elektroneurographische Untersuchung in der Querschnittstudie

Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Weibchen, welche mit Wasser (SODng3AVeh) oder Fasudil 30
mg/kg/Korpergewicht (SOD1°®*Fas30) behandelt wurden. Zudem wurde eine Gruppe aus SOD1-Wildtyp-Weibchen
(soD1%") als Kontrolle untersucht. Unter (A) ist die elektroneurographische Messung exemplarisch anhand der proximalen
Stimulation dargestellt. In (B) sind die motorischen Nervenleitgeschwindigkeiten (mNLG), in (C) die proximalen motorische
Summenaktionspotentiale (MSAP) dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p < 0,001 mit (***)
gekennzeichnet. n.s. nicht signifikant
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3.2 Prasymptomatische Behandlungsstudie mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632

Neben Fasudil wurden weitere ROCK-Inhibitoren mit zum Teil deutlich selektiverer Wirk-
samkeit zur ROCK I, wie der Substanz Y-27632, entwickelt (siehe Kapitel 1.3.2). Y-27632
stellt damit eine Alternative im Therapieansatz der pharmakologischen Inhibition der Rho-
Kinasen im Mausmodell der Amyotrophen Lateralsklerose dar. Die prasymptomatische
Studie mit Y-27632 soll klaren, ob hiermit dhnliche Erfolge wie in der prasymptomatischen
Studie mit Fasudil zu erzielen sind. Im Rahmen dieses Experimentes wurden insgesamt 16
mannliche und 25 weibliche SOD1-G93A-transgene Mause ab dem 50. Lebenstag behandelt
und mit den unter Kapitel 2.6 genannten Analysemethoden untersucht. Hiervon wurden 12
weibliche und 8 mannliche Tiere mit Trinkwasser (H,0) als Kontrolle behandelt. Der andere
Teil, 13 weibliche und 8 mannliche Tiere, wurden mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 in einer

Dosierung von 30 mg/kg Korpergewicht (Y-27632) tber das Trinkwasser behandelt.

3.2.1 Gewichtsanalyse

3.2.1.1 Gewichtsanalyse der Weibchen

Damit alle Tiere in die Analyse einbezogen werden konnten, wurde der Gewichtsverlauf von
Tag 50 bis Tag 122 begrenzt. Um den Gewichtsverlust in den letzten Versuchstagen be-
urteilen zu kdnnen, wurde zudem eine Analyse der letzten 10 Messzeitpunkte durchgefiihrt.
In der Analyse der absoluten Messwerte zeigt sich ein mittleres Gewichtsmaximum in der
H,0-Gruppe an Tag 107 (20,38 £ 0,33 g) und in der Y-27632-Gruppe bereits an Tag 86 (20,65
+ 0,43 g). Dies entspricht einer mittleren maximalen Gewichtszunahme in der H,O-Gruppe
von 12,69 % und in der Y-27632-Gruppe von 14,61 %. In der Auswertung mit Hilfe der
ANOVA mit Messwiederholungen ergaben sich im Verlauf keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen (siehe Abbildung 19). Der kontinuierliche Gewichtsverlust
begann fiir beide Gruppen ab 113 Tagen. Der Verlauf des Gewichtsverlustes ergab zwischen
beiden Gruppen in der ANOVA mit Messwiederholungen sowohl in Bezug auf die absoluten
Werte als auch die prozentual zum Ausgangsgewicht ermittelten Werte keine signifikanten

Unterschiede. Ein signifikant hoheres prozentuales Gewicht gemittelt (iber die letzten 10
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Messzeitpunkte (p=0,031) wurde in der Y-27632-Gruppe mit 105,97 + 1,26 % im Vergleich

zur H,O-Gruppe mit 101,80 + 1,31 % erreicht.
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Abbildung 19 Gewichtsanalyse der Weibchen in der prasymptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden weibliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Kérpergewicht
(Y-27632) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots des Gewichtsverlauf der absoluten Werte (A) und als
prozentuales Verhdltnis zum Startgewicht Tag 50 (B); der Gewichtsverlust Uber die letzten 10 Messzeitpunkte mit den
absoluten Werten (C) und als prozentuales Verhaltnis zum Startgewicht Tag 50 (D). Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen sind bei p < 0,05 mit (*) angegeben. n.s. nicht signifikant
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3.2.1.2 Gewichtsanalyse der Mannchen

Wie bei der Untersuchung der weiblichen Tiere wurde eine zeitliche Begrenzung fir die
Gewichtsanalyse festgelegt, damit alle mannlichen Tiere einbezogen werden kodnnen.
Aufgrund des insgesamt schnelleren Krankheitsverlaufs der mannlichen Tiere lag diese mit
116 Tagen vor der der Weibchen. Um den Gewichtsverlust in den letzten Versuchstagen
beurteilen zu kdnnen, wurde auch hier eine Analyse der letzten 10 Messzeitpunkte durch-
gefuhrt. In der Analyse der absoluten Messwerte zeigte sich ein mittleres Gewichtsmaximum
in der H,O-Gruppe an Tag 98 (24,71 + 0,69 g) und in der Y-27632-Gruppe bereits an Tag 80
(26,18 + 0,84 g). Dies entspricht einer mittleren maximalen Gewichtszunahme in der H,0-
Gruppe von 6,05 % und in der Y-27632-Gruppe von 8,58 %. Die Tiere der Y-27632
behandelten Gruppe nahmen im Mittel etwas schneller und starker an Gewicht zu, jedoch
ergeben sich in der Auswertung mit Hilfe der ANOVA mit Messwiederholungen im Verlauf
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (siehe Abbildung 20). Der
Verlauf des Gewichtsverlustes ergab zwischen beiden Gruppen in der ANOVA mit
Messwiederholungen sowohl in Bezug auf die absoluten Werte als auch die prozentual zum
Ausgangsgewicht ermittelten Werte keine signifikanten Unterschiede. Jedoch verliert die
Y-27632-Gruppe im Endstadium tendenziell etwas schneller an Gewicht, ohne hier eine

statistische Signifikanz zu erreichen.
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Abbildung 20 Gewichtsanalyse der Mdnnchen in der prasymptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden mannliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Koérpergewicht
(Y-27632) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots des Gewichtsverlauf der absoluten Werten (A) und als
prozentuales Verhdltnis zum Startgewicht Tag 50 (B); der Gewichtsverlust tiber die letzten 10 Messzeitpunkte mit den
absoluten Werten (C) und als prozentuales Verhaltnis zum Startgewicht Tag 50 (D). n.s. nicht signifikant
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3.2.2 Motorische Verhaltensanalyse

3.2.2.1 Motorische Verhaltensanalyse der Weibchen

Um eine Auswertung der weiblichen Gesamtgruppe durchfiihren zu kénnen, wurde wie in
der Analyse des Gewichtes die Auswertung bis einschlieBlich 122 Tage durchgefiihrt. Wie in
der graphischen Darstellung in Abbildung 21 der rotarod-Testung zu erkennen ist, liegen die
Mittelwerte der Y-27632-Gruppe ab dem Tag 89 bis Tag 122 zum Teil deutlich tiber denen in
der H,0-Gruppe. Die maximale Differenz zwischen den beiden Gruppen liegt an Tag 113 bei
35 Sekunden. Die statistische Auswertung in der ANOVA mit Messwiederholungen ergab
jedoch zwischen der H,0O-Gruppe und der Y-27632-Gruppe keine signifikanten Unterschiede.
Die Auswertung der hanging wire-Testung zeigt einen fast linearen Leistungsverlust auf der
Testapparatur schon mit Beginn der Testung an Tag 50 in beiden Gruppen. Nach 110
Lebenstagen ist die Leistungsfahigkeit im Mittel bereits um die Halfte gesunken. Auch hier

werden nach statistischer Analyse keine signifikanten Unterschiede gefunden.
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Abbildung 21 Motorische Verhaltensanalyse der Weibchen in der prasymptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden weibliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Kérpergewicht
(Y-27632) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots der erreichten Zeiten im rotarod (A) und hanging wire (B)
Test. n.s. nicht signifikant

74



Ergebnisse

3.2.2.2 Motorische Verhaltensanalyse der Mannchen

Um alle mannlichen Tiere in die Analyse der motorischen Verhaltenstestungen einbeziehen
zu konnen, wurde der Zeitraum Tag 50 bis Tag 116 festgelegt. Nach statistischer Analyse
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum ergeben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen. In der statistischen Detailanalyse von Tag 80 bis Tag 113 er-
reicht die Y-27632-Gruppe im Vergleich zur Wasser-behandelten Kontrollgruppe jedoch
signifikant langere Laufzeiten auf der rotarod-Testapparatur (siehe Abbildung 22). An Tag
110 liegen die Mittelwerte der beiden Gruppen sogar 75 s auseinander (H,0 70,67 + 22,90 s;
Y-27632 145,79 + 16,97 s). Auch an den Tagen 104 (H,0 114,04 £ 30,24 s; Y-27632 168,17 +
11,83 s), 107 (H,0 117,13 + 26,94 s; Y-27632 173,31 + 6,69 s) und 113 (H,0 50,29 + 21,19 s;
Y-27632 105,56 + 20,31 s) erreicht die Y-27632-Gruppe (iber 50 s langere Laufzeiten. In der
Post-hoc-Analyse werden diese Unterschiede an den Tagen 104, 107, 110 und 113 signifi-
kant. Die Auswertung der hanging wire-Testung zeigt wie in der weiblichen Versuchsgruppe
einen fast linearen Leistungsverlust auf der Testapparatur schon mit Beginn der Testung an
Tag 50 in beiden Gruppen. Nach 101 Lebenstagen ist in der H,O-Gruppe die Leistungsfahig-
keit bereits auf die Halfte der Ausgangsleistung abgefallen, in der Y-27632-Gruppe erst nach

110 Tagen. Nach statistischer Auswertung ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 22 Motorische Verhaltensanalyse der Mdnnchen in der prasymptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden mannliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Kérpergewicht
(Y-27632) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwertplots der erreichten Zeiten in den motorischen Testungen rotarod
(A) und hanging wire (B). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p < 0,05 mit (*) und bei p < 0,01 mit (**)
angegeben. n.s. nicht signifikant
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3.2.3 Uberlebensanalyse

Das mittlere Uberleben der weiblichen Kohorte betrigt in der H,O-Gruppe 141,2 + 2,5 Tage
und in der Y-27632-Gruppe 143,9 + 3,4 Tage. In der méannlichen Kohorte ergeben sich
mittlere Uberlebenszeiten von 132 * 3,5 Tagen in der H,0-Gruppe und 133,5 + 2,6 Tage in
der Y-27632-Gruppe. Nach statistischer Auswertung ergeben sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den beiden weiblichen und auch den beiden mannlichen Behandlungs-

gruppen (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23 Uberlebensanalyse in der prasymptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Kérpergewicht (Y-27632)
behandelt wurden. Kaplan-Meier-Darstellung des Uberlebens der weiblichen Kohorte (A) und der ménnlichen Kohorte (B).
n.s. nicht signifikant
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3.2.4 Krankheitsverlauf

3.2.4.1 Krankheitsverlauf der Weibchen

Die Mittelwerte des Krankheitsbeginns / Score 3 (H,0O-Gruppe 88,75 + 3,14 Tage; Y-27632-
Gruppe 84,92 + 2,46 Tage), des Score 2 (H,O-Gruppe 128,25 + 1,99 Tage; Y-27632-Gruppe
131,77 + 2,66 Tage), des Score 1 (H,O-Gruppe 136,75 £ 2,67 Tage; Y-27632-Gruppe 141 *
3,29 Tage) und des Score 0 (H,O-Gruppe 141,17 + 2,53 Tage, Y-27632-Gruppe 143,85 + 3,39
Tage) sind nach statistischer Analyse zwischen H,0- und Y-27632-Gruppe nicht signifikant
verschieden (siehe Abbildung 24). Die Krankheitsdauer ist in der H,O-Gruppe (52,41 + 3,28
Tage) etwas kiirzer als die Krankheitsdauer der Y-27632-Gruppe (58,92 + 4,31 Tage), jedoch

ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen.
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Abbildung 24 Analyse des Krankheitsverlaufes der Weibchen in der prasmyptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden weibliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Kérpergewicht
(Y-27632) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots fiir den fir den neurologischen Score (A) und die
Krankheitsdauer (B). n.s. nicht signifikant
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3.2.4.2 Krankheitsverlauf der Mannchen

Die Mittelwerte des Krankheitsbeginns / Score 3 (H,0-Gruppe 80,63 + 4,83 Tage; Y-27632-
Gruppe 84,00 + 4,61 Tage), des Score 2 (H,O-Gruppe 115,13 + 2,83 Tage; Y-27632-Gruppe
123,38 + 2,92 Tage), des Score 1 (H,O-Gruppe 127,88 + 3,58 Tage; Y-27632-Gruppe 130,13 +
2,89 Tage), sowie des Score 0 (H,O-Gruppe 132 + 3,45 Tage, Y-27632-Gruppe 133,5 + 2,59
Tage) liegen in der H,O-Gruppe vor der Y-27632-Gruppe. Statistisch signifikante Unter-
schiede werden nicht erreicht (siehe Abbildung 25). In der Krankheitsdauer (H,O-Gruppe
51,38 + 7,19 Tage; Y-27632-Gruppe 49,50 + 6,65 Tage) zeigt sich ebenfalls kein wesentlicher

Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 25 Analyse des Krankheitsverlaufes der Mannchen in der prasymptomatischen Studie mit Y-27632

Untersucht wurden mannliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0) und Y-27632 30 mg/kg Koérpergewicht
(Y-27632) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots fir den neurologischen Score (A) und die Krankheitsdauer
(B). n.s. nicht signifikant
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3.3 Symptomatische Behandlungsstudie mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil

Die Evaluation einer symptomatischen Behandlungsstudie mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil
soll klaren, ob auch zu einem spateren Behandlungsbeginn noch eine Lebensverlangerung
und/oder funktionelle motorische Verbesserung erzielt werden kann.

Im Rahmen dieses Experimentes wurden insgesamt 35 méannliche und 43 weibliche SOD1-
G93A-transgene Mause ab dem 80. Lebenstag behandelt und mit den unter Kapitel 2.6
genannten Analysemethoden untersucht. Hiervon wurden 14 weibliche und 12 méannliche
Tiere mit Trinkwasser (H,0) behandelt. Eine zweite Gruppe, 14 weibliche und 11 mannliche
Tiere, wurde mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil in einer Dosierung von 30 mg/kg Korpergewicht
(Fas30) und eine dritte Gruppe, 15 weibliche und 12 mannliche Tiere, mit dem ROCK-
Inhibitor Fasudil in einer héheren Dosierung von 100 mg/kg Korpergewicht (Fas100) Gber das

Trinkwasser behandelt.

3.3.1 Gewichtsanalyse

3.3.1.1 Gewichtsanalyse der Weibchen

Die Analyse des Gewichtsverlaufes wurde fir die weiblichen Tiere von Tag 80 bis Tag 119
begrenzt, um alle Tiere einbeziehen zu kdnnen. Um den Gewichtsverlust in den letzten
Versuchstagen beurteilen zu kénnen, wurde zudem eine Analyse der letzten 10 Messzeit-
punkte durchgefiihrt. In der Analyse der absoluten Messwerte zeigt sich ein mittleres
Gewichtsmaximum in der H,O-Gruppe an Tag 104 (19,54 + 0,42 g), in der Fas30-Gruppe an
Tag 101 (19,98 + 0,42 g) und in der Fas100-Gruppe an Tag 92 (19,86 + 0,46 g). Dies entspricht
einer mittleren maximalen Gewichtszunahme ab dem Tag 80 in der H,O-Gruppe von 1,94 %,
in der Fas30-Gruppe von 3,24 % und in der Fas100-Gruppe von 3,90 %. In der Auswertung
mit Hilfe der ANOVA mit Messwiederholungen ergeben sich im Verlauf keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (siehe Abbildung 26). Der kontinuierliche
Gewichtsverlust beginnt fir die H,0-Gruppe ab Tag 104 und fiir die beiden anderen Gruppen
ab 107 Tagen. Der Verlauf des Gewichtsverlustes ergibt zwischen beiden Gruppen in der
ANOVA mit Messwiederholungen sowohl in Bezug auf die absoluten Werte als auch die

prozentual zum Ausgangsgewicht ermittelten Werte keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 26 Gewichtsanalyse der Weibchen in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden weibliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht
(Fas30) und Fasudil 100 mg/kg Koérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots des
Gewichtsverlaufs der absoluten Werte (A) und als prozentuales Verhaltnis zum Startgewicht Tag 50 (B); der Gewichtsverlust
Uber die letzten 10 Messzeitpunkte mit den absoluten Werten (C) und als prozentuales Verhéltnis zum Startgewicht Tag 50
(D). n.s. nicht signifikant
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3.3.1.2 Gewichtsanalyse der Mannchen

Die Analyse des Gewichtsverlaufes wurde fiir die mannlichen Tiere von Tag 80 bis Tag 116
begrenzt, um alle Tiere einbeziehen zu kdnnen. Um den Gewichtsverlust in den letzten
Versuchstagen beurteilen zu kénnen, wurde zudem eine Analyse der letzten 10 Messzeit-
punkte durchgefiihrt. In der Analyse der absoluten Messwerte zeigt sich ein mittleres
Gewichtsmaximum in der H,O-Gruppe an Tag 92 (25,26 + 0,48 g), in der Fas30-Gruppe an
Tag 101 (24,89 + 0,67 g) und in der Fas100-Gruppe an Tag 95 (24,94 + 0,43 g). Dies entspricht
einer mittleren maximalen Gewichtszunahme ab dem Tag 80 in der H,0-Gruppe von 0,41 %,
in der Fas30-Gruppe von 2,01 % und in der Fas100-Gruppe von 1,60 %. In der Auswertung
mit Hilfe der ANOVA mit Messwiederholungen ergeben sich im Verlauf keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die in Abbildung 27 B dargestellten, im
Vergleich zu den beiden Fasudil-Behandlungsgruppen niedrigeren Werte in der H,0O-Gruppe
zwischen 98 und 110 Tagen, sind jedoch auch nach einer Detailanalyse in einer ANOVA mit
Messwiederholungen von 83 bis 110 Tagen nicht signifikant. Der kontinuierliche Gewichts-
verlust setzt fiir die H,0O-Gruppe bereits ab Tag 92 ein. Fir die Fas30-Gruppe ist dies erst ab
Tag 101 und fiir die Fas100-Gruppe ab Tag 95 der Fall. Der Verlauf des Gewichtsverlustes
ergibt zwischen den Gruppen in der ANOVA mit Messwiederholungen in Bezug auf die

absoluten Werte und die prozentualen Werte keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 27 Gewichtsanalyse der Mdnnchen in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden méannliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht
(Fas30) und Fasudil 100 mg/kg Koérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots des
Gewichtsverlauf der absoluten Werte (A) und als prozentuales Verhaltnis zum Startgewicht Tag 50 (B); der Gewichtsverlust
Uber die letzten 10 Messzeitpunkte mit den absoluten Werten (C) und als prozentuales Verhaltnis zum Startgewicht Tag 50
(D). n.s. nicht signifikant
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3.3.2 Motorische Verhaltensanalyse

3.3.2.1 Rotarod-Verhaltensanalyse der Weibchen
Es wird eine Begrenzung der Auswertung bis Tag 119 festgelegt, um alle Tiere in die
Auswertung einzuschliefen. Nach statistischer Auswertung ergeben sich zwischen den

Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 28).

n.s.

n
o
o

-
(=]
o

-
N
o

o]
o

S
o

Laufzeit Rotarod Testapparatur [s]

80 89 95 98 101 104 107 110 113 116 119

Alter [in Tagen]

Abbildung 28 Rotarod-Verhaltenssanalyse der Weibchen in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden weibliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht
(Fas30) und Fasudil 100 mg/kg Kérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots der erreichten
Zeiten auf der rotarod-Testapparatur. n.s. nicht signifikant

3.3.2.2 Rotarod-Verhaltensanalyse der Mdannchen

Es wird eine Begrenzung der Auswertung bis Tag 116 festgelegt, um alle Tiere in die
Auswertung einzuschlieRen. Die Mittelwerte der Fas30-Gruppe und Fas100-Gruppe liegen in
der mannlichen Kohorte teilweise deutlich tber denen der H,O-Gruppe. Die maximale
Differenz zwischen den gemittelten rotarod-Laufzeiten der Fas30-Gruppe und der H,0O-
Gruppe liegt an Tag 107 bei 55 Sekunden. Zwischen der Fas100-Gruppe und der H,O-Gruppe
werden sogar noch groRere Laufzeitdifferenzen erreicht. Die maximale mittlere Laufzeit-
differenz wird an Tag 110 mit 72 Sekunden erreicht. In der Detailanalyse von Tag 80 bis 110
werden in der ANOVA mit Messwiederholungen signifikante Differenzen errechnet (siehe
Abbildung 29). Mittels Post-hoc-Test ergeben sich signifikant langere Laufzeiten in der
Fas100-Gruppe im Vergleich zur H,O-Gruppe an Tag 101 (H,0 132,86 + 20,76 s; Fas 100
175,56 + 4,45 s), an Tag 107 (H,0 97,90 + 23,49 s; Fas100 160,42 + 15,09 s) und an Tag 110
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(H,0 81,64 + 22,42 s; Fas100 153,92 + 15,14 s). Zwischen Fas30-Gruppe und H,0-Gruppe
ergeben sich an Tag 107 (H,0 97,90 + 23,49 s; Fas30 153,58 + 16,04 s) und an Tag 110 (H,0
81,64 + 22,42 s; Fas30 133,91 + 17,28 s) signifikant langere Laufzeiten in der Fas30-Gruppe.
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Abbildung 29 Rotarod-Verhaltensanalyse der Mannchen in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden méannliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht
(Fas30) und Fasudil 100 mg/kg Kérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots der erreichten
Zeiten auf der rotarod-Testapparatur. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an den einzelnen Testtagen sind bei
p < 0,05 mit *, bei p < 0,01 mit ** und bei p < 0,001 mit *** angegeben.
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3.3.3 Uberlebensanalyse

Das mittlere Uberleben der weiblichen Kohorte betragt in der H,O-Gruppe 139,1 + 2,7 Tage,
in der Fas30-Gruppe 135,9 + 1,8 Tage und in der Fas100-Gruppe 136,7 + 1,7 Tage. In der
mannlichen Kohorte ergeben sich mittlere Uberlebenszeiten von 131,7 + 2,8 Tagen in der
H,O-Gruppe, 131,9 + 1,8 Tage in der Fas30-Gruppe und 131,9 + 2,1 Tage in der Fas100-
Gruppe. Nach statistischer Analyse mit log-Rank-Test ergeben sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den drei weiblichen und auch den drei mannlichen Behandlungsgruppen

(siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30 Uberlebensanalyse in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht (Fas30) und
Fasudil 100 mg/kg Kérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Kaplan-Meier-Darstellung des Uberlebens der weiblichen
Kohorte (A) und der mannlichen Kohorte (B). n.s. nicht signifikant
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3.3.4 Krankheitsverlauf

3.3.4.1 Krankheitsverlauf der Weibchen

Die Mittelwerte des Krankheitsbeginns / Score 3 (H,0-Gruppe 93,50 * 1,53 Tage; Fas30-
Gruppe 94,29 + 1,42 Tage; Fas100-Gruppe 95,07 + 1,95 Tage), des Score 2 (H,O-Gruppe
125,00 + 2,05 Tage; Fas30-Gruppe 123,29 + 1,70 Tage; Fas100-Gruppe 124,60 + 1,42 Tage),
des Score 1 (H,0O-Gruppe 134,79 + 2,71 Tage; Fas30-Gruppe 130,50 + 1,89 Tage; Fas100-
Gruppe 132,06 £ 1,83 Tage) und des Score 0 (H,0O-Gruppe 139,07 + 2,66 Tage; Fas30-Gruppe
135,86 + 1,78 Tage; Fas100-Gruppe 136,67 + 1,73 Tage) zeigen keine groBen Unterschiede
und sind auch nach statistischer Prifung nicht signifikant verschieden (siehe Abbildung 31).
Die Krankheitsdauer ist im Mittel in der H,O-Gruppe (45,57 + 3,12 Tage) geringfligig langer
als die der Fas30-Gruppe (41,57 + 1,89 Tage) und der Fas100-Gruppe (41,60 + 1,48 Tage). In
der statistischen Prifung mit einfaktorieller ANOVA erreicht dieser Vergleich jedoch keine

signifikanten Differenzen zwischen den Gruppen.
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Abbildung 31 Analyse des Krankheitsverlaufes der Weibchen in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden weibliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht
(Fas30) und Fasudil 100 mg/kg Koérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots fiir den
neurologischen Score (A) und die Krankheitsdauer (B). n.s. nicht signifikant
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3.3.4.2 Krankheitsverlauf der Mannchen

Die Mittelwerte des Krankheitsbeginns / Score 3 (H,O-Gruppe 86,75 * 2,05 Tage; Fas30-
Gruppe 90,27 + 2,45 Tage; Fas100-Gruppe 88,42 + 2,09 Tage), des Score 2 (H,O-Gruppe
113,33 + 3,66 Tage, Fas30-Gruppe 117,27 + 2,51 Tage, Fas100-Gruppe 117,42 + 2,73 Tage),
des Score 1 (H,0-Gruppe 123,92 + 2,81 Tage, Fas30-Gruppe 125,00 * 1,90 Tage, Fas100-
Gruppe 125,25 + 2,44 Tage) und des Score 0 (H,O-Gruppe 131,67 + 2,75 Tage, Fas30-Gruppe
131,91 + 1,84 Tage, Fas100-Gruppe 131,92 + 2,14 Tage) zeigen nach statistischer Prifung
keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 32). Die Krankheitsdauer ist im Mittel in
der H,O-Gruppe (44,92 + 3,31 Tage) etwas langer als die der Fas30-Gruppe (41,64 + 3,54
Tage) und der Fas100-Gruppe (43,50 + 2,64 Tage), nach statistischer Prifung jedoch nicht

signifikant.
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Abbildung 32 Analyse des Krankheitsverlaufes der Mannchen in der symptomatischen Studie mit Fasudil

Untersucht wurden méannliche SOD1-G93A-transgene Tiere, welche mit Wasser (H,0), Fasudil 30 mg/kg Kérpergewicht
(Fas30) und Fasudil 100 mg/kg Koérpergewicht (Fas100) behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwert-Plots flr den
neurologischen Score (A) und die Krankheitsdauer (B). n.s. nicht signifikant
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4 Diskussion

Ziel dieser Promotionsarbeit war zunachst die Analyse der zugrundeliegenden neuro-
biologischen Effekte der erfolgreichen prasymptomatischen Behandlungsstudie mit Fasudil
im SOD1-G93A-Mausmodell. Hierzu wurden die Tiere am Lebenstag 100 immunhistologisch
und elektrophysiologisch evaluiert. In weitergehenden Versuchen wurde der alternative
ROCK-Inhibitor Y-27632 in einer prasymptomatischen Studie und nachfolgend Fasudil in

einer symptomatischen Behandlungsstudie im SOD1-G93A-Mausmodell untersucht.

4.1 Querschnittstudie nach prasymptomatischer Behandlung mit dem ROCK-

Inhibitor Fasudil

Basierend auf dem bekannten zeitlichen Verlauf und dem AusmaR der histologischen
Veranderungen im SOD1-G93A-Mausmodell wurde der Untersuchungszeitpunkt in unserer
Querschnittstudie am Lebenstag 100 festgelegt (Fischer et al. 2004). Unterstitzend fir diese
Wahl des Untersuchungszeitpunktes fanden sich in eigenen Analysen in den elektro-
physiologischen Voruntersuchungen im Vergleich zum Wildtyp bereits an Lebenstag 70
Veranderungen der mNLG und der MSAP, die sich an Lebenstag 100 noch weiter reduziert
darstellten (siehe Abbildung 17). Fiir die Beurteilung der degenerativen Verdanderungen
wurden immunbhistologisch sowohl die Perikarya der Motoneurone im Riickenmark als auch
deren axonale Fortsdtze exemplarisch im Nervus ischiadicus sowie die Integritdt der
motorischen Endplatten im Musculus gastrocnemius untersucht. Ergdnzend erfolgte eine

elektro-physiologische funktionelle Testung des Nervus ischiadicus.

4.1.1 Milde neuroprotektive Effekte auf Ebene der Motoneurone im ZNS
Die Analyse der gesamten Motoneuronanzahl, die Anzahl in Abhéangigkeit der
MotoneurongroBe und deren kumulative Flache am Lebenstag 100 sollten klaren, ob eine

Fasudilbehandlung die Degeneration der Motoneurone beeinflussen kann.
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In der immunhistochemischen Analyse der Anzahl ChAT-positiver Zellen stellten sich
guantitativ im Vergleich des Wildtyps zum transgenen Tier nur etwas geringere Zellzahlen
dar. Im Gegensatz dazu wurde in vorangegangenen Studien am gleichen Mausmodell und
am gleichen Lebenstag ein Verlust der Motoneurone um bis zu 50 % beschrieben (Fischer et
al. 2004). Der in unserem Versuch gefundene Verlust der Motoneurone im Vergleich zum
Wildtyp-Tier fallt mit 21 % jedoch deutlich milder aus (siehe Abbildung 12), so dass eine
protektive Wirkung mit signifikanter Verbesserung des motoneuronalen Uberlebens
unabhangig von der Therapie nur schwer zu erzielen ist. In einer vergleichbaren pra-
symptomatischen Behandlungsstudie mit Fasudil im SOD1-G93A-Mausmodell wurde ein
Verlust an Motoneuronen im Vergleich zum Wildtyp in der 15. Lebenswoche mit circa 35 %
angegeben (Takata et al. 2013). Der Motoneuronverlust weicht hier zwar nach wie vor von
Fisher et al. (2004) ab, ist jedoch deutlicher ausgepragt als in unserer Studie. Eine mogliche
Ursache fir diese Unterschiede der Motoneuronenanzahl im Rickenmark des SOD1-G93A-
Mausmodells liegt in der histologischen Detektion der Motoneurone, welche bei Fisher et al
(2004) und Takata et al (2013) iber eine Motoneuron-unspezifische Nisslfarbung umgesetzt
wurde. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Analyse eine spezifischere Farbe-
methode mittels ChAT-Antikdrper angewandt. Dieses Enzym wird im Rickenmark vor-
wiegend in den Motoneuronen exprimiert und dient daher der Abgrenzung zu anderen
neuronalen Zellen. Darlber hinaus zeigt der Vergleich zwischen Fisher et al (2004) und
Takata et al (2013) auch, dass selbst die Evaluation der Motoneuronanzahl mit der gleichen
Farbemethode bei verschiedenen Experimenten substantiell abweichen kann. In unserem
Experiment ist zwar ein Unterschied zu Gunsten der Fasudil-behandelten Gruppe in der
Anzahl der Motoneurone im Vergleich zur Wasser-behandelten Gruppe zu erkennen, jedoch
bleibt dieser ohne Signifikanz (siehe Abbildung 12). Takata et al. (2013) konnten in einer
ebenfalls prasymptomatischen Behandlungsstudie mit Fasudil im SOD1-G93A-Mausmodell,
in der die Behandlung jedoch bereits ab der 5. Lebenswoche und nicht wie bei uns ab dem
Lebenstag 50 erfolgte, Gber die Analyse der Motoneuronenanzahl im Rickenmark aufzeigen,
dass Fasudil neuroprotektive Eigenschaften besitzt. Hierbei konnte zum Untersuchungs-
zeitpunkt von 15 Wochen mit oben genannter Farbemethode eine signifikant hdhere Anzahl
von Motoneuronen in der mit Fasudil behandelten Gruppe im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle nachgewiesen werden (Takata et al. 2013). Bowerman et al. (2012) konnten neben
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einer erfolgreichen Therapie mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 auch mit Fasudil das
Uberleben im SMA-Mausmodell signifikant verldngern. Trotz eines zuvor dargestellten
Zusammenhanges zwischen der SMA-Pathologie und der Induktion der Rho-Rock-Signal-
kaskade konnte auch hier Uber die alleinige Auszdhlung der Motoneuronanzahl keine
protektive Wirkung nachgewiesen werden (Bowerman et al. 2010; Bowerman et al. 2012).
Im Falle einer weiterfiihrenden Studie an unserem SOD1-G93A-Mausmodell kénnte eine
Analyse der Motoneurone zu einem spateren Lebenszeitpunkt moéglicherweise markantere
Unterschiede zwischen Wildtyp und transgenem Tier im Hinblick auf die Beurteilung einer
therapeutisch induzierten Protektion liefern. Des Weiteren muss bedacht werden, dass eine
immunhistologische Analyse keine Aussage Uber die physiologische Funktionalitdt der
Motoneurone geben kann. So konnte ein immunhistologisch detektiertes Motoneuron seine
normale Zellfunktion bereits verloren haben.

In einer weitergehenden Analyse unserer Studie konnte die Auswertung der Motoneuron-
anzahl in Abhadngigkeit von der GréRe und der kumulativen Flache der Motoneurone
zwischen Wildtyp-Tieren und SOD1-G93A-transgenen Tieren zeigen, dass vor allem zuerst
die groBen Motoneurone vom Krankheitsmechanismus betroffen sind (siehe Abbildung 12).
Dies wurde so auch von anderen Autoren beschrieben (Kong und Xu 1998). Motoneurone
sind im Allgemeinen ausgesprochen vulnerable Neurone, was zum einen an der Grof3e ihres
Zellkérpers und zum anderen an den mit Abstand langsten Zellfortsatzen im Organismus und
damit einer hohen Stoffwechselleistung liegen mag (Shaw und Eggett 2000). Der
groRenabhadngig betonte Verlust der Motoneurone in ALS-Modellen ist mehrfach belegt, die
Ursache jedoch nicht endgiiltig geklart. Bekannt ist jedoch, dass die groBten Motoneurone
zur motorischen Einheit der F-Typ-Muskelfasern (fast twitch) gehéren und hierdurch eine
ausgesprochen hohe Feuerrate an Aktionspotentialen, verbunden mit einer hohen Stoff-
wechselleistung, aufweisen. Im Gegensatz dazu scheinen die S-Typ-Motoneurone (slow
twitch) kleinere Zellkérper aufzuweisen und zeigen sich auch resistenter in der Pathogenese
der ALS. Erst im Endstadium ist die motorische Einheit vom S-Typ auch betroffen (Cullheim
et al. 1987; Pun et al. 2006; Kanning et al. 2010).

Die erweiterte Analyse mit Berechnung der kumulativen Motoneuronflache stellt in unserer
Studie als Surrogatmarker einen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und den mit

Wasser behandelten transgenen Kontrolltieren dar. Ziel dieser Auswertung war es, durch die
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gleichzeitige Erfassung von Motoneuronanzahl und MotoneurongrofRe, auch einen milden
Unterschied zum Untersuchungszeitpunkt von 100 Lebenstage aufdecken zu kénnen. Hierbei
zeigt sich, dass die kumulative Motoneuronflache in der Fasudil-behandelten Gruppe groRer
als die der Wasser-behandelten Gruppe ist und zudem nicht signifikant kleiner als die der
Wildtyp-Gruppe (siehe Abbildung 12). Daraus lasst sich eine neuroprotektive Funktion von
Fasudil postulieren, die sich bereits auch in einem in vitro Toxizitatsmodell von Motoneuron-
zellkulturen gezeigt hatte (Tonges et al. 2014). Diese neuroprotektiven Eigenschaften von
Fasudil wurden zuvor ebenfalls in einem anderen neurodegenerativen Modell gezeigt. Die
Behandlung mit Fasudil konnte in einem in vitro 1-Methyl-4-Phenylpyridin-Zellkulturmodell
und in einem subchronischen in vivo MPTP-Mausmodell der neurodegenerativen Parkinson-
Erkrankung den Untergang der dopaminergen Neurone und deren neuronalen Fortsatze
abmildern. Als eine mogliche Ursache der Protektion fand man eine Aktivierung des Akt-
Zellsignalweges nach Fasudilbehandlung (Tonges et al. 2012). Auch Takata et al. (2013)
fliihrten ihre neuroprotektiven Effekte im SOD1-G93A-Mausmodell auf eine vermehrte
Aktivierung von Akt zurlick (Takata et al. 2013). Dies kann, wie in Kapitel 1.3.3.1 dargestellt,
das neuronale Zelliiberleben positiv beeinflussen.

Zusammenfassend wird auch im vorliegenden Experiment die Degeneration der hier
betroffenen Motoneurone durch die Behandlung mit Fasudil abgemildert. Um einen noch
deutlicheren protektiven Effekt belegen zu kénnen, sollte eine erneute Querschnittanalyse

moglichst zu einem spateren Zeitpunkt durchgefiihrt werden.

4.1.2 Kein Einfluss auf degenerative Veranderungen im PNS

Nach der Dying-back- bzw der distal axonopathy-Theorie ist die Degeneration und
Dysfunktion der motorischen Endplatten das erste in Erscheinung tretende pathologische
Ereignis in der Pathogenese der ALS (Dadon-Nachum et al. 2011). Moglicherweise ist die
Degeneration der motorischen Endplatten und der Axone sogar teilweise unabhangig von
der Degeneration der Motoneurone zu sehen (Gould et al. 2006; Fischer und Glass 2007).
Eine separate Analyse des peripheren Nervensystems ist daher in einer Behandlungsstudie
im SOD1-G93A-Mausmodell zusatzlich erforderlich.

Schon mit 47 Tagen sind nach Analysen von Fischer et al (2004) circa 30 % der Endplatten

denerviert, an 100 Tagen ist dies sogar fir Gber 60 % der Fall (Fischer et al. 2004). In den
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eigenen Untersuchungen fanden sich ebenfalls in den transgenen Tieren an Lebenstag 100
circa 50 % der Endplatten vollstandig denerviert (siehe Abbildung 14). Das Effektororgan,
welches durch die funktionell und strukturell geschadigte Motoneuron-Axon-Endplatten-
Einheit gesteuert und stimuliert wird, ist der Skelettmuskel. Hier fand sich zu diesem
Untersuchungszeitpunkt eine Atrophie des Musculus gastrocnemius im SOD1-G93A-Maus-
modell (siehe Abbildung 13). Dieser fallt jedoch mit 12 % bei einem Verlust von 50 % der
innervierten Endplatten noch recht moderat aus. Auch zeigen die Tiere zum Zeitpunkt von
100 Lebenstagen nur leichte motorische Leistungseinbuflen und gering ausgepragte klinische
Zeichen. Dieses Paradoxon konnte durch regenerative Prozesse wie das Sprouting terminaler
motorischer Axone zu noch intakten motorischen Endplatten begriindet sein (Gurney et al.
1994; Frey et al. 2000).

Im Bereich der axonalen Strukturen des Nervus ischiadicus zeigte sich bezliglich der
gesamten Axonanzahl an Lebenstag 100 ein Verlust um circa 15 % im Vergleich zur Wildtyp-
Kontrolle (siehe Abbildung 16). Dieser auch eher milde Verlust axonaler Strukturen lasst sich
darin begriinden, dass zunachst nur die groBen motorischen Axone des Nervs betroffen sind
und dass auch die sensiblen Axone und Axone vegetativer Bahnen, welche im ALS-Modell
nicht relevant degenerieren, mitgezahlt werden. Zudem berichteten auch Fisher et al (2004)
und Kong und Xu (1998) Uber eine vor allem zunachst die groBten Axone betreffende
Degeneration im ALS-Mausmodell (Kong und Xu 1998; Fischer et al. 2004). Analog zur GrofR3e
der Motoneuronzellkérper ist bekannt, dass diese groflen myelinisierten Axone fiir die
Innervation von F-Typ-Muskelfasern, mit schneller Kontraktionsfahigkeit und rascher Ermud-
barkeit zustdandig sind (Cullheim et al. 1987; Kanning et al. 2010). Gerade diese sind
wahrscheinlich aufgrund der hohen Aktionspotentialfeuerrate und der damit verbundenen
hohen axonalen Transportleistung mit grofler Stoffwechselleistung als vulnerable axonale
Strukturen im SOD1-G93A-Mausmodell beschrieben (Pun et al. 2006). In einer detaillierten
Analyse der Axone mit ausgepragten Degenerationszeichen, wie akkumuliertem Neuro-
filament im Axoplasma, lasst sich zudem ein um circa 8 % hoherer Anteil degenerierter
Axone in den transgenen Tieren auszahlen. Auch die Querschnittfliche des Nervs ist im
Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle signifikant reduziert. Die elektrophysiologischen Messungen
am Nervus ischiadicus verdeutlichen ebenfalls anhand der Reduktion der mNLG und der

Verminderung der MSAP die sich histologisch manifestierenden degenerativen Ver-
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anderungen mit Verlust der Axonanzahl und Denervation der motorischen Endplatten
zwischen Wildtyp und SOD1-G93A-transgenen Tieren (siehe Abbildung 18).

Im Vergleich der transgenen Tiere mit Behandlung durch Fasudil 30 mg/kg Korpergewicht
und Wasser konnte keine Verringerung der degenerativen Prozesse der distalen axonalen
Strukturen oder der Integritdit der motorischen Endplatten gegeniliber der Wasser-
behandelten transgenen Gruppe beobachtet werden (siehe Abbildung 14 und Abbildung 16).
Auch Bowerman et al. (2012) konnten im SMA-Mausmodell mit Fasudil keinen signifikant
héheren Anteil an vollstandig innervierten Endplatten nachweisen (Bowerman et al. 2012).
Dies ist ein Uberraschender Effekt, da gerade von pathophysiologischer Seite eine axonale
Stabilisierung durch ROCK-Inhibition erwartet werden konnte (siehe Kapitel 1.3.3.1). Die hier
durchgefiihrte Analyse des Innervationsprofils der motorischen Endplatten bericksichtigt
aufgrund der Methodik keine Kriterien zur Unterscheidung einer Denervation oder Re-
innervation motorischer Endplatten. Schaefer et al. (2005) konnten jedoch zeigen, dass im
SOD1-G93A-Mausmodell Denervations- und Reinnervationsprozesse parallel und in groRem
Malie stattfinden (Schaefer et al. 2005). Die Reinnervation der motorischen Endplatten gilt
daher als wichtiger Kompensationsmechanismus in der Pathogenese, weshalb trotz frih-
zeitig nachweisbarer Degenerationsprozesse das klinische Erkrankungsbild erst spater in
Erscheinung tritt. Da in der vorliegenden Analyse keine regenerativen Prozesse wie das
Sprouting terminaler Axone untersucht werden konnten, wurden im Anschluss weiter-
fiihrende Untersuchungen der motorischen Endplatten mit Hilfe spezieller immunhisto-
chemischer Farbungen zur Darstellung von Reinnervationsprozessen durchgefiihrt. Diese
ergab einen signifikant hoheren Anteil an GAP43-immunopositiven und vollstandig
reinnervierten motorischen Endplatten in der Fasudil-behandelten Gruppe im Vergleich zur
Wasser-behandelten Gruppe (Ténges et al. 2014). Uberraschenderweise sind trotz dieses
Effektes keine Verbesserungen in den elektrophysiologischen Messungen wahrzunehmen
(siehe Abbildung 18). Mdglicherweise ist die Funktionalitdt der reinnervierten Endplatten
eingeschrankt, beziehungsweise gegeniber einer intakten Endplatte verzogert, so dass sich
keine Auswirkung auf die Hohe des MSAP darstellen lasst. Das durch Fasudil in dieser
Analyse gezeigte Potential zur Steigerung von Reinnervationsprozessen an der motorischen
Endplatte konnte eine Erklarung fiir die bessere motorische Leistungsfahigkeit in der

prasymptomatischen Studie mit Fasudil sein.
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4.1.3 Modulation von Gliazellen

Die im SOD1-G93A-Mausmodell klinisch nachgewiesene Lebenszeitverlangerung mit Fasudil
kann aufgrund des eher milden neuro- und axonoprotektiven Effektes nicht vollstandig
erklart werden. Die Rolle der nicht-neuronalen Gliazellen als ein maRgeblicher Faktor in der
Entstehung und Progression der SOD1-G93A-bedingten ALS ist hinreichend bekannt (Boillée
et al. 2006; Yamanaka et al. 2008a; Yamanaka et al. 2008b). Daher wurde in den Gewebe-
proben dieser Querschnittanalyse im Anschluss an die in dieser Arbeit dargestellten histo-
logischen Analysen auch eine Modulation der Gliazellen untersucht. Einen modulatorischen
Effekt von ROCK-Inhibitoren auf gliale Zellen belegen bereits zahlreiche Publikationen. So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Fasudil die Expression von EAAT2-Rezeptoren
auf kultivierten Astrozyten erhohen kann (Lau et al. 2011). Wie bereits in Kapitel 1.1.6
erwahnt, wird ein Verlust an EAAT2-Rezeptoren mit konsekutiver Glutamatexzitotoxizitat in
der Pathogenese der ALS diskutiert. Besonders der Einfluss der Mikroglia in der Pathogenese
der ALS ist ein relevantes Thema, da der ROCK-Signalweg auch in Mikrogliazellen ein
wesentlicher Regulator der Zellmotilitat und damit ihrer Aktivitat ist. Eine erst kirzlich
erschienene Veroffentlichung konnte in einem MPTP-Modell der Parkinsonerkrankung
zeigen, dass durch MPTP eine phagozytierende Aktivierung von Mikroglia induziert wird und
dies mit einer Steigerung der ROCK-Aktivitat assoziiert ist. Durch Behandlung mit Fasudil
konnte die Phagozytose von degenerierenden dopaminergen Neuronen unterdriickt werden
(Barcia et al. 2012).

In der an die hier vorliegenden histologischen Untersuchungen in der Querschnittstudie
angeschlossene Analyse der Gliazellen zeigte sich eine erhdhte Mikroglia-Zellzahl. Bei
Betrachtung der Morphologie fand sich eine fir aktivierte Mikroglia typische Form in der
Fasudil-behandelten Gruppe. Um die Auswirkung von Fasudil auf den funktionellen
Phenotyp der Mikroglia zu untersuchen, wurden in vitro Experimente durchgefiihrt, bei
denen sich zeigte, dass Fasudil die Sekretion der fir M1-Mikroglia typischen Zytokine
reduziert (Tonges et al. 2014). Es ist bekannt, dass aktivierte Mikroglia ein Spektrum
verschiedener Funktionalitdten entwickeln kann. Vereinfacht kann gesagt werden, dass die
zytotoxische Variante (sog. M1-Mikroglia) Sauerstoffradikale und proinflamatorische
Zytokine freisetzt und die protektive Form (sog. M2-Mikroglia) Zellreste entfernt und

neuroprotektive Faktoren sezerniert. Insbesondere bei der Pathogenese der ALS wird
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postuliert, dass die zu Beginn der Erkrankung protektive Form mit zunehmenden Verlauf zur
zytotoxischen Form transformiert (Henkel et al. 2009; Bowerman et al. 2013). Die Ergebnisse
unterstiitzen damit die Hypothese, dass Fasudil moglicherweise die Transformation der
protektiven M2-Typ-Mikroglia zu einer zytotoxischen M1-Typ-Mirkoglia in weiter fort-
geschrittenen Krankheitsstadien der ALS verzogern kann, damit die Krankheitsprogression
verlangsamt und so den Uberlebensvorteil in der prasymptomatischen Studie mit Fasudil

zum Teil mit erkldren konnte.

4.2 Praisymptomatische Behandlungsstudie mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632

Ziel dieser prasymptomatischen Behandlungsstudie war es, die im SOD1-G93A-Mausmodell
erreichten Effekte in der prasymptomatischen Studie mit Fasudil, durch einen alternativen
und selektiveren ROCK-Inhibitor zu untermauern. Hierflir wurde eine orale Behandlung mit

30 mg/kg Korpergewicht Y-27632 mit Beginn des 50. Lebenstages durchgefiihrt.

4.2.1 Vertraglichkeit von Y-27632

Die Analysen aller weiblichen und mannlichen Tiere im prasymptomatischen Behandlungs-
versuch mit Y-27632 zeigen in der Gewichtsentwicklung keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe. In der Auswertung der letzten zehn Messzeitpunkte der Weibchen fallt das
Gewicht zwar wie in der Kontrollgruppe erwartungsgemal kontinuierlich ab, jedoch sind die
Messungen der Y-27632-Behandlungsgruppe signifikant hoher und deuten damit auf eine
bessere korperliche Konstitution zum Krankheitsende hin. Im Vergleich der méannlichen
Kohorte ergeben sich keine Unterschiede im Verlauf der letzten 10 Messzeitpunkte.
Insgesamt scheint damit die orale Behandlung mit Y-27632 keinen relevanten Einfluss auf die

allgemeine Konstitution der Tiere zu haben.

4.2.2 Prasymptomatische Behandlung mit Y-27632 verldngert den Erhalt der Motor-
koordination
In der prasymptomatischen Behandlung mit Y-27632 in einer Dosierung von 30 mg/kg

Koérpergewicht ergaben sich keine lebensverlangernden oder die klinischen Erkrankungs-
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stadien beeinflussenden Effekte (siehe Abbildung 23, Abbildung 24 und Abbildung 25).
Bezliglich der motorischen Funktion konnten in der rotarod-Testung der mannlichen Kohorte
signifikant langere Laufzeiten und damit ein besserer Leistungserhalt im friihen Erkrankungs-
verlauf erreicht werden (siehe Abbildung 22). In der weiblichen Kohorte zeigte sich ein
starker Trend, der jedoch keine Signifikanz erreichte (siehe Abbildung 21). Die Untersuchung
der Ausdauer im hanging wire-Test ergab sowohl fir die Weibchen als auch fur die
Mannchen keinen signifikanten Gewinn durch die Behandlung mit Y-27632. Ein Einfluss auf
das Krankheitsgeschehen im SOD1-G93A-Mausmodell durch Y-27632 mit einer Dosierung
von 30 mg/kg Korpergewicht ist demnach nur fiir einen bestimmten Krankheitszeitraum
gegeben und es resultiert aus diesem Experiment allein der milde Vorteil im Erhalt von
Motorkoordinations- und Balancefdhigkeiten.

Bisher konnte Y-27632 zusatzlich ebenfalls erfolgreich in zwei weiteren Tierstudien neuro-
degenerativer Erkrankungen getestet werden. In einem Chorea-Huntington-Tiermodell
zeigte die Behandlung mit Y-27632 verbesserte Leistungen im rotarod-Verhaltenstest, aber
keine Verldngerung des Uberlebens (Li et al. 2009). In einem SMA-Tiermodell konnte die
orale Behandlung einen deutlichen Uberlebensvorteil erwirken (Bowerman et al. 2010). Im
Vergleich zu den beiden genannten Studien mit Y-27632 im Huntington- und SMA-
Tiermodell sind methodische Abweichungen zu unserem Experiment in der Applikations-
und Dosierungsform zu erkennen. In der Studie von Li et al. (2009) wurde mit einer deutlich
hoheren Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht pro Tag uber das Trinkwasser behandelt. Der
Behandlungsbeginn lag bei einem Alter von 4 Wochen und endete mit der maximalen
Uberlebenszeit im Schnitt bei 126 Tagen. Bowerman et al. (2010) arbeiteten mit einer zu uns
identischen Dosis von 30 mg/kg Korpergewicht pro Tag von Lebenstag 3 bis 21, jedoch
wurde hierbei die Substanz mit einer Ernahrungssonde direkt in den Magen der Tiere einmal
taglich verabreicht. Diese Applikationsform ist in Bezug auf die genaue Dosierung
moglicherweise die genauere Variante. Andererseits wirden durch eine wiederholte
Sondeneinfihrung, vor allem fir ein ldnger andauerndes Experiment wie das vorliegende,
deutlich mehr Stress auf die Tiere ausgelibt, moglicherweise auch Verletzungen durch
Abwehrbewegungen hervorgerufen und dadurch andere Versuchsfehlerquellen geschaffen.
Die in dem vorliegenden Versuch angewandte Methode der Applikation Uber das

Trinkwasser ermoglicht eine stressfreie Aufnahme der Substanz ohne Eingriffe in die
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korperliche Unversehrtheit der Tiere. Jedoch kann die Trinkmenge jedes einzelnen Tieres
und damit die genaue Dosis der Medikation nur mittelbar kontrolliert werden. Die
Ergebnisse von Bowerman et al. (2010) im SMA-Mausmodell kénnen auch deshalb nicht
direkt auf das hier vorliegende Experiment Ubertragen werden, weil die Behandlung bereits
kurz nach Geburt der Tiere begonnen wurde. Eine Modulation der Pathogenese noch
wahrend der Entwicklung des Tieres ist vermutlich besser beeinflussbar als bei einem bereits
50 Tage alten Tier mit voranschreitendem Krankheitsgeschehen. Hinsichtlich des Beginns der
Behandlung und der Behandlungsdauer ist sicherlich ein Vergleich mit dem Experiment von
Li et al. (2009) besser geeignet. Li et al. (2009) interpretierten ihre isolierten Effekte auf die
rotarod-Performance als eine begrenzte Wirkung von Y-27632 durch eine unzureichende
Substanzkonzentration und einer kurzen Halbwertszeit im ZNS. Deren Untersuchungen
zeigen zwar, dass bereits bei einer intraperitonealen Injektion von 10 mg/kg Kérpergewicht
die Substanz Y-27632 die Blut-Hirnschranke Uberwindet. Die erreichte ZNS-Konzentration
jedoch lag deutlich unter der, die in Zellkulturen zu einer Reduktion von Huntingtin-
Aggregation gefiihrt hatte.

Vergleicht man die Ergebnisse der prasymptomatischen Studie mit Fasudil und der mit
Y-27632, ist der Effekt in der Fasudilstudie deutlich gréRer. Hier konnte sowohl eine
signifikante Lebensverlangerung als auch eine Verbesserung des Erhalts der motorischen
Leistungsfahigkeit erreicht werden (siehe Abbildung 4). Betrachtet man den Uberlebens-
vorteil in den beiden Studien von Bowerman et al., in denen auch fir beide Studien die
gleiche Konzentration flr Fasudil und Y-27632 getestet wurde, dann kann geschlussfolgert
werden, dass auch hier die Fasudilbehandlung mit langeren Uberlebenszeiten der Tiere
hervorsticht (Bowerman et al. 2010; Bowerman et al. 2012). Gegensatzlich dazu scheint in
einer Metaanalyse von ROCK-Inhibition im Tiermodell der Rickenmarksldasion die Be-
handlung mit Y-27632 tendenziell effektiver zu sein als durch Fasudil (Watzlawick et al.
2013). Molekularbiologisch konnte dies durch eine héhere Selektivitdt von Y-27632 im Bezug
auf ROCK Il im Vergleich zu Fasudil erklart werden (Uehata et al. 1997). Takata et al. (2013)
postulieren, dass der mogliche biochemische Signalweg zur Abmilderung des Zelluntergangs
der Motoneurone durch ROCK-Inhibition Uber die Erhohung der Akt-Konzentration
verbunden sein kdnnte (Takata et al. 2013). Auch in einem Tiermodell der Parkinson’schen

Erkrankung konnte unsere Arbeitsgruppe eine Erhéhung von Phospho-Akt als Mechanismus
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neuroprotektiver Effekte identifizieren. Hierbei konnte in vitro gezeigt werden, dass beide,
Fasudil und Y-27632, die Konzentration von Phospho-Akt steigern konnen, dies aber durch
Fasudil effektiver gelang (Tonges et al. 2012). Dariber hinaus konnten Takata et al. (2013) in
vitro eine Protektion von Motoneuronen durch Behandlung mit beiden Substanzen zeigen.
Dabei scheint Fasudil auch hier etwas effektiver zu sein (im Vergleich Grafik 1 und Grafik S3)
(Takata et al. 2013).

Moglicherweise kénnten im SOD1-G93A-Mausmodell durch relativ hdhere orale Dosierung
von Y-27632 und damit hohere Wirkspiegel im ZNS starkere klinische Effekte erzielt werden.
Unter Zusammenschau der Daten fiir Y-27632 ist aber auch bereits bei unserer Behandlungs-
konzentration von 30 mg/kg ein signifikanter Benefit in der motorischen Leistungsfahigkeit
zu erkennen, welcher die Behandlungsstrategie mit ROCK-Inhibitoren in der ALS weiter

untermauert.

4.3 Symptomatische Behandlungsstudie mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil

In der ersten Therapiestudie mit ROCK-Inhibitoren im SOD1-G93A-Mausmodell unserer
Arbeitsgruppe entschieden wir uns flir einen prasymptomatischen Behandlungsbeginn an
Lebenstag 50 mit Fasudil und konnten hier einen lebensverlangernden Effekt in einer proof-
of-principle Studie darstellen. In der klinischen Realitat begeben sich ALS-Patienten jedoch
meist erst in Behandlung, sobald erste klinische Symptome vorliegen. Zu diesem Zeitpunkt
sind degenerative Verdanderungen bereits deutlich ausgepragt und erschweren so den Erfolg
jeglicher therapeutischer MaBnahmen. Da dies jedoch die klinische Realitat abbildet, ent-
schieden wir uns zur Durchflihrung einer symptomatischen Therapiestudie mit Fasudil ab
dem 80. Lebenstag. Hier kam es im Durchschnitt zur Erstmanifestation klinischer Symptome

in unserem SOD1-G93A-Mausmodell.

4.3.1 Vertraglichkeit von Fasudil
In der Zusammenschau der Gewichtsentwicklung ist keine negative Beeinflussung des
Allgemeinzustandes durch die orale Behandlung mit Fasudil zu beobachten. Wie bereits in

den Vorversuchen und in anderen tierexperimentellen und humanen Studien scheint sich die
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gute Vertraglichkeit von Fasudil auch in diesem Experiment zu bestatigen (Vicari et al. 2005;

Zhao et al. 2011).

4.3.2 Symptomatische Fasudilbehandlung verldngert den Erhalt der Motorkoordination in
der mannlichen Behandlungskohorte

Lebensverlangernde Effekte oder eine positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs konnten
durch die symptomatische Fasudilbehandlung ab Lebenstag 80 nicht erreicht werden (siehe
Abbildung 30, Abbildung 31 und Abbildung 32). Allerdings wurden erneut funktionell
vorteilhafte Befunde erzielt. Uberraschend deutlich zeigte sich ein verlidngerter Erhalt der
motorischen Fahigkeiten auf der rotarod-Testapparatur fir beide Dosierungen in der
mannlichen Behandlungsgruppe. Die weiblichen Tiere hingegen konnten in diesem Ex-
periment keine Verbesserungen der motorischen Leistungsfahigkeiten durch die Fasudil-
behandlung erfahren.

Grinde fur die nur milden positiven therapeutischen Effekte von Fasudil zum symp-
tomatischen Behandlungsbeginn kénnten wiederum in einer suboptimalen Dosierung liegen.
Die Behandlung (ber das Trinkwasser stellt zwar im Vergleich zur Magensondierung und
intraperitonealen Injektion eine schonende Form der Applikation dar, andererseits ist sie
aber auch schlechter zu kontrollieren. Zudem weils man bereits aus Experimenten in
kultivierten Mittelhirnneuronen, dass Fasudil ein sehr enges therapeutisches Fenster besitzt.
Widhrend zu niedrige Konzentrationen sich ohne signifikante Effekte auf die Zellzahl der
Neurone auswirkten, flihrten zu hohe Konzentrationen zu einem signifikanten Zellverlust
gegeniber der Kontrollbehandlung (Ténges et al. 2012). Die Problematik einer optimalen
Dosis fur neuroprotektive Medikamente beschriankt sich nicht nur auf die tier-
experimentellen Versuche, sondern ist auch bei der Testung von Substanzen, die bereits fir
humane klinische Studien zur Behandlung der ALS zugelassen sind, bestens bekannt (Gordon
und Meininger 2011).

Darilber hinaus ist wie in der humanen ALS zu Behandlungsbeginn die Pathogenese bereits
weit voran geschritten und dementsprechend schlechter modifizierbar, sodass eher ein
geringer Behandlungserfolg zu erwarten war. Um grundsétzlich auch kleine Wirksubstanz-
erfolge quantifizieren zu kdnnen, wird die Behandlung in praklinischen Studien im SOD1-

G93A-Mausmodell daher zumeist im Zeitraum von 30 bis 60 Lebenstagen gestartet, lange
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bevor sich klinische Symptome manifestieren (Turner und Talbot 2008). Die hier in der
symptomatischen Studie begonnene Therapie ab dem 80. Lebenstag verkirzt damit die
Dauer der Wirkungsentfaltung im SOD1-G93A-Mausmodell im Vergleich zur prasymp-
tomatischen Studie erheblich. Um die Wirkung der Fasudilbehandlung vor allem in klinisch
fortgeschrittenen Krankheitsstadien zu maximieren, sollten Studien zur Erprobung von
Kombinationsbehandlungen mit anderen bereits erfolgreich getesteten neuroprotektiven
Substanzen, welche (iber andere Kaskaden ihre Wirkung entfalten, durchgefiihrt werden. Da
der Wirkstoff Riluzol bereits flir den humanen klinischen Gebrauch bei der ALS zugelassen
ist, ware dies die Substanz mit der hdchsten Prioritdt in einer Kombinationsbehandlung.
Praklinische Kombinationsbehandlungen im SOD1-G93A-Mausmodell mit Riluzol und Phenyl-
butyrat oder Rasagiline sind Beispiele fiir einen synergistischen Therapieerfolg, denn die
Kombination konnte deutlich bessere Ergebnisse im Vergleich zur Einzelbehandlung erzielen
(Waibel et al. 2004; Del Signore et al. 2009). Des Weiteren konnten auch Kombinations-
behandlungen mit neuen Substanzen, die eine verstarkende Wirkung auf den durch Fasudil-
Behandlung aktivierten Akt-Signalweg zeigen, erprobt werden. So wadren beispielsweise
Antagonisten des Death-Receptor-6 und Agonisten von DJ-1, einem Onkogen, mogliche
Kombinationspartner fiir eine Verstarkung des Akt-Signalweges zur Protektion von Moto-
neuronen im SOD1-G93A-Mausmodell (Miyazaki et al. 2008; Bova und Kinney 2013; Huang
et al. 2013). Ein weiterer attraktiver Kombinationspartner ware die Substanz SA4506, ein
Sigma-1-Rezeptor Agonist, welcher das Uberleben im SOD1-G93A-Mausmodel verldngern
konnte und dessen neuroprotektive Wirkung sich auch (ber die Akt-Aktivierung begriinden
lieR (Ono et al. 2013).

Der therapeutische Erfolg in der prasymptomatischen Studie mit Fasudil in unseren
Experimenten ist bisher nur fiir die weiblichen SOD1-G93A-transgenen Tiere analysiert
worden. Ob auch die méannlichen Tiere des SOD1-G93A-Mausmodells von der Therapie
profitieren, muss noch untersucht werden. Uberraschenderweise begrenzen sich die Effekte
in der motorischen Testung der symptomatischen Studie mit Fasudil allerdings auf die der
mannlichen Kohorte. Auch Cervetto et al. (2013) berichten (iber geschlechtsspezifische
Therapieerfolge im SOD1-G93A-Mausmodell und postulieren ein geschlechtsspezifisches
Ansprechen auf Therapeutika in diesem Erkrankungsmodell. Hier erreichte die mannliche

Behandlungsgruppe bessere Ergebnisse nach Behandlung mit einem Antagonisten des
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neurotoxischen P2X7-Receptors (Cervetto et al. 2013). Gegensatzlich dazu erreichten Bame
et al. (2012) in ihrem Experiment mit Methionin im SOD1-G93A-Mausmodell gréRere Erfolge
in der weiblichen Behandlungsgruppe. Ovariektomie oder Kastration eliminierten diese
Effekte, sodass eine sexualhormonabhadngige Komponente belegt werden konnte (Bame et
al. 2012). Auch die Krankheitsprogression selbst ist im SOD1-G93A-Mausmodell deutlich
verschieden und zu Ungunsten der mannlichen Tiere verschoben. Dies kénnte auch eine
Abhédngigkeit des Therapieerfolges vom Zeitpunkt der Krankheitsprogression vermuten
lassen und damit auch einen geschlechtsspezifischen funktionellen Gewinn in der
symptomatischen Studie mit Fasudil. Epidemiologische Studien der humanen ALS deuten
darauf hin, dass die Sexualhormone der Frau einen neuroprotektiven Effekt in der
Pathogenese der ALS aufweisen (Chid et al. 1991; Jong et al. 2013). Studien am SOD1-G93A-
Mausmodell zeigen, dass der Krankheitsverlauf weiblicher Tiere nach Ovariektomie deutlich
beschleunigt wird und nach Gabe von Ostrogenen wieder verlangsamt werden kann
(Groeneveld et al. 2004). Geschlechtsspezifische Unterschiede sind kein isoliertes Phanomen
der ALS, sondern werden beispielsweise auch beim Morbus Parkinson berichtet.
Experimente nach Ovariektomie im MPTP-Tiermodell der Parkinsonerkrankung konnten
zeigen, dass ohne Ostrogenbehandlung der Zellverlust dopaminerger Neurone stark
zunimmt und mit Ostrogenbehandlung wieder abgemildert werden kann. Interessanterweise
ist die ROCK-Aktivitat durch Ovariektomie allein im Wildtyp signifikant gesteigert und mit
MPTP noch einmal deutlich héher. Ostrogengabe vermag diese wieder stark zu senken. Die
Behandlung mit einem ROCK-Inhibitor steigert die Zahl der dopaminergen Neurone und die
rotarod-Performance nach Ovariektomie im MPTP-Modell signifikant (Rodriguez-Perez et al.
2013). Moglicherweise ist im SOD1-G93A-Mausmodell zum Zeitpunkt des symptomatischen
Krankheitsstadiums hormonell bedingt die ROCK-Aktivitdt im mannlichen Tier héher als im
weiblichen Tier, sodass der Effekt durch ROCK-Inhibition zu diesem Zeitpunkt im mannlichen
Tier starkere Wirkung zeigt. Moglicherweise kommt aufgrund der physiologisch vor-
handenen kompensatorischen Reduktion der ROCK-Aktivitit durch Ostrogene daher ein
protektiver Effekt durch die Anwendung eines ROCK-Inhibitors bei den Weibchen erst durch
eine langere Behandlungsdauer, wie in der prasymptomatischen Studie gezeigt, zum Tragen.
AnschlieBende Experimente zur Untersuchung von alters- und geschlechtsspezifischer Hohe

der ROCK-Aktivitat im SOD1-G93A-Mausmodell sollten angeschlossen werden.
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Insgesamt betrachtet sind die Erfolge zwar moderat und Uber beide Geschlechterkohorten
inkonsistent. Die hierbei gewonnen Ergebnisse anhand der mannlichen Tiere zeigen aber,
dass auch ein spater Behandlungsbeginn mit Fasudil in einer optimalen Dosierung ein
Gewinn fir das erkrankte Lebewesen darstellen kann. Eine Modifizierung des Experiments
mit Anpassung der Dosierung und der Applikationsform kénnte hier weitere Aufschliisse

bringen.
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5 Zusammenfassung

Trotz des enormen Zuwachses an wissenschaftlichen Erkenntnissen in der Pathogenese der
ALS hat seit der Entwicklung von Riluzol keine der praklinisch erfolgreich getesteten
Substanzen einen zufriedenstellenden Einfluss auf die humane ALS-Erkrankung erreichen
kénnen (Aggarwal und Cudkowicz 2008). Mit einer lebensverlangernden Wirkung von gerade
einmal 2 bis 3 Monaten ist Riluzol keine ausreichende therapeutische Option bei dieser
gravierenden und stets todlich verlaufenden neurodegenerativen Erkrankung. Erforschung
und Etablierung neuer Therapiestrategien auf Grundlage der pathophysiologischen Ver-
anderungen sind dringend notwendig. Eine vielversprechende Therapiestragie stellt die In-
hibition von Rho-Kinasen dar und wird in der vorliegenden Arbeit gezielt untersucht. Hierbei
handelt es sich um einen der bedeutendsten Signalwege zur Stimulation regenerativer
Prozesse und zur Steigerung von Zelliiberleben in neuronalen Geweben. In Tiermodellen der
neurodegenerativen Erkrankungen SMA, Chorea Huntington und Morbus Parkinson konnten
die ROCK-Inhibitoren Fasudil und Y-27632 bereits erfolgreich getestet werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Inhibition der Rho-Kinase-Kaskade im Mausmodell der ALS
eingehend zu untersuchen. In unserer Arbeitsgruppe konnte in vorangegangenen Ex-
perimenten in einer prasymptomatischen Studie mit oraler Fasudil-Behandlung im SOD1-
G93A-Mausmodell bereits eine Verldngerung der Uberlebenszeit und eine Verbesserung der
motorischen Leistung gezeigt werden. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
sollen Aufschluss Gber die neurobiologischen Effekte des prasymptomatischen Behandlungs-
erfolges mit Fasudil in einer Querschnittstudie geben, einen weiteren ROCK-Inhibitor
(Y-27632) auf dessen Wirksamkeit im SOD1-G93A-Mausmodell in einer prasymptomatischen
Studie testen sowie den ROCK-Inhibitor Fasudil in einer symptomatischen Studie zu einem
der humanen Erkrankung libertragbaren Behandlungsbeginn untersuchen.

Die untersuchten Gewebe aus der Querschnittstudie zeigen histopathologisch milde neuro-
protektive Effekte auf Ebene der Motoneurone, ein Einfluss auf die degenerativen Ver-
anderungen im PNS konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Die orale Behandlung mit Y-27632, einem alternativen ROCK-Inhibitor mit selektiverer
Wirksamkeit zur Isoform ROCK I, kann Verbesserungen der motorischen Leistungsfahig-
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keiten im SOD1-G93A-Mausmodell erzielen. Eine Verlingerung der Uberlebenszeit blieb im
Vergleich zur prasymptomatischen Behandlung mit Fasudil jedoch aus.

In der symptomatischen Fasudil-Behandlungsstudie kann ebenfalls eine Verbesserung der
motorischen Leistungsfihigkeit beobachtet werden. Eine Verldngerung der Uberlebenszeit,
wie es bei der prasymptomatischen Studie der Fall war, konnte nicht erzielt werden.
Zusammenfassend betrachtet, konnten in den bisherigen Therapiestudien mit ROCK-
Inhibitoren im SOD1-G93A-Mausmodell die besten Ergebnisse durch Fasudil in einer pra-
symptomatischen Studie erreicht werden. Zu einem spateren Behandlungsbeginn konnten
diese Erfolge bisher leider nicht reproduziert werden. Der ROCK-Inhibitor Y-27632 ver-
mochte trotz Verbesserung der motorischen Leistungsfahigkeiten ebenfalls keinen ver-
gleichbar erfolgreichen Einfluss auf das Krankheitsgeschehen im SOD1-G93A-Mausmodell zu
nehmen. Hypothetisch konnten sich dennoch die hier prasentierten milden Effekte im ALS-
Mausmodell durch eine vergleichsweise langere Wirkungszeit im Menschen positiv ver-
starken.

Weiterfiihrende histologische Untersuchungen in der Querschnittstudie mit Fasudil konnten
eine starke Modulation der Gliazellen und verstarkte regenerative Prozesse auf Ebene der
motorischen Endplatten belegen. In Zusammenschau mit den in-vitro-Versuchen auf
Mikroglia- und Motoneuronzellkulturen konnte durch ROCK-Inhibition mit Fasudil einerseits
eine ausgepragte Modulation der Mirkoglia und andererseits eine Neuroprotektion der
Motoneurone als neurobiologische Erklarung fir die klinischen Verbesserungen im ALS-
Mausmodell gefunden werden (Ténges et al. 2014).

Die ROCK-Inhibitions-Therapiestrategie, insbesondere Fasudil, stellt damit eine vielver-
sprechende Option im Kampf gegen die bisher unzureichend behandelbare Amyotrophe

Lateralsklerose dar.
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