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1. Einleitung 

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose, SOD1 und anle138b 

1.1.1 Definition der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) 

Die ALS ist eine Erkrankung aus der Gruppe der motorischen Systemdegenerationen 

mit rascher, kombinierter Degeneration des 1. und 2. Motoneurons, die in der sog. 

Pyramidenbahn die Willkürmotorik repräsentieren. Die Zellkörper des 1. Motoneu-

rons liegen dabei im primär motorischen Kortex. Dieser ist unmittelbar verantwortlich 

für die willkürlichen Bewegungsabläufe. Die Zellfortsätze (Axone) dieser Nervenzel-

len ziehen im sog. Traktus corticospinalis ins Hals- und Rückenmark und treten auf 

unterschiedlichen Ebenen im Vorderhorn der grauen Substanz in synaptische Ver-

bindung mit dem 2. Motoneuron. Die Axone des 2. Motoneurons verlassen das Hals- 

und Rückenmark und innervieren in der Peripherie die willkürliche Muskulatur. 

 

1.1.2 Epidemiologie 

Die Mehrzahl aller Betroffenen erkrankt zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr (Kör-

ner et al. 2011), wobei eine Häufung zwischen dem 47. und 52. Lebensjahr bei der 

hereditären familiären Form (fALS) und bei der sporadischen Form (sALS) zwischen 

dem 58. und 63. beschrieben ist (Kollewe et al. 2008). Männer sind mit einem Ver-

hältnis von 1,6:1 häufiger betroffen als Frauen (Worms 2001). Die Inzidenz wurde für 

die 1990er Jahre in den europäischen und nordamerikanischen Staaten mit Werten 

zwischen 1,5 und 2,7 pro 100.000 Einwohner pro Jahr (im Durchschnitt: 

1,89/100.000/Jahr) sowie die Prävalenz von 2,7 bis 7,4 pro 100.000 Einwohner pro 

Jahr (im Durchschnitt: 5,2/100.000/Jahr) erfasst (Worms 2001). 

 

1.1.3 Klinische Symptome der ALS 

Die Amyotrophe Lateralsklerose (motor neuron disease) wurde erstmalig im Jahr 

1869 von Jean Marie Charcot beschrieben (Maladie de Charcot, 1869). Es handelt 

sich um einen Sammelbegriff für progrediente, neurodegenerative Systemerkrankun-

gen des 1. (upper motor neuron) und 2. (lower motor neuron) Motoneurons. Klinisch 

ist diese Degeneration durch zentrale Paresen mit spastischen Muskeltonuserhö-
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hungen, gesteigerten Muskeleigenreflexen und positiven Pyramidenbahnzeichen (1. 

Motoneuron, kortikospinales System) in Begleitung von schlaffen Paresen, Mus-

kelatrophien und Faszikulationen (2. Motoneuron, Hirnnervenkerne und Vorderhorn 

des Rückenmarks) gekennzeichnet. Beteiligt sind Bulbär-, Thorax-, Abdominal-, und 

Extremitätenmuskulatur. Den globalen Muskelatrophien folgt bei den Patienten ein 

stetiger Gewichtsverlust durch den Abbau von Muskelmasse. Mit fortschreitendem 

Krankheitsverlauf werden die motorischen Einheiten zunächst reaktiv ausgeweitet. 

Dies hat zur Folge, dass mit dem Untergang dieser größeren motorischen Einheiten 

größere funktionelle Ausfälle einhergehen und die Progredienz im Verlauf zunimmt. 

Die Erkrankung beginnt meist fokal, distal, einseitig betont und schreitet generalisie-

rend voran. In 25% der Fälle wird ein bulbärer Beginn beschrieben (Mumenthaler 

und Mattle 2002). Bei 20 bis 50% der Betroffenen treten kognitive Beeinträchtigun-

gen auf, 2 bis 5% der Fälle entwickeln eine Demenz meist vom frontotemporalen Typ 

(Kollewe et al. 2008).  

Lange Zeit wurde neurologischen Ausfällen neben der frontotemporalen Demenz und 

außerhalb der Pyramidenbahn wenig Beachtung geschenkt. Jedoch bereits in den 

80er Jahren publizierte Studien beschrieben eine Störung der Okulomotorik (Leveille 

et al. 1982). Daneben können nach langer Krankheitsdauer auch extrapyramidale 

Symptome wie Rigor, Bradykinese und posturale Instabilität auftreten (Iwanaga et al. 

1997). Kürzlich veröffentlichte Studien beschreiben auch eine Schädigung aufstei-

gender sensibler Fasern bei ALS-Patienten als Korrelat einer Destruktion des sensib-

len Systems (Iglesias et al. 2015). Die teils schon vor Jahrzehnten beschriebenen 

klinischen Zeichen über die Pyramidenbahn hinausgehender Schädigung des zentra-

len Nervensystems bei ALS-Patienten fanden ein pathologisches Korrelat in der Be-

schreibung des Proteins TDP-43 (Ludolph und Brettschneider 2015). Dazu mehr im 

folgenden Absatz 1.1.4. 

Der Tod tritt bei ALS-Patienten durchschnittlich nach zwei bis drei Jahren bei der 

bulbären Verlaufsform und nach vier bis fünf Jahren beim spinalen Verlauf meist in-

folge einer respiratorischen Insuffizienz ein (Wijesekera und Leigh 2009). Jedoch gibt 

es Fälle mit zehn Jahren und längerer Überlebenszeit (Kollewe et al. 2008). 
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1.1.4 Ätiologie und Pathogenese 

Die Ätiologie der ALS bleibt bis heute weitestgehend ungeklärt. Die zum heutigen 

Stand einzige kausale Therapiemöglichkeit mit dem seit 1996 zugelassenen Gluta-

matantagonisten Riluzol (Rilutek©) basiert auf der Hypothese der Exzitotoxizität und 

dem daraus resultierenden Untergang der Neurone (Bensimon et al. 1994). Da be-

kannt ist, dass die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einen Zell-

tod verursachen kann, wurde in der Vergangenheit eine ursächliche Rolle dem oxida-

tiven Stress zugesprochen (Wijesekera und Leigh 2009). Einen ähnlichen Ansatz 

beschreibt die Hypothese des nitrativen Stresses (Sahawneh et al. 2010).  

Die Hypothese der mitochondrialen Dysfunktion stützend, wurden bei sALS-

Patienten und in transgenen Mausmodellen morphologische und biochemische Ab-

weichungen der Mitochondrien beschrieben (Wijesekera und Leigh 2009). Obwohl 

ein entzündlicher ZNS-Prozess als Ursache für eine motoneuronale Symptomatik in 

der differentialdiagnostischen Abklärung ausgeschlossen werden muss, lassen sich 

aktivierte Mikroglia und dendritische Zellen bei ALS-Patienten und in Mausmodellen 

als weiterer involvierter Mechanismus nachweisen (Wijesekera und Leigh 2009). Ob 

diese als ursächlich anzusehen oder lediglich reaktiv sind, bleibt derzeit ungeklärt.  

Es gibt Evidenz für die Beteiligungen aller oben beschriebenen Pathomechanismen, 

weshalb die Identifikation eines bestimmten therapeutischen Targets so schwierig ist. 

Bereits im Absatz 1.1.2 zur Epidemiologie wurde die Einteilung in sALS, die ca. 90%, 

und in fALS, die ca. 10% aller Betroffenen ausmachen, erwähnt.  

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden Mutationen in etlichen Genen beschrieben, die 

zu einer fALS führen, die häufigsten betreffen die SOD1, gefolgt von RNA- und DNA-

bindenden Proteinen FUS (fused in sarcoma) und TDP-43 (transactive response 

DNA-binding protein 43 kDa) (Andersen und Al-Chalabi 2011, Arai et al. 2006, Liscic 

und Breljak 2011, Neumann et al. 2006). TDP-43 wurde als wesentlicher Bestandteil 

in der Pathogenese von sowohl sALS als auch fALS beschrieben, das nach neueren 

Erkenntnissen entsprechend einer sequentiellen, Prion-ähnlichen Ausbreitung über 

mehrere neuronale Systeme zum neuronalen Zelltod und entsprechender klinischer 

Präsentation führt (Braak et al. 2013). Ebenfalls ursächlich für die ALS wurde die Ex-

pansion des Hexanucleotids GGGGCC in der nicht kodierenden Region des 

C9ORF72-Gens identifiziert (DeJesus-Hernandez et al. 2011). Eine der zuletzt be-

schriebenen genetischen Ursachen ist eine zu loss of function führende Mutation des 

TBK1-Gens (kodierend für TANK-binding kinase 1) mit daraus für das Gen folgender 
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Haploinsuffizienz (Insuffizienz eines haploiden (“halben“) Gens im Vergleich zum dip-

loiden Gen) (Freischmidt et al. 2015). Auch andere Mutationen lassen sich sowohl in 

sALS- als auch in fALS-Fällen nachweisen (beispielsweise Mutationen der Gene: 

FUS, Senataxin, Optineurin (Andersen und Al-Chalabi 2011)), was dafür spricht, 

dass Gendefekte neben hereditären Fällen auch durch de novo-Mutationen verur-

sacht sind. Bei den hereditären Fällen treten autosomal dominante, autosomal re-

zessive und X-chromosomale Erbgänge auf, und es gibt Familien mit niedriger Pe-

netranz (Andersen und Al-Chalabi 2011). Diese Tatsachen und die Hypothese, dass 

die Epigenetik und Umwelteinflüsse den Krankheitsprozess mit beeinflussen, führen 

zu einer breiten Variabilität des Phänotyps. 

Die am längsten bekannten und am besten erforschten Mutationen, die zu einer fALS 

führen, betreffen das Gen der Cu/Zn Superoxiddismutase 1 (SOD1) (Rosen et al. 

1993) und machen ca. 20% aller hereditären Fälle aus. Diese Tatsache führte zur 

nomenklatorischen Bezeichnung der SOD1-assoziierten ALS (SOD1-ALS). 

 

1.1.5 Superoxiddismutase (SOD) 

Die SOD1 und ihre Mutanten, die zur SOD1-ALS führen, spielten etliche Jahre eine 

wesentliche Rolle in der ALS-Forschung. Diese Tatsache ergibt sich aus ihrem nicht 

unwesentlichen Anteil von 12-23% aller fALS- und 2-3% der sALS-Fälle und aus dem 

über Jahre bestehenden Engpass der etablierten biologischen Modelle für die ALS, 

die sich auf Erzeugnisse aus SOD1-Mutanten beschränkten. 

Wesentliches Kennzeichen der SOD1-ALS sind die intraneuronalen Einschlüsse im 

Rückenmark von Patienten und im Mausmodell, die sich immunhistochemisch neben 

anderen Proteinen SOD1-positiv darstellen lassen (Watanabe et al. 2001). 

Physiologisch ist die CuZnSOD ein hoch konserviertes, in Homodimeren vorliegen-

des, überwiegend zytosolisches Enzym mit einer Größe von 32 kDa und einer Länge 

von 153 Aminosäuren. Darüber hinaus findet man es im Zellkern und im mitochond-

rialen Intermembranraum eukaryotischer Zellen, aber auch extrazellulär und im peri-

plasmatischen Raum von Bakterien. Als SOD1 wird die eukaryotische zytoplasmati-

sche Spezies bezeichnet. Sie ist ein wesentlicher Bestandteil der Zelle im Kampf ge-

gen oxidativen und in dem Zusammenhang auch mit nitrativen Stress (Sahawneh et 

al. 2010, Valentine und Hart 2003).  
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Sie katalysiert dabei die Redox-Reaktion der  

 

   2O2
ˉ+2H     H2O2+O2 

beim Abbau von Sauerstoffradikalen. Die Monomere binden im Bereich des aktiven 

Zentrums je ein Cu²+ Kation und ein Zn²+ Kation, die im weiten pH-Bereich von 5,0 

bis 9,5 die Redox-Reaktion zu katalysieren ermöglichen und die Enzymstruktur stabi-

lisieren. Das Rückgrat des Enzyms bilden acht Banden β-Faltblatt-Strukturen, die 

durch große und kleine Loops miteinander verbunden sind, die ihrerseits Funktionen 

im Bereich der Ionenkomplexierung und Dimerisierung tragen. Ein weiteres stabilisie-

rendes Strukturmerkmal jedes Monomers ist eine Disulfidbrücke (Abbildung 1) (Chat-

topadhyay und Valentine 2009). 

 

 

 

Abbildung 1: Strukturelle Darstellung der SOD1 

Die Abbildung A zeigt SOD-ALS assoziierte Mutationen. B zeigt die Struktur eines SOD Monomers. 

Die Farben erlauben einen Vergleich von A und B. Kupferliganden sind in Grün und Zinkliganden in 

Rot dargestellt. Das Kupferion ist als grüne, das Zinkion als graue Kugel dargestellt. Die 

intramolekulare Disulfidbrücke erscheint in Rot. Punktmutationen, Deletionen und Insertionen sind mit 

Linien markiert, wobei Mutationen, die einen C-terminalen Strangabbruch verursachen, durch eine 

Schere am Ort des Stopcodons dargestellt sind. Rot umrandet sind die in dieser Arbeit eingesetzten 

Mutanten. Die Grafik ist in veränderter Form entnommen aus der Publikation von Chattopadhyay und 

Valentine 2009. 
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1.1.6 SOD-Mutationen 

Das Gen für die SOD1 befindet sich auf dem Chromosom 21. Die bis zum heutigen 

Zeitpunkt 165 beschriebenen Mutationen sind folgendermaßen verteilt: 

● Über 80% Missense-Mutationen 

● Etwa 10% Nonsense-Mutationen 

● Etwa 5% stille Mutationen 

● Und in etwa 5% Intron-Mutationen (Kuzma-Kozakiewicz und Kwiecinski 2009) 

Dabei gibt es zwischen den Mutanten beträchtliche Unterschiede in der Ausprägung 

des pathologischen Phänotyps (Kuzma-Kozakiewicz und Kwiecinski 2009). 

Die Lokalisation und Art der Mutation können die Funktion des Enzyms unterschied-

lich beeinflussen. So wird die G93A-Mutante, bei der es sich um einen Aminosäu-

renaustausch von Glycin zu Alanin handelt, die weitab von funktionellen Domänen 

der SOD1 liegt und keinen Einfluss auf die Dismutaseaktivität hat, der Gruppe der 

Wildtype-like (WTL)-Mutanten zugeordnet (Valentine et al. 2005). Von dieser Mutati-

on betroffene Patienten zeigen nach statistischen Untersuchungen eine Überlebens-

dauer von ca. eins bis drei Jahren nach Erstmanifestation der Symptome (Valentine 

et al. 2005). Eine weitere Mutante enthält den Aminosäurenaustausch von Glycin zu 

Arginin an der Stelle 85 (G85R). Diese befindet sich in einer Metallbindungsdomäne 

und repräsentiert die Gruppe der metal-binding region (MBR) mit deutlich reduzierter 

Dismutaseaktivität. Bei dieser Mutation liegen die Überlebensdaten der Patienten im 

Durchschnitt bei sechs Jahren (Valentine et al. 2005). Eine dritte Mutante bewirkt 

durch eine Insertion von vier Basenpaaren an Stelle 127 (127X) einen frameshift und 

ein verfrühtes Stopcodon an Stelle 133 (Andersen et al. 1997). Der Verlust von 21 C-

terminalen Aminosäuren umfasst die stabilisierende Disulfideinheit und weitere inter- 

und intramolekulare Interaktionsstellen. Ferner zeigt die 127X-Mutante eine fehlende 

SOD-Aktivität (Jonsson et al. 2004). Die Quantifizierung der 127X-SOD1 unter Be-

rücksichtigung von Northern Blot-Analysen zeigte in 127X-SOD-Mäusen eine deutli-

che Reduktion der SOD1-Menge trotz vergleichbarer Syntheseraten, was für einen 

forcierten Abbau oder einen Zerfall dieser Mutante im Gewebe spricht (Jonsson et al. 

2004). Die mittlere Überlebensdauer der Patienten mit 127X-SOD1 liegt bei 2,8 Jah-

ren nach Symptombeginn (Andersen et al. 1997). Dabei gibt es auch bis ins hohe 

Lebensalter gänzlich asymptomatische Träger von 127X-SOD1 (Andersen et al. 

1997). 
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Der Einfluss der Mutationen auf die Enzymfunktion der SOD1 zeigt keine direkte Kor-

relation mit der Neuropathologie der ALS. SOD Knockout-Mäuse ohne jegliche SOD-

Aktivität entwickeln keine Motoneuronenerkrankung, ebenso transgene Mäuse mit 

überexprimierter humaner Wildtyp-SOD und somit gesteigerter Dismutaseaktivität 

(Maier und Chan 2002). Gurney et al. zeigten 1994 zudem, dass transgene Mäuse 

mit überexprimierten humanen SOD-Mutanten trotz erhöhter Dismutaseaktivität eine 

Degeneration von Motorneuronen aufweisen (Gurney et al. 1994). Diese Befunde 

führten zu der allgemein anerkannten „Gain of Function“-Hypothese der mutierten 

CuZnSOD-Gen-Produkte. Diese besagt, dass eine Mutation dem Protein oder En-

zym neue Aktivität verleiht oder seine Aktivität erhöht, was im Fall des o. g. transge-

nen Mausmodells zu Neurodegeneration führt. 

 

1.1.7 Proteinaggregation 

Ein typisches neuropathologisches Merkmal von SOD1-ALS sind intraneuronale und 

intragliale Einschlüsse im Vorderhorn des Rückenmarks post mortem untersuchter 

Patienten (Kato et al. 2000). Aber auch in transgenen Mausmodellen mit mutierter 

humaner SOD1 (Watanabe et al. 2001). Diese Einschlüsse sind zum heutigen Zeit-

punkt recht gut untersucht und lassen sich immunhistochemisch SOD1-positiv dar-

stellen (Kato et al. 2000, Kerman et al. 2010). Ebenso lassen sich diese Einschlüsse 

in transgenen Zellkulturmodellen mit SOD1-Mutanten nachweisen (Witan et al. 

2008). Witan et al. und Karch et al. definieren diese Einschlüsse als Detergenzien 

unlösliche SOD1-positive Proteinanteile des Zytosols betroffener Zellen, die sich mit-

tels Zentrifugation im Pellet anreichern und im Western Blot nachweisen lassen 

(Chattopadhyay und Valentine 2009, Karch et al. 2009, Witan et al. 2009). Die Ein-

schlüsse oder auch Aggregate sind durch fehlgefaltete SOD-Anteile charakterisiert. 

Evidenz dafür konnten Untersuchungen mittels Antikörpern liefern. Diese Antikörper 

zielen spezifisch auf und weisen SOD-Anteile mit entfalteten β-Faltblatt-Strukturen 

nach (Kerman et al. 2010). Seit etlichen Jahren ist bei anderen neurodegenerativen 

Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Morbus Hunting-

ton die Proteinaggregation durch Fehlfaltung von Proteinen ebenfalls bekannt 

(Uversky 2010). 

Bis heute sind die Forschungsbemühungen eine Erklärung des genauen Einflusses 

der Fehlfaltung und Aggregation auf den Pathomechanismus der ALS schuldig ge-

blieben. Ebenso bleibt zu klären, ob die Reduktion der Aggregate einen Vorteil für die 
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Neuroprotektion mit sich bringt. Ein zeitlicher Zusammenhang von Aggregation und 

Pathomechanismus scheint gesichert, da in Tiermodellen das Auftreten intraneuro-

naler Einschlüsse eine hohe Korrelation mit dem Einsetzen und Fortschreiten neuro-

degenerativer Symptome aufweist (Chattopadhyay und Valentine 2009). 

 

1.1.8 Anle138b 

Bereits im Prion-Modell und im Morbus Parkinson-Modell, die ebenfalls die Aggrego-

pathien repräsentieren, wurde von Wagner et al. anle138b [3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-

5-(3-bromophenyl)-1H-pyrazole] als eine Substanz beschrieben, die als Proteinag-

gregationsinhibitor das Vorkommen von Prionprotein- und α-Synuclein (typisch für M. 

Parkinson) -Aggregaten reduziert und dabei das Überleben von Mausmodellen bei-

der Erkrankungen signifikant verlängert (Wagner et al. 2013).Chemisch ist anle138b 

ein Derivat des Di-Phenyl-Pyrazols (Abbildung 2) und ist aufgrund der wenig polaren 

Anteile des Moleküls eine weitestgehend lipophile Substanz (Wagner et al. 2013). 

 

 

Abbildung 2: Strukturformel des Di-Phenyl-Pyrazols 

 

 

Die Strukturformel von anle138b ist in Abbildung 3 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 3: Strukturformel von anle138b 

Die chemische Formel lautet [3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1H-pyrazole] nach Wagner 

et al. 2013 (Wagner et al. 2013). 
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Wie genau anle138b seine Wirkung entfaltet und welche zellulären Bestandteile be-

einflusst werden, bleibt zu erforschen und soll nur zum Teil Aufgabe dieser Arbeit 

sein und deshalb nicht in tiefstem Umfang erfasst werden. 

 

1.1.9 B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mausmodell der ALS 

Zum heutigen Stand der ALS-Forschung stellen transgene Mäuse mit der G93A-

Mutation der Superoxiddismutase 1 (SOD1), etabliert schon im Jahr 1994 (Gurney et 

al. 1994), den Goldstandard eines unerlässlichen Modellorganismus der ALS dar. Sie 

entwickeln, beginnend im Alter von drei bis vier Monaten, neuromuskuläre Ausfälle 

basierend auf dem Untergang der 1. und 2. Motoneurone der Pyramidenbahn, ana-

log zu ALS-Patienten. Sie sterben um die 21. Lebenswoche vorzeitig mit globalen 

Muskelatrophien und spastischen Paresen an mangelnder Futteraufnahme oder an 

einer Ateminsuffizienz. Dabei lassen sich im Rückenmark dieser Mäuse in Korrelati-

on zum Krankheitsverlauf Proteinpräzipitate ähnlich denen beim Menschen nachwei-

sen (Watanabe et al. 2001). 

Da der aktuelle Forschungsstand zu Ätiologie, Pathogenese und möglicher Therapie 

der ALS zahlreiche Fragen offenlässt, kann auf Tiermodelle wie das B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mausmodell noch nicht verzichtet werden, warum sie auch in 

dieser Arbeit zum Einsatz kommen. 
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1.2 Zielsetzung 

Ziel dieser Dissertation ist die Beleuchtung der Wirkung einer neuartigen Substanz 

mit der Bezeichnung anle138b auf die Reduktion von Proteinaggregaten und eine 

mögliche Neuroprotektion in Modellen der amyotrophen Lateralsklerose (ALS), einer 

tödlichen, zentralnervösen Erkrankung des 1. und 2. Motoneurons aus der großen 

Gruppe der Aggregopathien. Den hier untersuchten B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-

Mäusen wurde anle138b in einer bestimmten Dosis zum Futter beigemischt und ge-

messen, ob diese Mäuse im Vergleich zu Kontrolltieren ihre motorischen Fähigkeiten 

länger erhalten und ob sich ihre Überlebenszeit verlängert. Dieser erste Teil war die 

Arbeit von Stella Thyssen und ich bedanke mich herzlich an dieser Stelle für ihre zur 

Verfügung gestellten Daten. Des Weiteren wurden in immunhistochemisch gefärbten 

Rückenmarkschnitten der Intumescentia lumbalis die α-Motoneurone quantifiziert 

und in einem semiquantitativen Verfahren mittels Ultrazentrifugationsassay und Dot 

Blot das Verhältnis aus Detergenzien unlöslicher und löslicher SOD1 im Vergleich 

mit Kontrolltieren untersucht. Daneben wurde in vitro in HEK293-Zellen die Wirksam-

keit von anle138b auf die Reduktion von SOD1-Proteinaggregaten untersucht. Es 

wurden Zellkulturen mit Überexpression von SOD1-Konstrukten mit einer Auswahl 

von Mutanten mit anle138b behandelt und die Verteilung zwischen löslichen und 

nicht löslichen SOD1-Anteilen im Vergleich zu unbehandelten Zellen gemessen. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Materialien wie Geräte, Verbrauchsmittel und 

Chemikalien sind samt Hersteller in der folgenden Tabelle alphabetisch aufgeführt. 

 

Geräte und Gebrauchsmittel       

Gerät Typ Hersteller  Firmensitz 

Anatomische Pinzette 12-301-10 Martin Tuttlingen, Deutschland 

Auffangflasche von 

Saugvorrichtungen 
  

FisherThermo Scientific 

GmbH 
Schwerte, Deutschland 

Autoklav VX-120 SysTec GmbH 
Bergheim-Glessen, 

Deutschland 

Bunsenbrenner Flammy s 
Schütt Labortechnik 

GmbH 
Göttingen, Deutschland 

Dot/Slot-System SRC 96 
Whatman Schleicher & 

Schuell GmbH 
Dassel, Deutschland 

Durchlichtmikroskop ID 02 Carl Zeiss AG 
Oberkochen, Deutsch-

land 

Eismaschine  
Ziegra Eismaschinen 

GmbH 

Isernhagen, Deutsch-

land 

Entwicklermaschine Curix 60 
AgfaPhoto Holding 

GmbH 

Leverkusen, Deutsch-

land 

Extinktionsmessgerät Spectra Rainbow Tecan San Diego, CA, USA 

Feinwaage LA 230P Sartorius AG Göttingen, Deutschland 

Gefrierschrank Compfort Liebherr 
Biberach an der Riß, 

Deutschland 

Heizblock Thermostat plus Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Homogenisator 
Precellys 24 lysis &  

homogenization 
Bertin Technologies 

Montigny-le-

Bretonneux, Frankreich 

Imager Chemi Doc XRS+ 
Bio-Rad Laboratories 

GmbH 
München, Deutschland 

Inkubationsschrank mit 

Rotor 
SRT 9D Stuart, roller mixer 

Staffordshire, Großbri-

tannien 

Kleine Schere  15024-10 FST Industrie GmbH Berlin, Deutschland 

Kühlschrank glass line Liebherr 
Biberach an der Riß, 

Deutschland 

Kunststoff- Rotoreinsät-

ze 
für 1,5 ml Tubes Beckmann Krefeld, Deutschland 
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Gerät Typ Hersteller  Firmensitz 

Neubauer-Zählkammer   LO - Laboroptik Ltd 
Lancing, Großbritanni-

en 

pH-Elektrode blue line Schott AG Mainz, Deutschland 

pH-Meter pH 3210 WTW 
Salzhemmendorf, 

Deutschland 

Pipette 
Pipetman, 1000 μl, 

 200 μl, 100 μl, 20 μl, 

10 μl, 2 μl 

Gilson, Inc. Middleton, WI, USA 

Pipettierhilfe Pipetus 
Hirschmann Laborgerä-

te GmbH & Co. KG 
Eberstadt, Deutschland 

Rotor 45Ti 
Beckman Coulter 

GmbH 
Krefeld, Deutschland 

Saug-Kompressor ME 4C/3,4 
Schütt Labortechnik 

GmbH 
Göttingen, Deutschland 

Schüttler Shaker-120 Elmi Riga, Lettland 

Sonicator Sonoplus GM 2070 
Bandelin electronic 

GmbH & Co. KG 
Berlin, Deutschland 

Sterilbank Hera safe Heraeus Holding GmbH Hanau, Deutschland 

Tischwaage CP 3202 P Sartorius AG Göttingen, Deutschland 

Tischzentrifuge 5415R Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Ultraschallsonde UW 2070 
Bandelin electronic 

GmbH & Co. KG 
Berlin, Deutschland 

Ultrazentrifuge Discovery 90 SE 
Sorvall, Thermo Scien-

tific GmbH 
Schwerte, Deutschland 

Vortexer REAX top 
Heidolph Instruments 

GmbH & Co.KG 

Schwabach, Deutsch-

land 

Wasserbad   
GFL Gesellschaft für 

Labortechnik GmbH 

Burgwedel, Deutsch-

land 

Zentrifuge 5810 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 
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Verbrauchsmittel       

Material Typ Hersteller  Firmensitz 

2 ml Mikro 
Schraubröhrchen 

72.694.006 Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutsch-
land 

96-Well-Platten 655180 
Greiner Bio-One Inter-
national AG 

Kremsmünster, Öster-
reich 

Chemilumineszenzfilm 
Amersham Hyperfilm 
ECL 28906837 

GE Healthcare GmbH Solingen, Deutschland 

Deckgläser   Gerhard Menzel GmbH 
Braunschweig, 
Deutschland 

Falcon-Tubes 15 ml, 50 ml 
Greiner Bio-One Inter-
national AG 

Kremsmünster, Öster-
reich 

Gummihandschuhe   Paul Hartmann AG 
Heidenheim, Deutsch-
land 

Kanüle 
Eclipse Needle 20G 
1TW  

Becton Dickinson 
GmbH 

Heidelberg, Deutsch-
land 

Keramikkugeln Precel-
lys 

1,4 mm 
Peqlab Biotechnologie 
GMBH 

Erlangen, Deutschland 

Nitrozellulose-Membran 
Pure Nitrocellulose un-
supported 0,22 µm 

AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Pasteurpipetten 150 mm Huber & Co. AG Reinach, Schweiz 

Pipettenspitzen 1000 μl, 200 μl, 10 μl Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutsch-
land 

Reagiergefäß, Eppen-
dorftube 

Mikrotube 1,5 ml  
und 2 ml 

Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutsch-
land 

Schraubröhrchen 2 ml Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutsch-
land 

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml 
Greiner Bio-One Inter-
national AG 

Kremsmünster, Öster-
reich 

Skalpell   
P.J. Dahlhausen & Co. 
GmbH 

Köln, Deutschland 

Spritze 1 ml Inject®-F B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutsch-
land 

Spritze 5 ml Discordit 5 ml 
Becton Dickinson 
GmbH 

Heidelberg, Deutsch-
land 

Venenverweilkanüle Vasofix® Safety 22 g B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutsch-
land 

Vernichtungsbeutel 861.197 Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutsch-
land 

Whatman-Papier   
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Zellkulturschalen 100x20 mm 
Greiner Bio-One Inter-
national AG 

Kremsmünster, Öster-
reich 

Zentrifugengefäße 
Microfuge Tube Poly-
allomer 1,5 ml 

Beckman Coulter 
GmbH 

Krefeld, Deutschland 
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Chemikalien und Medien       

Material Typ Hersteller  Firmensitz 

0,22 µl Sterilfilter 831.826.001 Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutsch-
land 

Acrylamid 37,5:1 A1379.1000 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

anle138b 8122 Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumperoxidsulfat 
(APS) 

2.941 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Bromphenolblau 4621.1 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

CaCl2 D7650-10G 
Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH 

Steinheim, Deutschland 

D(+)-Saccharose 6908 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Desoxycholat D5879-500ML 
Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH 

Steinheim, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) 34080 Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

DMSO 8043.2 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

ECL-Kit 34 Adefo-Chemie GmbH 
Dietzenbach, Deutsch-
land 

EDTA   
PAA The Cell Culture 
Company 

Freiburg, Deutschland 

Entwickler 91 Adefo-Chemie GmbH 
Dietzenbach, Deutsch-
land 

FCS 8342 Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 

Fixierer 4043.1 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Glucose 37.240.500 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Glycerin 6781 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

HEPES 
Ketamin 10% für Hunde 
und Katzen 

Medi-Star Arzneimittel-
vertrieb GmbH 

Ascheberg, Deutsch-
land 

KCl 3904 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Ketamin A0830.0500 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

KH2PO4 M-6250 
Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH 

Steinheim, Deutschland 

Magermilchpulver 4984 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 
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Material Typ Hersteller  Firmensitz 

Mercaptoethanol 3957.1 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Na2HPO4+H2O 16.940.250 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

NaCl 0335.3 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

NP-40   PAA The Cell Culture 
Company 

Freiburg, Deutschland 

Paraformaldehyd 23225 Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

Penicillin/Streptomycin A8943,0100 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Pierce® BCA Protein 
Assay Kit 

ADI SOD-100 Enzo Life Sciences 
GmbH 

Lörrach, Deutschland 

Ponceau-S Complete 04693116001 F. Hoffmann-La Roche 
AG 

Basel, Schweiz 

Primärantikörper (Dot 
Blot): Cu/Zn SOD pAb 

CN 30.2 Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Proteaseinhibitor SC-2004 Santa Cruz Biotechno-
logy, Inc. 

Santa Cruz, CA, USA 

SDS A1379.1000 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Sekundärantikörper 
(Dot Blot): anti rabbit 
HRP coupled Ab 

T8154 Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH 

Steinheim, Deutschland 

TEMED   Carl Roth GmbH & Co. 
KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Tris 13.890.500 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Trypanblau Xylariem® Riemser Specialty Pro-
duction GmbH 

Laupheim, Deutschland 

Trypsin + EDTA DMEM high glucose 
(4,5g/l) + L-Glutamin + 
NaPyruvat, E15-843 

PAA The Cell Culture 
Company 

Freiburg, Deutschland 

Tween 20 13.890.500 AppliChem GmbH  Darmstadt, Deutschland 

Xylazin Xylariem® Riemser Specialty Pro-
duction GmbH 

Laupheim, Deutschland 

Zellkulturmedium DMEM high glucose 
(4,5 g/l) + L-Glutamin + 
NaPyruvat, E15-843 

PAA The Cell Culture 
Company 

Freiburg, Deutschland 

Tabelle 1: Material  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Semiquantitative Bestimmung der SOD1 in Zellkultur 

2.2.1.1 Erhaltung der Zellkultur 

 

Voll-Medium: DMEM high glucose (4,5 g/l) 

   10% FCS 

   1% Penicillin/Streptolysin 

 

PBS:   40 g NaCl 

   1 g KCl 

   3,8 g Na2HPO4 2H2O 

   1 g KH2PO4 

   ad 5 l H2O dest. 

   pH 7,4 

 

Trypsin EDTA: 0,05% Trypsin 

   0,02% EDTA 

   in 100 ml PBS 

 

Zur Bestimmung der antiaggregativen Wirkung von anle138b auf mutierte SOD1 in 

Zellkultur wurden HEK293-Zellen (Graham et al. 1977) eingesetzt. Die Zellen wurden 

in 10 cm Zellkulturschalen in 10 ml full-DMEM high glucose (4,5 g/l)-Medium bei 

37°C unter 5%iger CO2-Atmosphäre im Brutschrank in Kultur gehalten. Bei einer 

Konfluenz von ca. 80% im Durchlichtmikroskop wurden die Zellen zwei bis drei Mal 

pro Woche im Verhältnis von 1:5 gesplittet. Für die Versuche wurden Zellen nicht 

älter als in der vierzigsten Passage verwendet. 

Die Arbeit mit der Zellkultur erfolgte stets an der Sterilbank. Alle verwendeten Lösun-

gen und Medien wurden im Vorfeld im Autoklav sterilisiert. Vor dem Einsatz an der 

Zellkultur wurden die Lösungen und Medien im Wasserbad auf 37°C vorgewärmt. 

Zum Splitten wurde zuerst das Medium aus der Zellkulturschale mit den Zellen abge-

saugt. Die Zellen wurden achtsam mit 3 ml PBS gewaschen und anschließend 8 min 
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mit Trypsin+EDTA und PBS im Verhältnis von 1:2 im Brutschrank inkubiert. Das 

sorgt dafür, dass sich die adhärenten Zellen ablösen. Um den Trypsinverdau zu 

stoppen, wurden die Zellen zügig in ein 15 ml Falcon-Röhrchen pipettiert und mit 

5 ml full-Medium versetzt. Die Zellen wurden bei ca. 300 g in einer Zentrifuge pelle-

tiert, der Überstand abgesaugt und die Zellen in 1 ml full-Medium vorsichtig resus-

pendiert. Ein Fünftel dieser Zellsuspension wurde in 10 ml frisches full-

Zellkulturmedium gegeben und die Zellen durch leichtes Schwenken in der Zellkul-

turschale homogen verteilt. 

 

2.2.1.2 Calcium-Phosphat-Transfektion mit SOD1-Vektoren 

 

2xHBS:  280 mM NaCl 

   10 mM KCl 

   1,5 mM Na2HPO4 

   12 mM Glucose 

   50 mM HEPES 

   in H2O dest. 

   pH 7,04/7,05 

   sterilisieren durch 0,22 µm - Filter 

 

2,5 M CaCl2:  2,5 M CaCl2.H2O 

   in H2O dest. 

   sterilisieren durch 0,22 µm - Filter 

 

Transfektionsmedium: DMED high glucose (4,5 g/l) 

2% FCS 

 

Die Transfektion der Plasmid-DNA wurde mittels Calcium-Phosphat-Präzipitation 

realisiert (Graham und van der Eb 1973). Bei dieser Methode der Transfektion wird in 

einem Gemisch aus Calciumchlorid und Natriumphosphat die DNA (Plasmid-DNA) 

an ausfallendes Calciumphosphat gebunden. Die ausgefallenen Kristalle werden der 

Zellkultur zugegeben und von den Zellen durch Endocytose aufgenommen. Die in 

dieser Arbeit verwendeten Vektoren sind in Abbildung 4 dargestellt.   

http://de.wikipedia.org/wiki/Endocytose
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SOD1-Vektoren: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vektor:      Insert: 

pcDNA3.1, 5446 bp     GFP (~ 700 bp), human SOD1 – mutant 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, US)   SOD-mutant = wt / G85R / G93A / 127X 

 

Abbildung 4: SOD1-Vektoren 

Die Plasmide wurden freundlicherweise von Frau Dr. Bettina Göricke zur Verfügung gestellt. 

 

 

24 Stunden vor der Transfektion mittels der Calcium-Phosphat-DNA-Präzipitation 

wurden für jede Mutante in je zwei 10 cm Zellkulturschalen mit 8 ml full-Medium je-

weils 1,6 Millionen Zellen ausplattiert. Am Transfektionstag wurden je Mutante 20 µg 

Plasmid-DNA (10 µg pro Zellkulturschale), freundlicherweise in Maxi-Präparationen 

von Christine Poser (BTA) hergestellt, in 900 µl H2O dest. gelöst, dann wurden 100 µl 

CaCl2 und 1 ml 2xHBS mit achtsamem Mischen hinzugegeben und nach 50 sec In-

kubationszeit in 16 ml bereit gehaltenes Transfektionsmedium pipettiert. Dieses 

Transfektionsreagenz wurde zu 9 ml pro Zellkulturschale den Zellen zugegeben 

nachdem das full-Medium abgesaugt war. Die Zellen wurden nun 12 Std. im Brut-

schrank bei oben beschriebenen Bedingungen inkubiert. 
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2.2.1.3 Inkubation mit anle138b 

 

anle Stock-Lsg.: 3,43 g anle138b ad 10 ml DMSO (10 mM) 

 

Das Transfektionsmedium wurde nach 12 Std. entfernt. Den transfizierten Zellkultu-

ren mit den vier unterschiedlichen SOD1-Mutanten (wt, G85R, G93A, 127X) wurde 

full-Medium mit jeweils 30 µmol/l anle138b zuvor gelöst in DMSO hinzugegeben. Zu 

jeder Zellkultur mit anle138b wurde eine Kontrolle mit einer äquivalenten Menge an 

DMSO inkubiert. Nach 24-stündiger Inkubation mit anle138b wurden die Zellen ly-

siert, um die SOD1 des Zytosols messen zu können, mit dem Ziel den Einfluss von 

anle138b auf die gelösten und aggregierten SOD1-Anteile semiquantitativ zu be-

stimmen. 

Die Konzentration von 30 µmol/l anle138b wurde aus zwei Gründen gewählt. (1) In 

Versuchen zur Bioverfügbarkeit und anle138b-Konzentrationen im Gehirn von Mäu-

sen lagen die Werte etwa im Bereich von 25–125 µmol/l bei oraler Applikation (Wag-

ner et al. 2013). (2) Diese Konzentration zeigte sich ebenfalls aus einer Verdün-

nungsreihe von 0, 5, 10, 20, 30 und 40 µmol/l in einem in vitro-Versuch mit der 

hSOD1-G93A im analogen Versuchsaufbau wie zuvor beschrieben als die effektivste 

bei der Reduktion des P/Ü-Quotienten. Die Durchführung dieser Versuche mit Lyse 

der Zellen und Analyse der SOD1-Verteilung geschah entsprechend der beschriebe-

nen Methoden. 

 

2.2.1.4 Lyse und Detergensextraktion der SOD1-Aggregate 

 

TEN-Puffer:  1 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 

   1 ml 100 mM EDTA pH 8,0 

   2 ml 5 M NaCl 

   ad 100 ml H2O dest. 

 

Die abgelösten Zellen samt Medium wurden in ein 15-ml-Falcon-Tube überführt und 

zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgesaugt und verworfen, die Zellen 

in 400 µl 1xTEN-Puffer mit Proteaseinhibitor resuspendiert und in verschraubbare 

2 ml Sarstedt-Röhrchen überführt. Das folgende Protokoll samt der eingesetzten Puf-

fer wurde mit wenigen Modifikationen von Karch et al. übernommen (Karch et al. 
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2009). In Folge wurden die Lysate stets unter eisgekühlten Bedingungen verarbeitet, 

um die Proteinbestandteile möglichst stabil zu halten. Vorerst wurde mit zehn 1,4 mm 

Keramikkugeln von peqlab Technologies pro Röhrchen im Homogenisator (Bertin 

Technologies) 1x35 sec homogenisiert, 400 µl 1xTEN mit Proteaseinhibitor und 1% 

NP-40 zur Suspension hinzugegeben und in ein verschließbares 1,5-ml-Beckmann-

Zentrifugationsröhrchen überführt. Es folgte der erste Ultrazentrifugationsschritt bei 

100.000 x g und 4°C für 5 min. Der Überstand der Lysate, der nun die gelösten 

SOD1-Anteile enthalten sollte, wurde in ein 1,5 ml Eppendorfröhrchen überführt und 

zur Lagerung bei -20°C eingefroren. Das Pellet wurde in 500 µl 1xTEN-Puffer samt 

Proteaseinhibitor und 0,5% NP-40 durch 3x10 sec Sonication bei 70%iger Leistung 

unter konsequenter Kühlung resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen 

wie im Vorfeld zentrifugiert. Dieses Mal wurde der Überstand verworfen und das Pel-

let unter gleichen Sonication-Bedingungen wie oben in 1xTEN-Puffer samt Proteas-

einhibitor, 0,5% NP-40, 0,25% SDS und 0,5% Desoxycholat resuspendiert. Die in 

dieser Suspension enthaltenen Proteinbestandteile stellen per definitionem unter an-

derem Detergens unlösliche SOD1-Aggregate dar (Karch et al. 2009, Witan et al. 

2009, Witan et al. 2008). Diese wurden, um sie stabil zu halten, ebenfalls bei -20°C 

gelagert. 

 

2.2.1.5 Dot Blotting 

4xTris-HCl:  0,5 M Tris 

   0,4% SDS 

   ad 100 ml H2O dest. 

   pH 6,8 

 

6xSDS-Puffer:  7 ml 4xTris-HCl/SDS, pH 6,8 

   3 ml Glycerin 

   1 g SDS 

   0,6 ml MercaptoEtOH 

 

TEN-Puffer:  1 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 

   1 ml 100 mM EDTA pH 8,0 

   2 ml 5 M NaCl 

   ad 100 ml H2O dest. 



 
 
                                                                                                                Material und Methoden 

 26  

TBS-T:  8 g NaCl 

   2,42 g Tris 

   0,1 ml Tween 20 

   ad 1 l H2O dest. 

   pH 7,6 

 

5%ige Milch: TBS-T 

   5% Magermilchpulver 

 

Die Gesamtproteinkonzentration jedes Lysats wurde im BCA-Assay (de.: Bicin-

choninsäure, engl.: bicinchoninic acid) gemessen. Dieser Assay nutzt die Reduktion 

von Cu²⁺  zu Cu¹⁺  durch Proteine im alkalischen Medium (Biuret-Reaktion). Das 

führt zur Chelatbildung eines Kupferions mit zwei Bicinchoninsäuremolekülen (BCA) 

und des daraus entstehenden und messbaren Farbumschlags von grün nach rotvio-

lett. Die Bildung der wasserlöslichen Chelatkomplexe ist beinahe linear zur Protein-

konzentration und lässt in einer Messung bei 562 nm Extinktionsspektrum die Kon-

zentrationsbestimmung des Gesamtproteins gemessen an einer Standardkurve mit 

bekannten Proteinkonzentrationen zu (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scien-

tific). 

Zum Blotten wurden 30 µg Gesamtprotein aus den Gewebelysaten (Rückenmark der 

Mäuse, mehr dazu unter 2.2.2.7) bzw. 10 µg aus den Zellkulturlysaten und 50 µl 

6xSDS-Puffer eingesetzt anschließend auf 300 µl mit TEN-Puffer aufgefüllt und 5 min 

bei 95°C gekocht. Mit Unterdruck wurden die Proben im Dot/Slot-System auf eine 

Nitrozellulosemembran gesogen. Im Anschluss wurden 300 µl H₂O dest. nachpipet-

tiert und ebenfalls durch die Membran gesogen. Die Membran wurde kurz mit TBS-T 

abgespült, 1 Std. bei Raumtemperatur mit 5% Magermilchpulver in TBS-T geblockt 

und über Nacht bei 4°C bei einer Verdünnung von 1:1000 mit dem polyklonalen 

SOD-100 Antikörper von Enzo Life Sciences in 5%iger Milch inkubiert. Am Folgetag 

wurde die Membran dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen, 1 Std. mit dem HRP (hor-

seradish peroxidase, Meerrettichperoxidase) gekoppelten Zweitantikörper von Santa 

Cruz inkubiert und erneut dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen. Zum Entwickeln 

wurde für eine Minute das ECL (enhanced chemiluminescent) von Thermo Scientific, 

mit darin enthaltenem Substrat der HRP, Luminol, auf die Membran gegeben. Die 

Membranen der Zellkulturproben wurden im Imager unter Messung der Chemilumi-
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neszenz fotografiert. Mit den Membranen der Rückenmarkproben wurden Filme be-

lichtet und in einer Entwicklermaschine entwickelt. Diese Filme wurden zwecks digi-

taler Analysen eingescannt. Zur Quantifizierung der Proteinsignale wurde in ImageJ 

(imagej.nih.gov) der Hintergrund subtrahiert, das Bild farblich invertiert und die Integ-

rationsdichte gemessen. Um die Versuche untereinander zu vergleichen wurde je-

weils das Verhältnis aus Pellet zu Überstand gebildet.  

 

2.2.1.6 Western Blotting 

 

Elektrophoresegel 12%: 3,4 ml H2O dest. 

    2,5 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 

    100 µl 10% SDS 

    4 ml Acrylamid 37,5:1 

    70 µl 10% APS 

    16 µl TEMED 

 

Stackergel:   2 ml H2O dest. 

    840 µl 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 

    33,4 µl 10% SDS 

    440 µl Acrylamid 37,5:1 

    70 µl 10% APS 

    16 µl TEMED 

 

6xSDS-Sample-Puffer:  7 ml 4xTris-HCl/SDS, pH 6,8 

    3 ml Glycerin 

    1 g SDS 

    0,93 g DTT 

    1,2 mg Bromphenolblau 

 

TEN-Puffer:   1 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 

    1 ml 100 mM EDTA pH 8,0 

    2 ml 5 M NaCl 

    ad 100 ml H2O dest. 
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TBS-T:   8 g NaCl 

    2,42 g Tris 

    0,1 ml Tween 20 

    ad 1 l H2O dest. 

    pH 7,6 

 

5%ige Milch:  TBS-T 

    5% Magermilchpulver 

 

Ponceau-S:   0,25 g Ponceau-S 

    1,25 ml konzentrierte Essigsäure 

    ad 250 ml H2O dest. 

 

Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris 

    0,19 M Glycin 

    0,1% SDS 

    ad 1 l H2O dest. 

 

Transferpuffer:  25 mM Tris 

    0,19 M Glycin 

    20% Methanol 

    ad 1 l H2O dest. 

 

Vorbereitend für den Western Blot wurden die Zelllysate wie vor dem Dot Blot mit 

dem BCA-Assay auf ihren Gesamtproteingehalt hin gemessen. Die 12%igen Elektro-

phoresegele wurden mit 20 µl Probe bestehend aus 8 µg Gesamtprotein, 6xSDS- 

Sample-Puffer, aufgefüllt mit TEN-Puffer, beladen. Die Elektrophorese wurde bei 

100 V durchgeführt. Die aufgetrennten Proteine wurden über 1,5 Std. bei 100 V auf 

eine Nitrozellulosemembran geblottet. Die Übertragung der Proteine auf die Memb-

ran wurde mit Ponceau-S kontrolliert. Nach einem Blockschritt von einer Stunde in 

5%iger Magermilchpulversuspension wurde die Membran über Nacht bei 4°C bei 

einer Verdünnung von 1:1000 mit dem polyklonalen SOD-100 Antikörper von Enzo 

Life Sciences (Lörrach, Deutschland) in 5%iger Milch inkubiert. Am Folgetag wurde 

die Membran 1 Std. mit dem HRP (horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase) 

gekoppelten Zweitantikörper von Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 
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inkubiert und dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen. Zum Entwickeln wurde das Pier-

ce ECL Western Blotting Substrate (Rockford, IL, USA) eingesetzt und die Filme in 

einem AGFA Curix 60-Entwickler entwickelt. 

 

2.2.2 Tierexperimentelle Untersuchung 

2.2.2.1 Versuchsdesign 

Neben der Zellkultur wurde die Wirksamkeit von anle138b als antiaggregative und 

neuroprotektive Substanz im Tierversuch an ALS-Modell-Mäusen untersucht. Die 

neuroprotektive Wirkung wurde durch Quantifizierung von Motoneuronen in immun-

histochemisch gefärbten Kryoschnitten des Rückenmarks der Versuchstiere beleuch-

tet. Die Frage nach der antiaggregativen Wirkung von anle138b sollten analog zu 

den Versuchen mit der Zellkultur semiquantitative Analysen der SOD1 in Rücken-

marklysaten beantwortet werden.  

Der tierexperimentelle Versuch wurde auf Antrag beim Niedersächsischen Landes-

amt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit am 13.08.2010 unter dem Ak-

tenzeichen 10/0097 gemäß §8 Absatz 1 Tierschutzgesetz genehmigt. 

 

2.2.2.2 Genotypisierung und Auswahl der Mäuse 

Für die Versuche kamen Weibchen der B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse aus der 

Zucht der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitätsmedizin 

Göttingen zum Einsatz. Ihren Ursprung hat diese Zuchtlinie in kommerziell erworbe-

nen Mäusen der Firma Jackson Laboratory in Bar Harbor, ME, USA. 

Die transgenen Weibchen sind unfruchtbar. Somit müssen zur Erhaltung der Zucht 

transgene B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Männchen mit Wildtyp-Weibchen verpaart 

werden. Die F1-Generation enthält nach Mendel statistisch 50% transgene Tiere. Um 

den Genotyp der Mäuse zu bestimmen, wurde den Jungtieren im Alter von drei Wo-

chen von den Tierpflegern der ZTE eine 0,5 cm lange Schwanzbiopsie entnommen. 

Die Genotypisierung wurde freundlicherweise durch Frau Christine Poser (BTA) 

durchgeführt. In einem Alter von 35 bis 40 Tagen wurden die Weibchen im Versuch 

eingesetzt. 
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2.2.2.3 Versuchsgruppen 

Für die Rückenmarklysate wurden Mäuse in sechs Altersgruppen zu jeweils acht 

transgenen Tieren eingesetzt. Jeweils die Hälfte jeder Gruppe wurde mit Verumfut-

ter, versetzt mit anle138b, und die andere Hälfte mit Placebofutter gefüttert (Tabelle 

2). Die Startzeitpunktgruppe im Alter von 45 Tagen, bestehend aus vier Tieren, wur-

de nur mit Placebofutter gefüttert. Für die Gruppe im Endstadium wurden klare Ab-

bruchkriterien definiert (siehe 2.2.2.4). Nach Feststellen dieser Kriterien wurden die 

Mäuse unabhängig vom Alter aus Tierschutzgründen getötet und als präterminale 

Gruppe definiert. Parallel zur präterminalen Gruppe wurden vier Wildtyp-Mäuse prä-

pariert, um die Verteilung der SOD1 in nicht betroffenen Tieren zu zeigen. 

 

 

Alter in 

Tagen 
45 70 85 100 120 

präter-

minal 
Wildtyp 

Verum-

futter 
 

Gruppe 

70d 

Gruppe 

85d 

Gruppe 

100d 

Gruppe 

120d 

Gruppe 

präter-

minal 

 

Placebo-

futter 

Gruppe 

45d 

Gruppe 

70d 

Gruppe 

85d 

Gruppe 

100d 

Gruppe 

120d 

Gruppe 

präter-

minal 

Gruppe 

wt 

Tabelle 2: Versuchstiergruppen der Rückenmarklysate (je vier Tiere) 

In jeder Versuchsgruppe im bestimmten Alter und mit einer bestimmten Futterart (Verum bzw. 

Placebo) waren vier Tiere. 

 

Für die Immunhistochemie zur Quantifizierung der Motoneurone wurden 23 transge-

ne Mäuse eingesetzt und zur Hälfte jeweils mit Placebo- und Verumfutter gefüttert 

(Tabelle 3). 

 

 

alle 100 Tage alt Anzahl der Tiere (alle transgen) 

Verumfutter 10 

Placebofutter 13 

Tabelle 3: Versuchstiergruppen der immunhistochemischen Untersuchung 
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2.2.2.4 Abbruchkriterien – präterminale Gruppe 

Als Abbruchkriterien dienten der Gewichtsverlust oder der Verlust motorischer Fähig-

keiten der transgenen Tiere in einem bestimmten Ausmaß wie in den folgenden Ab-

sätzen ausgeführt. Beim Auftreten der Kriterien wurden die Mäuse, wie im Folgenden 

beschrieben (Absatz 2.2.2.6), in Narkose gelegt und präpariert. 

 

2.2.2.4.1 Gewichtsverlust 

Bei Gewichtsverlust von über zehn Prozent des Ausgangsgewichts innerhalb einer 

Woche wurde das Gewichtsverlustkriterium als positiv gewertet. 

 

2.2.2.4.2 Verlust motorischer Fähigkeiten 

Die motorischen Fähigkeiten wurden anhand zweier Parameter erfasst. 

 (1) Sank ihre maximale Laufleistung um mehr als zehn Prozent, galt dieses Kriteri-

um als positiv (Gurney et al. 1996). 

 (2) Konnten sich die Mäuse innerhalb von zehn Sekunden nicht mehr aus der Sei-

tenlage, in die sie der Versuchsleiter brachte, auf ihre vier Pfoten aufrichten, galt die-

ses Kriterium ebenfalls als positiv (Gurney et al. 1996).  

 

 
Abbildung 5: B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Maus in Seitenlage 

Fotografie freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Stella Thyssen (Thyssen 2012). 

 

 

Die Unfähigkeit der Maus sich aus dieser Lage zurück in ihre Ausgangsposition auf 

vier Pfoten zu drehen zeigte das Endstadium der Erkrankung an und war als Aus-

schlusskriterium definiert (Abbildung 5). 
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2.2.2.5 Rahmenbedingungen der Tierhaltung 

2.2.2.5.1 Versuchsraum 

Der Versuchsraum von etwa 10 qm Größe befindet sich in der eigens dafür einge-

richteten Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitätsmedizin 

Göttingen. In dem fensterlosen Raum herrschen konstante, definierte Bedingungen 

mit 22°C (+/-2°C) Raumtemperatur, 35% (+/-5%) Luftfeuchtigkeit und einer Zeit-

schaltuhr für die Beleuchtung im zwölfstündigen Hell-Dunkel-Rhythmus (7 bis 19 Uhr 

hell und 19 bis 7 Uhr dunkel). Die nachtaktiven Mäuse waren somit in ihrem Tages-

rhythmus ungestört. 

 

2.2.2.5.2 Tierhaltung 

Die Tiere wurden zu viert bis zu sechst in Makrolonkäfigen vom Typ II lang gehalten 

(ähnlich der unten stehenden Abbildung 6). Als Einstreu erhielten sie entstaubtes 

und entkeimtes Weichholzgranulat (LIGNOCEL® FS-14, J. Rettenmaier & Söhne) 

und Holzwolle (TAPVEI®, PM90L/2R, Aspen Nesting Material) als Nestmaterial. 

 

 

Abbildung 6: Käfig mit Streu, Streu, Häuschen und Laufrad mit Sensor 

Hier ist ein Einzelkäfig fotografiert. Fotografie freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Stella 

Thyssen (Thyssen 2012). 
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Der Käfiginhalt wurde wöchentlich vom Tierpflegepersonal gewechselt und der Käfig 

gereinigt. Futter und Leitungswasser in speziellen Vorrichtungen stand den Mäusen 

ad libitum zur Verfügung. 

 

 

Abbildung 7: Vorrichtung zur Futter- und Wasserversorgung im Käfig 

Fotografie freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Stella Thyssen (Thyssen 2012). 

 

 

Das Futter wurde eigens für diesen Versuch von der Firma ssniff Spezialdiäten 

GmbH (Soest, Deutschland) bezogen. 

 

Inhaltsstoffe Zusatzstoffe (pro kg) 

22% Rohprotein Vitamin A 25000 IE/IU 

4,5% Rohfett Vitamin Dɜ 1500 IE/IU 

3,9% Rohfaser Vitamin E 120 mg 

6,7% Rohasche 

Vitamin Kɜ 20 mg im Futter ohne Medi-

kament oder 5 mg im Futter mit Medika-

ment (anle138b) 

34,9% Stärke Kupfer 5 mg  

5,2% Zucker  

Tabelle 4: Inhalts- und Zusatzstoffe des Mäusefutters 
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Ein Tierarzt, die Versuchsleitung und das Tierpflegepersonal sorgten stets für eine 

artgerechte Haltung der Tiere und überwachten ihre Gesundheit. 

 

2.2.2.6 Perfusion und Präparation der Mäuse 

Vor dem Eingriff erfolgte die tiefe Anästhesie mit intraperitonealer Injektion von 1 ml 

Ketamin und Xylacin im Verhältnis von 3:1. Die Narkosetiefe wurde mit dem Zwi-

schenzehenreflex an den Hinterläufen und Vorderläufen überprüft, der negativ sein 

musste, bevor ein Schnitt angesetzt wurde. Vor der Rückenmarkpräparation wurden 

die Mäuse für die Lysate mit 20 ml eisgekühlter PBS-Lösung und für die Immunhisto-

chemie zusätzlich mit 20 ml 4% PFA in PBS, ebenfalls eisgekühlt, mit Hilfe einer pe-

ripheren Venenkanüle (18 G) perfundiert und entblutet. Die PBS-Lösung mit einem 

pH von 7,4 soll sicherstellen, dass das perfundierte Gewebe keinem osmotischen 

Druck ausgesetzt wird. Die Zugabe von 4% PFA dient der Fixierung und damit dem 

Erhalt der Gewebestruktur und der Antigenität als Voraussetzung für eine immunhis-

tochemische Untersuchung.  

Den narkotisierten Mäusen wurde die vordere Thoraxwand mit Hilfe einer kleinen 

F.S.T.-Schere herausgetrennt, das Herz im linken Ventrikel mit einer herkömmlichen 

peripheren Venenkanüle von apikal punktiert und das rechte Atrium eröffnet. Die Per-

fusion des großen Blutkreislaufs erfolgte mit leichtem Druck auf den Kolben einer 

5 ml Spritze. Anschließend wurde von dorsal mit Hilfe von Pinzette, Skalpell und 

Schere das Rückenmark freipräpariert und für die Lysate direkt bei -80°C im 15-ml-

Falcon-Tube eingefroren. Für die Immunhistochemie wurde das Rückenmark über 

Nacht bei 4°C in 4% PFA in PBS und anschließend für 24 Std. in 30% Succrose in 

destilliertem Wasser gelagert und erst anschließend bei -80°C eingefroren.  

 

2.2.2.7 Lyse der Rückenmarkpräparate für die Dot Blot-Analysen 

Das Rückenmarkpräparat wurde vorerst in 500 µl TEN-Puffer mit Proteaseinhibitor in 

2 ml Schraubröhrchen aufgenommen. Es wurden je Röhrchen zehn Keramikkugeln 

mit einem Durchmesser von 1,4 mm hinzugegeben und im Homogenisator (Bertin 

Technologies) 2x35 sec homogenisiert. Anschließend wurde die Suspension 1:1 mit 

TEN-Puffer samt Proteaseinhibitor und 1% NP-40 vermischt und in Beckman Micro-

fuge Tubes überführt. Der Zentrifugationsassay ist unter Lyse und Detergensextrak-

tion der SOD1-Aggregate (Absatz 2.2.1.4) bereits beschrieben. Davon abweichend 



 
 
                                                                                                                Material und Methoden 

 35  

wurde das Pellet der Rückenmarklysate jeweils in 1 ml entsprechenden Puffer re-

suspendiert. 

 

2.2.2.8 Dot Blot der Rückenmarklysate 

Der Dot Blot wurde bereits weiter oben für die Zellkultur beschrieben (Absatz 

2.2.1.5). Das Protokoll wurde ebenso auf die Rückenmarklysate angewendet. 

 

2.2.2.9 Immunhistochemie 

Die Intumescentia lumbalis des fixierten und bei -80°C gelagerten Rückenmarks 

wurde am Cryotom in 30 µm dicke Schichten geschnitten und in PBS aufgenommen. 

Pro Tier wurden 50 Schnitte angefertigt und bei 4°C gelagert. Jeder fünfte Schnitt 

wurde für die immunhistochemische Färbung vorerst 3x5 min in 0,1 M TBS gewa-

schen. Um die endogene Peroxidase zu blocken, wurden die Schnitte 5 min in 0,1 M 

TBS mit 10% Methanol und 3% H2O2 inkubiert. Nach dem anschließenden Waschen 

wurden die Schnitte zur Vorbereitung der Erstantikörperinkubation mit 10% NGS in 

0,1 M TBS geblockt und im Anschluss 24 Std. bei 4°C mit dem polyklonalen rabbit 

anti ChAT-Antikörper (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Nach dem 

anschließenden weiteren Waschschritt wurden die Schnitte für 60 min bei RT mit 

dem biotinylierten anti-rabbit-Antikörper (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), 

gelöst in 0,1 M TBS + 2% NGS, inkubiert und anschließend erneut in 0,1 M TBS ge-

waschen. Jetzt wurde das Vectastain Elite ABC Kit eingesetzt (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). Dieses nutzt den biotinylierten Zweitantikörper als Bindungs-

stelle für Avidin (Avidin-Bioton-Bindung), das selbst wiederum an biotinylierte Meer-

rettichperoxidase gebunden ist. Dabei entsteht ein Signalmultiplikatoreffekt. Als Indi-

kator wurde das Chromogen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) zu der Meerrettichperoxi-

dase in Form des DAB Kits (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) für eine In-

kubationszeit von 7 min zugegeben. Das führt zur Braunfärbung der α-

motoneuronalen ChAT-Epitope. Dieser Arbeitsschritt erfolgte aufgrund der hohen 

Kanzerogenität von DAB in Schutzkleidung unter dem Abzug. Die gefärbten Schnitte 

wurden jetzt in drei Schritten in destilliertem Wasser gewaschen und nach Aufziehen 

auf Superfrost Objektträger für eine Stunde bei 37°C getrocknet. Zuletzt erfuhren die 

Schnitte eine Entwässerungsreihe mit 70%, 90%, 95% Ethanol und schließlich Xylol 

für jeweils 5 min. 



 
 
                                                                                                                Material und Methoden 

 36  

2.3 Statistische Methoden 

Zur Auswertung der Versuchsdaten wurden die Statistiksoftware Statistica Version 

10 für statistische und einige grafische Analysen der Firma StatSoft (Tulsa, OK, 

USA) eingesetzt. Die Durchführung der Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit 

Christian Röver aus der Abteilung Medizinische Statistik der Universitätsmedizin Göt-

tingen unter der Leitung von Prof. Tim Friede. Die Diagramme wurden mit dem 

Excel–Programm, Version 2003 der Firma Microsoft (Redmond, WA, USA) angefer-

tigt. Spezifische Tests und Analysen sind im Absatz 3. Ergebnisse innerhalb der 

jeweiligen Beschreibungen erwähnt. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Kontrolle des Transfektionserfolgs 

Nach 12-stündiger Inkubation der HEK293-Zellen mit dem Transfektionsmedium 

wurde der Transfektionserfolg unter einem Fluoreszenzmikroskop gesichert (Abbil-

dung 8). In den Kontrollaufnahmen fällt die homogene Verteilung des GFP-Signals 

im Zytosol der hSOD1-wt-transfizierten Zellen auf. Die Mutanten imponieren allesamt 

mit konzentrierten GFP-Signalen, die an Proteinaggregate denken lassen. 

 

 

 

Abbildung 8: HEK293-Zellen nach Transfektion mit GFP-getaggten hSOD1-Konstrukten  

Die roten Pfeile bezeichnen exemplarisch die hSOD1. a. homogene Verteilung der hSOD1-wt im 

Zytosol, b. c. d. neben homogenen GFP-Signalen sind auch Verdichtungen (rote Pfeile) der GFP-

hSOD1-G85R, -G93A und -127X als Hinweis auf Aggregate zu sehen. 
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3.2 Verdünnungsversuche 

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die anle138b-Konzentration von 

30 µmol/l, die im Versuch zur Bioverfügbarkeit im Gehirn der Mäuse zu messen war 

(Wagner et al. 2013), in vitro ebenfalls einen antiaggregativen Effekt auf in HEK293-

Zellen überexpremiertes hSOD1-G93A zeigt. Zur Testung wurden 5, 10, 20, 30 und 

40 µmol/l neben einer DMSO-Kontrolle eingesetzt. Nach Proteinauftrennung im Wes-

tern Blot (Abbildung 9) und anschließend semiquantitativer Analyse mit densitometri-

scher Messung der Pellet (P)- und Überstandbanden (Ü) wurde der Quotient (P/Ü) 

aus diesen gebildet.  

 

 

Abbildung 9: Western Blot aus hSOD1-G93A-transfezierter Zellkultur mit unterschiedlichen 

Konzentrationen anle138b zur Dosisfindung 

Verteilung zwischen den löslichen (Ü) und Detergens (SDS, NP-40) unlöslichen (P) Fraktionen der 

G93A-hSOD1 unter Behandlung der Zellen mit 5, 10, 20, 30, 40 µmol/l anle138b und 40 µl DMSO als 

Kontrolle. Aufgetragen wurden 8 µg Gesamtprotein der Lysate der mit hSOD1-Plasmiden transfizier-

ten HEK293 Zellkultur. Zur Darstellung der hSOD1-Varianten wurde ein SOD1-Antikörper verwendet. 

Außerdem wurde zur Kontrolle des Zenrifugationsassays (Witan et al. 2008) und als Ladekontrolle das 

Histon H3 mit anti-Histon H3 visualisiert. Zur Darstellung im Balkendiagramm wurden die hSOD-

G93A-Banden densitometrisch gemessen. 
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Der Quotient Pellet/Überstand (P/Ü) zeigt, wie hoch der aggregierte Anteil der SOD1 

(Pellet) im Verhältnis zum gelösten Anteil (Überstand) ist. Jeder methodische Schritt, 

beginnend mit dem Ausplattieren der HEK293-Zellen bis zum Auftragen der Lysate 

zum Western Blotting, birgt trotz höchster Aufmerksamkeit bei der Durchführung 

Fehlerquellen, die die absolute SOD1-Menge beeinflussen können. Ferner ist nicht 

auszuschließen, dass die Plasmide abhängig von der SOD1-Mutante in unterschied-

lichen Mengen exprimiert werden sowie unterschiedlich toxisch sind, sodass die Ge-

samt-SOD1-Menge, enthalten in den HEK293-Zellen, zwischen den Mutanten vari-

iert. Diese Fragen waren nicht Gegenstand dieser Arbeit. Es sollte die antiaggregati-

ve Wirkung von anle138b und somit der Shift von der Detergens unlöslichen Fraktion 

in die lösliche unter Behandlung mit anle138b untersucht werden. Der Fehler beim 

Vergleich absoluter Mengen wird beim Vergleich von Quotienten vermieden. 

Dieser Versuch wurde zweimalig durchgeführt und ergab in Summe den niedrigsten 

P/Ü-Quotienten (P=Pellet, Ü=Überstand) bei einer Konzentration von 30 µmol/l (Ab-

bildung 10). Daneben fällt im Western Blot (Abbildung 9) auf, dass bei der Lyse und 

in der Probenaufbereitung für den Western Blot Dimere und unterschiedlich große 

Oligomere der SOD1 in den Präzipitaten erhalten bleiben. Diese wurden bei der 

Quantifizierung mitberücksichtigt. Die Überstände sind frei von sonstigen Banden 

außer der SOD1 als Monomer. Das spricht dafür, dass im angewendeten Zentrifuga-

tionsassay tatsächlich ausschließlich lösliche SOD1-Fraktionen im Überstand er-

scheinen. Wogegen die Präzipitate diverse Erscheinungsformen der SOD1-

Quartiärstruktur enthalten. Das Histon H3 wurde zur Ladekontrolle und als Qualitäts-

kontrolle für den Zentrifugationsassay angefärbt. Das Histon H3 als Bestandteil eines 

Histon-Oktamers, das im Zellkern jeder eukaryoten Zelle vorkommt, setzt sich als 

Oktamer durch die Ultrazentrifugation im Pellet ab (Witan et al. 2008) und ist somit 

ein Indikator für die Pelletierung von Proteinpolymeren.  

Im folgenden Balkendiagramm (Abbildung 10) sind die Quotienten P/Ü aus der den-

sitometrischen Messung der hSOD1-G93A-Banden dargestellt. 
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Abbildung 10: SOD1-G93A-Aggregation in anle138b-Verdünnungsreihe in zwei 

Zellkulturversuchen (HEK293-Zellen) 

Für 30 µmol/l zeigt sich in beiden Versuchen ein reduziertes Niveau für den Quotienten.  

Balkendiagramm zu Quotienten der Detergens (SDS, NP-40) unlösliche SOD1-G93A aus den Pellets 

(P) zur löslichen SOD1-G93A aus den Überständen (Ü), P/Ü. Der Quotient der Kontrolle ist gleich 1 

(grün) und die Quotienten aus zwei Versuchen (Versuch 1 dunkelblau, Versuch 2 hellblau) mit je 5, 

10, 20, 30 und 40 µmol/l davon in Prozent. Auf der Abszisse sind die anle138b-Konzentarionen, auf 

der Ordinate die Prozentwerte der P/Ü-Quotienten aufgetragen.  

 

 

Wie bereits erwähnt, zeigte sich in der Untersuchung von Wagner et al. zur Biover-

fügbarkeit von anle138b bei Mäusen eine Konzentration von ca. 30 µmol/l=30 

nmol/ml im Gehirn ca. fünf Stunden nach oraler Ein-Mal-Gabe von 5 mg anle138b 

(Wagner et al. 2013). 
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3.3 Wirkung von anle138b auf hSOD1 in Zellkultur 

3.3.1 Reduktion der Proteinaggregation unter anle138b in Zellkultur 

Unter Einsatz von 30 µmol/l anle138b wurde in diesem Versuch die antiaggregative 

Wirkung auf die Mutanten G85R, G93A und 127X der hSOD1 in der HEK293-

Zellkultur mittels Dot Blot untersucht (Abbildung 11). 

 

 

Abbildung 11: Dot Blot aus Zellkulturlysaten zur semiquantitativen Bestimmung des 

Quotienten P/Ü 

LV steht für Leervektor (Kontrolle). Verteilung zwischen den löslichen (Ü) und Detergens (SDS, NP-

40) unlöslichen (P) Fraktionen der hSOD1 und ihrer Mutanten unter Behandlung der Zellen mit an-

le138b und mit DMSO. Aufgetragen wurden 30 µg Gesamtprotein der Überstände und Pellets von 

Lysate der mit hSOD1-Plasmiden und ihrer Mutanten transfizierten HEK293-Zellkultur. Zur Darstellung 

der hSOD1-Mutanten wurde ein SOD1-Antikörper verwendet. Die Dots wurden densitometrisch aus-

gemessen. 

 

 

Die Dots wurden densitometrisch gemessen. Im Folgenden sind die entsprechenden 

Box Plot-Diagramme mit je vier Versuchen zur Verteilung von P/Ü für Placebo und 

Verum (anle138b) für die Mutanten G85R, G93A und 127X gezeigt (Abbildung 12, 13 

und 14). 
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Verteilung der hSOD1-G85R zwischen P/Ü in HEK-293-Zellen unter der

Behandlung mit anle 138b (Verum)
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Abbildung 12: Einfluss von anle138b auf die Aggregation von hSOD1-G85R in HEK293-

Zellkultur 

Das Diagramm zeigt Box Plots zur Verteilung der Quotienten aus P/Ü (y-Achse) mit einer Reduktion 

des Quotienten unter Behandlung mit anle138b (Verum). Es wurden vier Versuche durchgeführt. Sta-

tistisch ist das Ergebnis nicht signifikant. 
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Verteilung der SOD1-G93A zwischen P/Ü in HEK-293-Zellen unter der

Behandlung mit anle 138b (Verum)
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Abbildung 13: Einfluss von anle138b auf die Aggregation von hSOD1-G93A in HEK293-

Zellkultur 

Das Diagramm zeigt Box Plots zur Verteilung der Quotienten aus P/Ü mit einer Reduktion des Quoti-

enten unter der Behandlung mit anle138b (Verum). Es wurden vier Versuche durchgeführt. Statistisch 

ist das Ergebnis nicht signifikant. 
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Verteilung der SOD1-127x zwischen P/Ü in HEK-293-Zellen unter der

Behandlung mit anle 138b (Verum)
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Abbildung 14: Einfluss von anle138b auf die Aggregation von hSOD1-127X in HEK293-

Zellkultur 

Das Diagramm zeigt Box Plots zur Verteilung der Quotienten aus P/Ü (y-Achse) mit einer Tendenz 

zum Anstieg des Quotienten unter der Behandlung mit anle138b (Verum). Es wurden vier Versuche 

durchgeführt. Statistisch ist das Ergebnis nicht signifikant. 

 

 

Für die Mutanten G85R und G93A kann eine Verschiebung des P/Ü-Quotienten zu 

niedrigeren Werten gezeigt werden, die allerdings statistisch keine Signifikanz auf-

weist (Abbildung 12 und 13). Für die Mutante 127X hingegen ist der Effekt der Ag-

gregatreduktion mit dieser Methode nicht nachzuweisen (Abbildung 14). Der Quotient 

P/Ü steigt sogar. Nebenbei ist aufgefallen, dass die Summe der P-und Ü-Signale, 

somit die gesamte lösliche und Detergens (SDS, NP-40) unlösliche hSOD1-Menge, 

unter der Behandlung von anle138b tendenziell zunimmt, was für einen Akkumulati-

onseffekt spricht. Dieser in vitro-Versuch mit HEK293 und Überexpression von 

hSOD1 und ihren Mutanten wurde vier Mal durchgeführt. Die densitometrische Mes-

sung der SOD1-Signale wurde statistisch mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test un-

tersucht. 
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3.3.2 Akkumulation der Gesamt-hSOD1 in HEK293 unter Behand-

lung mit anle138b 

 

Zusätzlich zur Verteilung der SOD1 zwischen der löslichen und unlöslichen Fraktion 

wurden diese beiden Anteile zusammengelegt und so die Gesamtmenge der SOD1 

je Mutante in Abhängigkeit von der Behandlung mit anle138b erfasst (Abbildung 15). 

 

 

 

Abbildung 15: Gesamt-SOD1 in HEK293-Zellen unter Behandlung mit anle138b 

Das Diagramm zeigt die gesamte SOD1-Menge (P+Ü) der Dot Blots mit einer Tendenz zur Zunahme 

der SOD1 unter der Behandlung mit anle138b (Verum, blau). Statistisch sind die Differenzen nicht 

signifikant (wt: p=0.1809, n=4; G85R: p=0.433, n=4; G93A: p=0.304, n=4; 127X: p=0.1505, n=4). 

 

 

Tendenziell erhöht anle138b die SOD1-Menge in den HEK293-Zellen bei allen unter-

suchten Mutanten bis auf G85R, wobei die Unterschiede statistisch nicht signifikant 

sind. 
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3.3.3 Kontrolle der Ultrazentrifugation der Detergens-unlöslichen 

hSOD1-Aggregate 

Zur Qualitätssicherung des Ultrazentrifugationsassays wurde im Western Blot der 

Zelllysate die hSOD1 und ihre Mutanten sowie das Histon H3 dargestellt (Abbildung 

16). Die fehlenden Histon H3-Signale über den Überständen bestätigen die Qualität 

der Ultrazentrifugation. Das Histon H3 als Indikator für Proteinaggregate lässt sich 

nur im Pellet detektieren. 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Kontrolle des Ultrazentrifugationsassays 

In den Überstand-Proben lässt sich auf Höhe des Histon H3 keine Bande detektieren. A. Verteilung 

zwischen den löslichen (Ü) und Detergens unlöslichen (P) Fraktionen der hSOD1 und ihrer Varianten 

unter Behandlung der Zellen mit anle138b. Aufgetragen wurden 8 µg Gesamtprotein der Lysate der 

mit hSOD1-Plasmiden transfizierten HEK293-Zellkultur. Zur Darstellung der hSOD1-Varianten wurde 
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ein SOD1-Antikörper verwendet. Außerdem wurde zur Kontrolle des Zenrifugationsassays (Witan et 

al. 2008) und als Ladekontrolle das Histon H3 mit anti-Histon H3 visualisiert.  

B. Verteilung zwischen den löslichen (Ü) und Detergens unlöslichen (P) Fraktionen der hSOD1 und 

ihrer Varianten unter Behandlung der Zellen mit DMSO als Kontrolle. Aufgetragen wurden 8 µg 

Gesamtprotein der Lysate der mit hSOD1-Plasmiden transfizierten HEK293-Zellkultur. Zur Darstellung 

der hSOD1-Varianten wurde ein SOD1-Antikörper verwendet. Außerdem wurde zur Kontrolle des 

Zentrifugationsassays (Witan et al. 2008) und als Ladekontrolle das Histon H3 mit anti-Histon H3 

visualisiert. LV steht für Leervektor.  

 

 

3.4 Wirkung von anle138b auf hSOD1 im Mausmodell 

3.4.1 Exponentielle Akkumulation der SOD1-Aggregate im Rücken-

mark der B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse über die Lebensspan-

ne unter Behandlung mit anle138b 

Zur Untersuchung von Verteilung der hSOD1 im Rückenmark der B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse zwischen der löslichen und Detergens unlöslichen 

Fraktion erhielten die Mäuse mit anle138b versetztes Futter (Verumfutter) und wur-

den jeweils in Gruppen von vier bis fünf Tieren zu den Zeitpunkten 45, 70, 85, 100, 

120 Tage Mäusealter und im präterminalen Stadium präpariert und untersucht. Paral-

lel zu jeder Gruppe mit Verumfutter wurde eine Gruppe mit Placebofutter untersucht. 

Die Rückenmarkpräparate wurden nach der Lyse im Dot Blot ausgewertet (Abbildung 

17) und die Pixeldichte der SOD1-positiven Proteinsignale gemessen (Abbildung 18). 
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Beschreibung der Abbildungen auf der nächsten Seite 

 

Abbildung 17: Dot Blots aus Rückenmarklysaten transgener Mäuse zur semiquantitativen Be-

stimmung des Quotienten P/Ü 
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Verteilung zwischen den löslichen (Ü) und Detergens unlöslichen (P) Fraktionen der überexprimierten 

hSOD1-G93A in B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäusen abhängig vom Alter. A zeigt unbehandelte 

Tiere im Alter von 45 Tagen und Proben zweier wt-Mäuse. Die endogene SOD1 der wt-Mäuse war in 

dem Versuch nicht zu detektieren (keine Proteinsignale sichtbar). B zeigt Proben von Tieren im Alter 

von 70 Tagen, C 85 Tage, D 100 Tage, E 120 Tage und F zeigt präterminale Tiere. Gegenüber ge-

stellt in B bis F sind jeweils vier bis fünf Tiere mit Verumfutter (anle138b) und mit Placebofutter. Aufge-

tragen wurden 30 µg Gesamtprotein der Überstände und 150 µg der Pellets der Rückenmarklysate. 

Von den Pellets der präterminalen Tiere wurden 30 µg eingesetzt, da das Signal sonst im gesättigten 

Bereich war. Zur Darstellung der hSOD1-G93A wurde ein SOD1-Antikörper verwendet. 

 

 

Die Quotienten aus Pellet/Überstand sind im folgenden Diagramm für jede Maus aller 

Gruppen aufgetragen (Abbildung 18). 

 

 

Abbildung 18: SOD1-Aggregation im Rückenmark von G93A-Mäusen mit Placebo- und 

Verumfutter (anle138b) 

Auf der x-Achse ist das Alter der Tiere in Tagen, auf der y-Achse der Quotient Pellet/Überstand der 

densitometrischen Blot-Auswertungen aufgetragen. Es wurden sechs Gruppen (45, 70, 85, 100, 
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120 Tage und präterminal) von je vier bis fünf Tieren mit Verumfutter (blau) und Kontrollgruppen mit 

Placebofutter (grün) untersucht. Das Punktediagramm zeigt bei den Mäusen mit Verumfutter eine 

wesentlich stärker ausgeprägte Anreicherung der Proteinaggregate als in der Kontrollgruppe mit Pla-

cebofutter. Es lässt sich unter Behandlung mit Verumfutter mit fortschreitendem Alter eine exponenti-

elle Zunahme der SOD1-Aggregation ablesen. 

 

 

Das Punktediagramm zeigt bei den Tieren mit Placebofutter mit zunehmendem Alter 

eine leichte Anreicherung der Detergens unlöslichen SOD1-Anteile. Die SOD1-

Aggregate bei den Tieren mit Verumfutter nehmen vom Beginn der Behandlung bis 

zu ihrem Tod gar annähernd exponentiell zu. Dieses Ergebnis steht im deutlichen 

Gegensatz zu den Ergebnissen der in vitro-Versuche und der Hypothese zu an-

le138b als antiaggregative Substanz. 

 

3.4.2 Gesamt-SOD1-G93A im Rückenmark der B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse 

Die Summen der densitometrisch erfassten Signale für die löslichen und Detergens 

unlöslichen Fraktionen ergab ebenfalls ein bemerkenswertes Ergebnis (Abbildung 

19). 
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Abbildung 19: Gesamt-SOD1-G93A im Rückenmark der B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse mit 

Placebo- (grün) und Verumfutter (anle138b, blau) im Alter von 70 Tagen bis präterminal 

symptomatisch mit ca. 135 Tagen 

Für diese Darstellung wurden die Werte P und Ü addiert und über die vier bis fünf Tiere pro Alters-

gruppe gemittelt. Unter der Behandlung mit anle138b zeigt sich bei den jüngeren, asymptomatischen 

Tieren eine reduzierte Menge an SOD1-G93A und bei Einsetzen der Symptome bei den älteren Tie-

ren eine vermehrte Akkumulation von SOD1-G93A unter Behandlung mit anle138b im Vergleich zu 

den unbehandelten Tieren. Die Ergebnisse in den Gruppen 70 d und 120 d sind für das Signifikanzni-

veau p=0,05 signifikant (70 d: p=0.0035, n=5; 85 d: p=0.0896, n=4; 100 d: p=0.209, n=5; 120 d: 

p=0.0295, n=4; Sympt.: p=0.0552, n=4). 

 

 

Im Alter von 70 Tagen weist die Gruppe mit Verumfutter (anle138b) eine signifikant 

geringere Menge Gesamt-SOD1 auf (p=0.0035, n=5). Auch im Alter von 85 und 

100 Tagen ist dieser Unterschied noch vorhanden, allerdings nicht signifikant 

(p=0.0896, n=4 und p=0.209, n=5). Im Alter von 120 Tagen übersteigt nun die Ge-

samt-SOD1-Menge der Verum-behandelten Tiere die Menge der Placebotiere signi-

fikant (p=0.0295, n=4). Präterminal übersteigt die SOD1-Menge bei der Verumgrup-

pe die SOD1-Menge der Placebogruppe jedoch nicht signifikant (p=0.0552, n=4). 

Nimmt man hier einen Ausreißer der jeweils vier Tiere pro Gruppe heraus, ist auch 

dieser Unterschied signifikant (p=0.0099, n=3). 
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3.5 Anle138b ohne neuroprotektiven Effekt im Mausmodell 

3.5.1 Die immunhistochemische Färbung der α-Motoneurone der 

Intumescentia lumbalis zeigt keinen neuroprotektiven Effekt durch 

anle 138b 

Ziel dieses Versuchs war, eine potentielle neuroprotektive Wirkung von anle138b auf 

die α-Motoneurone des Vorderhorns im Rückenmark von ALS-Modellmäusen zu un-

tersuchen.  

Die immunhistochemische Färbung zeigte ChAT-positive und in ihrer Größe deutlich 

herausstechende Zellen im Vorderhorn des lumbalen Rückenmarks der B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse (Abbildung 20). 

 

 

Abbildung 20: Rückenmarkschnitt der Intumescentia lumbalis einer B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Maus mit gefärbten α-Motoneuronen (ChAT-positiv), im vergrößerten 

Ausschnitt markiert mit roten Pfeilen 

 

 

Ebenfalls typisch für α-Motoneurone ist die Anordnung in Zellverbänden. Vergleich-

bare Zellen waren im Hinterhorn nicht auszumachen. Ab einer Größe von 400 µm² 

wurden diese Zellen als α-Motoneuron gewertet und in die Zählung eingeschlossen. 

Das Ergebnis der Zählung ist in folgender Tabelle dargestellt (Tabelle 5). 
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tg, Verum tg, Placebo 

Maus Nr., 
im Versuch 

α-Motoneurone pro 
Vorderhorn (Mittelwert 
aus 10 Schnitten) 

Maus Nr., 
im Versuch 

α-Motoneurone pro 
Vorderhorn (Mittel-
wert aus 10 Schnitten) 

1      6,7 2 6,15 

5        2,5 4 2 

7        2,29 6 1,6 

8     3,5 10 1 

9    2,4 12 1,36 

14    3,7 15 4,1 

19      4,28 16 4,74 

22   1,7 17 4,92 

25     5,7 18 3 

29     7,15 23 4,4 

    24 5,11 

    26 4,3 

    28 5,3 

Mittelwert 3,992 Mittelwert 3,690769231 

Tabelle 5: Mittelwerte der α-Motoneuronzählungen 

 

 

Pro Maus wurden zehn Schnitte gefärbt und die der Definition entsprechenden Zellen 

in je einem Vorderhorn gezählt. Für jedes Tier wurde dann ein arithmetisches Mittel 

pro Vorderhorn berechnet. Für beide Gruppen, Placebo und Verum, wurde sodann 

das arithmetische Mittel aus allen untersuchten Mäusen berechnet und ergab für die 

Verumgruppe rund 4,0 und für die Placebogruppe 3,7 Zellen pro Vorderhorn. Für die 

statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test herangezogen, wo-

bei in der Verumgruppe 10 Tiere und in der Placebogruppe 13 Tiere berücksichtigt 

wurden. Das Ergebnis ist in folgendem Box Blot dargestellt (Abbildung 21). Die Zell-

zahl der Verum-behandelten Tiere ist nicht signifikant höher (p=0,83, n=10). 
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α-Motoneurone der Intumescentia lumbalis von 13 Plazebo- und 10 Verum 

(anle 138b) behandelten Mäusen, Zellzahl pro Vorderhorn
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Abbildung 21: Die Zählung der α-Motoneurone im Rückenmark von B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäusen mit Placebofutter gegenüber Verumfutter (anle138b) zeigt keinen 

signifikanten neuroprotektiven Effekt (p=0,83, n=10) 
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4. Diskussion 

4.1 Verdünnungsversuche 

Die Verdünnungsversuche (Absatz 3.2, Abbildung 10) zeigten beim Mittelwert aus 

zwei Ansätzen bei 30 µmol/l anle138b eine Reduktion des P/Ü-Quotienten gegen-

über der Kontrolle mit DMSO. Diese Konzentration wurde auch in den Folgeversu-

chen eingesetzt. Die Banden des Histon H3 dienen neben der Ladekontrolle auch als 

Indikator der Pelletierung von Detergens unlöslichen Proteinanteilen aus dem Intra-

zellulärraum (Witan et al. 2009). So lassen sich in den Proben der Überstände (Ü) 

keine Banden darstellen. Dies belegt die Effizienz des verwendeten Verfahrens, be-

stehend aus Probenaufbereitung und Ultarzentrifugation, sodass davon auszugehen 

ist, dass sich alle nicht-löslichen Bestandteile des Zellinneren im Pellet anreichern. 

Ferner ist zu sehen, dass sowohl bei niedrigerer (10 und 20 µmol/l) als auch bei hö-

herer (40 µmol/l) anle138b-Konzentration die Reduktion des P/Ü-Quotienten aus-

bleibt oder dieser sogar steigt. Da aus bisherigen Publikationen zu anle138b nicht 

hervorgeht, über welchen Mechanismus der antiaggregative Effekt zustande kommt 

oder welche intrazellulären Systeme beeinflusst werden, lassen sich über die Gründe 

für sichtbare Effekte nur Hypothesen aufstellen. Mögliche Anhalte für Wirkmecha-

nismen von anle138b werden in den nachstehenden Abschnitten diskutiert. 

 

4.2 Proteinaggregation unter anle138b in Zellkultur 

In Zellkultur ließ sich durch anle138b die Reduktion des P/Ü-Quotienten für die Mu-

tanten G85R und G93A tendenziell zeigen. Allerdings ist das Ergebnis nicht signifi-

kant. Bei der Mutante 127X stieg sogar der P/Ü-Quotient, wenn auch nicht signifikant 

(Abbildungen 12, 13, 14). 

Wagner et al. zeigten 2013 in ihrer Arbeit eine antiaggregative Wirkung im Modell für 

M. Parkinson und bei Prionproteinen mit signifikantem Überlebensvorteil entspre-

chender behandelter Modellmäuse (Wagner et al. 2013). Die für fALS typischen 

Lewy-body-like hyaline inclusion (LBHI) (Kato et al. 2000) unterscheiden sich jedoch 

in ihrer Ultrastruktur von den für M. Parkinson typischen Lewy-Körperchen und vom 

Prion-Amyloid-β (Chiti und Dobson 2006), was ein Grund für den weniger eindeuti-

gen antiaggregativen Effekt in dieser Arbeit sein kann.  
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Unsere Zellkultur war ca. zwölf Stunden dem Transfektionsmedium samt der cDNA 

für die SOD1 ausgesetzt. Anschließend wurde das Medium gewechselt, anle138b 

zugefügt und weitere 24 Stunden inkubiert. Die Auswertung erfolgte einzeitig. Wie 

sich die ersten zwölf Stunden ohne Behandlung auswirken und wie sich die Dynamik 

der SOD1-Aggregation darstellt und ob zu einem bestimmten Zeitpunkt nicht doch 

ein besserer antiaggregativer Effekt zu zeigen ist, lässt sich aus dieser Arbeit nicht 

ersehen. Es wäre denkbar, anle138b z. B. nach 4, 8, 12 Std. hinzuzugeben, um so 

zu einem früheren Zeitpunkt die potentielle antiaggregative Wirkung zeigen zu kön-

nen. Wenn die Wirkung darin besteht, die Aggregation zu verhindern und weniger 

darin, die Aggregate aufzulösen, müsste anle138b zeitgleich mit der Transfektion 

appliziert werden. Zudem wären höherfrequente Messungen, beispielsweise stünd-

lich, sinnvoll, um die Dynamik der Proteinaggregation im Zeitverlauf zu beschreiben. 

In jedem Fall könnten weitere Studien die Wirkung von anle138b auf die hSOD1-

Aggregation noch tiefer beleuchten. 

Nach Stathopulos et al. kann Sonication generell zur Ausbildung von Proteinpräzipi-

taten führen (Stathopulos et al. 2004). Um diesen Störfaktor möglichst gering zu hal-

ten, wurde in kurzen Intervallen bei ständiger Kühlung sonifiziert. Dieser Fehler sollte 

außerdem in allen Proben gleich sein und daher auch die Kontrollen betreffen, so-

dass der spezifische anle138b-Effekt messbar bliebe. 

Wie anle138b seine Wirkung entfaltet und welche Zellsysteme es beeinflusst, bleibt 

nach unserer Arbeit offen, war allerdings auch nicht Gegenstand dieser. 

In Zusammenschau mit den tendenziell gestiegenen Gesamtproteinmengen der Mu-

tanten (außer G85R) und besonders der Wildtyp-SOD1, tut sich die Vermutung auf, 

dass möglicherweise der in viele Zellsysteme wie Metabolismus, Apoptose, Signal-

übertragung, Immunantwort und Qualitätskontrolle der Proteine maßgeblich involvier-

te proteasomale Proteinabbauapparat (Tanaka 1998) beeinträchtigt oder dass ande-

rerseits die Transkription und damit die Proteinbiosynthese gesteigert wird. Eine wei-

tere Erklärung zur Akkumulation der Gesamt-SOD1-Menge liefert die Evidenz zur 

Fehlverteilung der mutierten SOD1 (Ido et al. 2011). Dazu siehe 4.3. 

Der Anstieg der Gesamtproteinmenge fällt bei der 127X-Mutante besonders deutlich 

aus. Diese Akkumulation kann bei Überladung der Zellen mit SOD1 der Grund für 

den ansteigenden P/Ü-Quotienten sein. Die Fotografie der mit Mutante 127X trans-

fizierten Zellen (Abbildung 8) zeigt ebenfalls deutlich mehr GFP-Signal als die der 

anderen Mutanten. 
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4.3 Molekularbiologische Untersuchung des Rückenmarks der 

B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse 

Die molekularbiologische Untersuchung der SOD1-Fraktionen im Rückenmark der 

B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse ergab zum Teil beeindruckende Ergebnisse. 

Bei der Diskussion der Daten ist zu bedenken, dass durch die Präparation und Auf-

arbeitung des vollständigen Rückenmarks die SOD1 sowohl in den Motoneuronen 

als auch in allen anderen im Rückenmark enthaltenen Zellen (z. B. Interneurone, ve-

getative Neurone, sensible Neurone, Zellen der Gefäßwände, Zellen der Hirnhäute) 

und im Extrazellulärraum betrachtet wird.  

Durch den Einsatz von anle138b in vivo ist ebenfalls zu bedenken, dass Stoffwech-

selvorgänge einerseits von anle138b als lipophile Substanz beeinflusst werden kön-

nen. So sind intrazelluläre Membranen wie das endoplasmatische Retikulum und der 

Golgi-Apparat an der Proteinbiosynthese beteiligt. Die Einlagerung von anle138b in 

die Membranen kann unvorhersehbare Effekte auf deren Funktion in sich bergen. 

Andererseits ist die Substanz selbst dem Stoffwechsel ausgesetzt. Wobei vorange-

gangene Untersuchungen zeigten, dass anle138b eine gute Bioverfügbarkeit auf-

weist, die Blut-Hirn-Schranke passieren kann und sich im Hirngewebe gut messbar 

anreichert (Wagner et al. 2013). 

Ein weiterer Grund für die abweichenden Ergebnisse von den Versuchen in HEK293-

Zellkultur mag die Zellkultur an sich sein, die nicht aus Nervenzellen besteht und so-

mit die spezifische Neurotoxizität und ihre Folgen für die Proteinkonzentrationsmes-

sungen ausblendet. Zumal bei der ALS im Besonderen Motoneurone betroffen sind. 

Die Abbildung 18 zeigt die Entwicklung des Quotienten P/Ü in Abhängigkeit vom Al-

ter der Mäuse mit einem leichten annähernd linearen Anstieg unter Behandlung mit 

Placebofutter. Dagegen folgt die Zunahme des Quotienten bei den Mäusen mit Ver-

umfutter (anle138b) einer exponentiellen Dynamik, entweder durch exponentielle 

Zunahme der Detergens unlöslichen Fraktion (Aggregate) oder durch die exponenti-

elle Abnahme der löslichen Anteile, ganz im Gegensatz zu unseren Erwartungen, an 

eine antiaggregative Substanz.  

Die Gesamt-SOD1-Menge im Rückenmark der transgenen Mäuse (Abbildung 19) 

entwickelt sich unter Behandlung mit Verumfutter ebenfalls bemerkenswert. So ent-

hält das Rückenmark der jungen, 70 Tage alten Mäuse mit Verumfutter signifikant 

weniger SOD1 als das Gewebe gleichaltriger Mäuse mit Placebofutter. In der Alters-
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spanne von 100 bis 120 Tagen zeigt die Auswertung eine Zunahme und schließlich 

einen höheren SOD1-Gehalt unter der Behandlung mit anle138b bei präterminalen 

Mäusen. 

Ido et al. beschreiben in ihrem Review die verstärkt lipophile Struktur mutierter SOD1 

im Gegensatz zur hydrophilen wt-SOD1 (Ido et al. 2011). Die lipophilen Anteile der 

mutierten SOD1 führen zur Fehlverteilung des Proteins. So wird mutierte SOD1 

durch den spannungsabhängigen Anionenkanal (voltage-dependent anion channel, 

VDAC1) in Mitochondrien geschleust (Ido et al. 2011, Israelson et al. 2010). Über 

das endoplasmatisch retikuläre Chaperon Protein GRP78/Bip gelangt mutierte SOD1 

ins endoplasmatische Retikulum und verursacht dort ER-Stress (Ido et al. 2011). 

Über die neurosekretorischen Proteine Chromogranin A (ChgA) und B (ChgB) gelan-

gen SOD1-Mutanten in den Golgi-Apparat, über diesen aus der Zelle heraus und 

führen zudem zu seiner Fragmentierung (Ido et al. 2011). Durch seine lipophilen Ei-

genschaften könnte anle138b diese Translokationen verstärken und im Zuge dessen 

zu einem geringeren Abbau der SOD1 durch das im Zytosol lokalisierte proteasoma-

le System beitragen. In den Versuchen mit HEK293-Zellkultur wurde das Nährmedi-

um nicht auf Proteingehalt untersucht, dabei könnten aus den Zellen geschleuste 

SOD1-Anteile unberücksichtigt geblieben sein und so den weniger dramatischen An-

stieg der Gesamt-SOD1-Menge erklären. Hinweise darauf, dass der SOD1-Shift 

nicht neuroprotektiv ist, liefert Stella Thyssens Arbeit, in der mit anle138b behandelte 

Mäuse gegenüber Mäusen mit Placebofutter keinen signifikanten Unterschied in der 

Überlebensdauer und Erhalt der motorischen Fähigkeiten aufwiesen (Abbildungen 22 

und 23) (Thyssen 2012). 

 

Laut Durand et al. haben Fehler in der embryonalen und postnatalen Entwicklung 

und Reifung des ZNS wesentlichen Einfluss auf die Neurodegeneration zu späteren 

Lebensphasen (Durand et al. 2006). Frühe Abweichungen der elektrischen Aktivität 

von Motoneuronen in ALS-Modellmäusen weisen auf Schäden in der Vernetzung von 

Zellen und bei einzelnen Zellen hin (Durand et al. 2006). Auch das wäre eine Erklä-

rung für die insuffiziente Therapie junger erwachsener Mäuse mit einer antiaggrega-

tiven Substanz. 
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4.4 Immunhistochemische Färbung der α-Motoneurone des Lum-

balmarks der B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse 

Die Zählung der α-Motoneurone in der Intumeszentia lumbalis der B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse zeigte zwischen der Verumgruppe (Mittelwert: 4 Zel-

len) und der Placebogruppe (Mittelwert: 3,7 Zellen) keinen signifikanten Unterschied. 

Bei einer Anzahl von 10 (Verum) und 13 (Placebo) Tieren pro Gruppe kann von ei-

nem repräsentativen Ergebnis ausgegangen werden. Dieses Ergebnis deckt sich 

auch mit den Überlebensdaten der Tiere aus der Arbeit von Stella Thyssen (Abbil-

dung 22). Sie konnte zeigen, dass die Verum behandelten Tiere keinen Überlebens-

vorteil gegenüber den Placebo behandelten Tieren hatten (Thyssen 2012).  

Bereits 1995 zeigten Dal Canto und Gurney die deutlichen morphologischen Verän-

derungen der Vorderhornneurone, der umliegenden weißen Substanz und der vorde-

ren Nervenwurzeln bei transgenen SOD1-Mäusen, beginnend im Alter von ca. zwei 

Monaten (Dal Canto und Gurney 1995). Diesen Veränderungen folgen klinische Zei-

chen ab einem Alter von 80 Tagen ähnlich der ALS bei Menschen mit dem histopa-

thologischen Korrelat des Motoneuronuntergangs (Dal Canto und Gurney 1995). 

In dieser Arbeit zogen wir die Zählung der Motoneurone als Methode für die Mes-

sung der neuroprotektiven Wirkung von anle138b heran. Die Zählung erfolgte ver-

blindet im Hinblick auf Tier- und Gruppenzugehörigkeit nach klar definierten Kriterien. 

Die Tiere wurden in einem Alter von 100 Tagen untersucht. Somit lässt sich aus die-

ser Arbeit keine Aussage über den zeitlichen Verlauf oder die morphologischen De-

tails des Zelluntergangs treffen.  

Untersuchungen von Fischer et al. haben gezeigt, dass lange bevor Motoneurone im 

Vorderhorn des Rückenmarks von Modellmäusen untergehen oder gar Proteinag-

gregate im histologischen Präparat nachzuweisen sind, Denervierungszeichen an 

den motorischen Endplatten in der Muskulatur auftreten (Fischer et al. 2004). Es lie-

gen Hinweise vor, dass allein die Expression von mutierten SOD1-Spezies in Ner-

venzellen ausreicht, um Neurotoxizität und ALS-Symptome bei den B6SJL-

Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse zu induzieren (Deng et al. 1993, Jaarsma et al. 2008). 

Beides stützt die Hypothese, dass nicht die Proteinaggregate sondern andere SOD1-

Fraktionen und/oder sonstige Mechanismen zur nachweislichen Apoptose führen. In 

die gleiche Richtung deuten auch die Ergebnisse unserer Arbeit unter 3.3, wo der 

exponentielle Anstieg des P/Ü-Quotienten bei Verum behandelten Tieren zu sehen 
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ist, ohne dass diese Tiere früher versterben oder Abweichungen in der Zahl der Mo-

toneurone aufweisen. Anle138b führt durch einen in dieser Arbeit nicht untersuchten 

Mechanismus zur Zunahme der Proteinaggregate ohne nachweisliche Neuroprotek-

tion. Diese Befunde in Zusammenschau mit den bereits in diesem Absatz aufgeführ-

ten Hinweisen legen die Hypothese nahe, dass die Proteinaggregate eine Art Depot 

der Zelle für toxische Proteinspezies darstellen ohne selbst als solche der einzelnen 

Zelle zu schaden. Dieses Depot kann am Ende einer Stoffwechselkaskade gerichtet, 

im Rahmen eines Entgiftungsmechanismus, oder ungerichtet, eher als Zufallsprodukt 

vorhergehender insuffizienter Abbaumechanismen, entstehen. 
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5. Zusammenfassung 

Die Amyotrophe Lateralsklerose wurde erstmalig 1873 von Jean Martin Charcot be-

schrieben und ist eine in den meisten Fällen tödlich verlaufende, progrediente neuro-

degenerative Erkrankung des vorzugsweise mittleren bis höheren Lebensalters. Sie 

betrifft in erster Linie die motorischen Nervenbahnen, die in der Pyramidenbahn 

durch das erste, kortikal gelegene, und zweite, im Hirnstamm oder spinal gelegene, 

Motoneuron repräsentiert sind. Es gibt Verläufe mit primärer Affektion der Extremitä-

tenmuskulatur oder in ca. 25% der Hirnnervenkerne mit bulbärem Verlauf (Körner et 

al. 2011). Mit zunehmendem Krankheitsverlauf kommt es bei den Betroffenen zu 

Lähmungen der Willkürmotorik mit Beteiligung der Schlund-, Atem- und Atemhilfs-

muskulatur, sodass häufig Komplikationen wie Aspirationspneumonien oder Lungen-

embolien zum Tod führen oder die Patienten ohne eine unterstützende Beatmung an 

einer respiratorischen Insuffizienz versterben. Eine Beteiligung weiterer neuronaler 

Strukturen mit entsprechenden neurologischen Ausfällen wird ebenfalls beschrieben. 

In dem Rahmen weiß man von Degeneration des frontotemporalen Kortex, der Ba-

salganglien und der lange als nicht betroffen geglaubten somatosensiblen Bahnen 

und der Okulomotorik (Iglesias et al. 2015, Iwanaga et al. 1997, Leveille et al. 1982). 

Eine Beteiligung frontaler kortikaler Areale führt zu dementieller Entwicklung und wird 

als frontotemporale Demenz (FTD) bezeichnet. Die FTD kann isoliert oder als Misch-

bild mit einer ALS auftreten. 

Etwa 90% der ALS-Fälle treten sporadisch auf. Die restlichen 5-10% folgen unter-

schiedlichen Vererbungsmustern (z. B. autosomal dominant, autosomal rezessiv, x-

chromosomal) mit Mutationen in 12 bis heute beschriebenen Genen. Wobei Genmu-

tationen auch bei Patienten mit sporadischem Auftreten der Erkrankung nachweisbar 

sind. Was dafür spricht, dass entweder Neumutationen auftreten oder die klinische 

Manifestation der ALS einer unterschiedlichen Penetranz unterliegt bis zu asympto-

matischen Mutationsträgern. Und diese Beobachtung wiederum suggeriert das Zu-

sammenspiel von Genetik, Epigenetik und Umwelteinflüssen. Die drei häufigsten be-

troffenen Gene sind die SOD1 (Superoxiddismutase 1), ca. 10% der familiären ALS 

betreffend, das TDP-43 (transactive response DNA-binding protein 43 kDa) und FUS 

(fused in sarcoma) (Andersen und Al-Chalabi 2011). 

Zum heutigen Zeitpunkt beschränkt sich die kausale Therapie auf den Glutamatanta-

gonisten Riluzol, basierend auf der Hypothese der Exzitotoxizität einer erhöhten Glu-
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tamatkonzentration im ZNS-Parenchym (Bensimon et al. 1994). Riluzol verlängerte 

das Überleben der Betroffenen in der Zulassungsstudie von 1994 um ca. drei Monate 

(Bensimon et al. 1994). Daneben wurden in der Vergangenheit unterschiedliche Pa-

thomechanismen wie unter anderem die mitochondriale Dysfunktion, Toxizität durch 

reaktive Sauerstoffspezies oder eine entzündliche Genese diskutiert, führten jedoch 

bei nachweislichen Pathologien nicht zur Identifizierung eines erfolgsversprechenden 

therapeutischen Targets. Neueste Untersuchungen liefern den dringenden Hinweis 

auf eine Prion-ähnliche Ausbreitung des TDP-43 über synaptischen Kontakt zwi-

schen den Zellen (Braak et al. 2013). 

Ein typisches Merkmal der ALS, ähnlich neurodegenerativen Erkrankungen wie Alz-

heimerdemenz (β-Amyloid) und dem Morbus Parkinson (α-Synuclein), sind intraneu-

ronale Proteineinschlüsse (Uversky 2010), die sich in diesem Fall neben anderen 

Proteinen, wie dem erwähnten TDP-43 oder Ubiquitin, SOD1-positiv darstellen las-

sen (Kato et al. 2000). Aus dieser Beobachtung resultierte der Begriff der Proteinopa-

thien mit der Hypothese einer Toxizität der Proteineinschlüsse, respektive Proteinag-

gregate. 

Im Jahr 2013 präsentierte die Arbeitsgruppe um A. Giese und C. Griesinger ein neu-

es antiaggregatives Compound mit der Bezeichnung anle138b. In vitro und in vivo 

Studien an Mausmodellen für den M. Parkinson und für die Prionenerkrankung 

Creutzfeld-Jakob-Disease (CJD) zeigten eine Reduktion der Proteinaggregate und 

einen Überlebensvorteil für die mit anle138b behandelten Mäuse (Wagner et al. 

2013). 

In dieser Arbeit und in den parallel von Stella Thyssen durchgeführten Studien wurde 

in vitro und in vivo an SOD1-ALS-Modellmäusen die antiaggregative Wirkung mit 

molekularbiologischer Untersuchung des Rückenmarks (Absatz 3.4.1), die neuropro-

tektive Wirkung mit histologischer Aufarbeitung und Zählung der α-Motoneurone (2. 

Motorisches Neuron) im Vorderhirn des Rückenmarks (Absatz 3.5.1) und die Auswir-

kung auf die motorische Aktivität sowie ein Überlebensvorteil der Tiere (Abbildung 22 

und 23) untersucht (Thyssen 2012). Dazu wurde B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-

Mäusen, Modelltiere für die ALS mit der G93A-Mutation der SOD1, mit anle138b an-

gereichertes Futter verabreicht. Zudem wurden in HEK293-Zellkultur, die zu SOD1-

positiven Proteinaggregaten führenden und ALS verursachenden, SOD1-Mutationen 

G85R, G93A und 127X auf eine potentielle Reduktion der Proteinaggregate unter-

sucht (Absatz 3.3.1). 
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In der Zellkultur konnte anle138b bei den SOD1-Mutationen G85R und G93A die 

Proteinaggregation, allerdings nicht signifikant in dieser Arbeit, senken (Abbildung 12 

und 13). Bei der 127X-Mutation konnte kein Nachweis einer reduzierten Proteinag-

gregatmenge erbracht werden (Abbildung 14). Im Mausmodell kumulierten die Pro-

teinaggregate exponentiell im Laufe des Lebens der Tiere (Abbildung 18). Zudem 

konnte beobachtet werden, dass die Gesamt-SOD1-Menge sowohl in der Zellkultur 

als auch im Mausmodell unter Behandlung mit anle138b zunahm (Abbildung 15 und 

19). Die Auszählung der α-Motoneurone zeigte weitestgehend unveränderte Zellzah-

len unter Behandlung mit anle138b im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren und 

somit keinen neuroprotektiven Effekt (Abbildung 21 und Tabelle 5). Die Überlebens-

daten der Mausgruppen in den Studien von Stella Thyssen konnten bei den mit an-

le138b behandelten Mäusen gegenüber der Kontrollgruppe ebenfalls keinen Überle-

bensvorteil und ebenso wenig eine Verbesserung der motorischen Fähigkeiten 

nachweisen (Thyssen 2012). 

 

 

(Thyssen 2012) 

Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve für die Überlebenszeit der transgenen Mäuse 

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Überlebenszeit der behandelten und nicht 

behandelten transgenen Mäuse (Gruppe 1 und 2).  
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(Thyssen 2012) 

Abbildung 23: Koordinatorische und motorische Fähigkeiten (Rotarod-Versuch) 

Die behandelten und die nicht behandelten transgenen Mäuse (Gruppe 1, behandelte transgene 

Mäuse, und Gruppe 2, nicht behandelte transgene Mäuse) erfüllten auf dem Rotarod laufend ab der 

zehnten bzw. elften Woche die Zeitvorgabe von 300 Sekunden in zunehmender Anzahl nicht mehr. 

Die Fertigkeiten der Wildtyptiere blieben im Untersuchungszeitraum unbeeinträchtigt (Gruppe 3 und 

4). Der Rotarod-Versuch wurde zur Überprüfung der Laufleistung sowie von Koordination und 

Gleichgewicht vorrangig für Mäuse und Ratten entwickelt (Dunham und Miya 1957). 

 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weder in der SOD1-Zellkutur noch im SOD1 G93A-

Mausmodell (B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur-Mäuse) die antiaggregative oder neu-

roprotektive Wirkung von anle138b gezeigt werden. Dies kann diverse Gründe haben 

und wurde im Absatz 4.1 bis 4.4 diskutiert. Bemerkenswert ist aber, dass die Überle-

bensdauer und die motorischen Fähigkeiten trotz der exponentiellen Zunahme der 

Proteinaggregate unter Behandlung mit anle138b keinen Unterschied zu den unbe-

handelten Tieren aufweist. Diese Beobachtung suggeriert, dass die Proteinaggregate 
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für sich keinen zytotoxischen Effekt haben (Absatz 4.4). Hinweise auf die Neurotoxi-

zität von vorangehenden Proteinoligomeren lieferten in der Vergangenheit bereits 

Untersuchungen zu zytotoxischen SOD1-Oligomer-Epitopen (Redler et al. 2014). Die 

Konsequenz aus dem Wissen um die SOD1-Oligomer-Toxizität lässt im Hinblick auf 

die Ergebnisse unserer Studien darauf schließen, dass anle138b auch nicht die Oli-

gomer-Epitope zu inhibieren vermag. Nach den 2013 von Braak et al. publizierten 

Daten zur Prion-ähnlichen Verbreitung von TDP-43 (Braak et al. 2013) und dem 

Nachweis von TDP-43-Mutationen bei familiärer und sporadischer ALS könnten an-

le138b-Studien an TDP-43-ALS-Modellmäusen (Xu et al. 2011) in Zukunft interes-

sant sein, zumal die neuroprotektive Wirkung bei CJD-Modellmäusen belegt scheint 

(Wagner et al. 2013). 
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