Aus der Klinik fir Neurologie
(Prof. Dr. med. M. Bihr)

der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen

Differenzierung der Pharmakotherapie
mit Fasudil und Riluzol im SOD1-G93A
Mausmodell der Amyotrophen

Lateralsklerose

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultit der

Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von

David Scheer

aus

Gottingen

Gottingen 2018



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer
Referent/in Prof. Dr. med. L. Ténges

Ko-Referent/in: Prof. Dr. rer. nat. B. Reuss

Datum der mundlichen Prifung: 05.12.2018



Hiermit erklire ich, die Dissertation mit dem Titel
"Differenzierung der Pharmakotherapie mit Fasudil und Riluzol
im SOD1-G93A  Mausmodell der  Amyotrophen
Lateralsklerose" eigenstindig angefertigt und keine anderen als

die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu

haben.

Oldenburg, den ...........ooo. Lo

(Unterschrift)



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis

AbbildungsverZeiChmis .......couiieeiiiiiieeiiiiiieeiniiieeeiieeeiere e essssressesssseeses III
TabelleNVerZeiChmis ......uueieiiiiieiiiiiiieiiiieeiire e ssre e eanaes Iv
AbKUrzungsverZeiChniS. ...uuuuiiieiiiiiiiiiiiiiiieeeiniiiireerrre s A\
1 EINICItUNG cooiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiicecccnrenee e e s s aaaaneee 1
1.1 Amyotrophe LateralsKIerose. ... 1
1.1.1  Definition, Begrifflichkeit und GeschiChte ........ceeuveiiiriiriviciniiniriccc s 1
1.1.2 EpIidemiOlOge ..o 2
1.1.3  Klinisches Bild, Einteilung und Verlauf ..o 3
114 DHAGNOSHK .o 5
1.1.5  Atiologie Und PAthOGENESE ...uuvvumuirveerrreisresssiesesssesessseessssesssssssssssssssssessssssssssssessssssesssssesssssnaes 7
1.1.6  Therapie UNd PrOZNOSE ..c.coveiieiiciiciiceercrcee e 10
1.2 Das High-copy-B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gut/J-Mausmodell..........ccccviuiuveieiniiniincincinnanes 12
1.2.1  Genetischer Hintergrund und GeschiChte ... 12
1.2.2  Phinotyp: Klinischer Verlauf und Pathophysiologie............ouivieiciniininininiciiiieenieinns 13
1.2.3  Verhaltensbiologische Methoden der Krankheitsbeobachtung........cccveveevieciciniiniiniecicicnnnn, 14
1.3 ROCK-INhIDIHON .o 17
1.3.1  ROCKI1 und ROCK2: Rho-assoziierte Coiled-Coil containing Proteinkinasen.........c..cc...... 17
1.3.2  Rolle von ROCK bei Neurodegeneration ........c..cceurieeerieeerieireenrieiseeiseeesseeesseeessesessesesseesseans 19
1.3.3  Pharmakologische Inhibition von ROCK ... 20
1.3.4 ROCK-Inhibition in Modellen der Neurodegeneration — ein Uberblick.............cnmeveermrreennne. 20
1.3.5  ROCK-INhibition Del ALS....c.cccirieiieirieinieiricinecireereeineeeineetsesesseaesseeessesessesessesessesessescssescssenes 23
1.4 Zielsetzung det ALDEIT ..o 24
2 Material und Methoden ........uuueiieiiiiiiiiiiiiiieeeeiirireeeccrree e 26
2.1 GIALE 1ottt ettt ettt aes 26
2.2 Verbrauchsmaterialien und allgemeine Chemikalien .........cocoevvieivicinicinicinicnicicnicicaes 27
2.3 STUAIENAESIZN ottt 28
2.4 Tierzucht und TIErhaltung .......cccoiviiiiiiiiiii e 28
2.5 GENOLYPISIEIUNG ...ttt 30
2.6 VerSUCHSZIUPPEI .c..vuieiiieiiiiii s 32
2.0.1  Verlaufsstudie: VerhaltensbiolOgIe ........coeuiiiiiiiiniiiciiiciiciicie s 32
2.6.2  Querschnittsstudie: Evaluation der spinalen Motoneurone und der Muskelatrophie ........... 33
2.7 Verlaufsstudie: Verhaltensbiologie .........civiiiiniiniiciiciiiiieee e 34
2.7.1 Klinische Analyse: Uberleben, Krankheitsverlauf und KOrpergewicht.......ovrveereeeserreeenees 34
272 Analyse der Motorkoordination mittels Drehwalzentest (Rotarod).......ccceveeecuerrenccerenreniecnes 36
2.7.3  Videobasierte Analyse des Gangs bei sich frei bewegenden Miusen (CatWalk XT)............. 37
2.7.4  Kognitiver Test (novel object recognition 1esi) ............cveuveurieirivcinicinicinieniesiesiesseseessee s 40



Inhaltsverzeichnis 1I

2.8

2.8.1
282
283
284
285
2.8.6
2.8.7

3
3.1

3.1.1
3.1.2
3.13
3.14

3.2

3.2.1
322

4.1

4.1.1
412
413
4.1.4

4.2

4.2.1
422
423

4.3

Querschnittstudie: Evaluation der spinalen Motoneurone und der Muskelatrophie.............. 42
Perfusion der VErsuchStiere. ... 42
Evaluation der Atrophie des Musculus gastrOCEMIUS ........ceuvueviuevieeiiieerienieeieseeeeeeeeeas 43
RUckenmMAarkSPIrAPAration .......c.cccvecuiecuiecirieiieiieiee e 44
GEeWEDEAUTDEICITUNG ...t 45
Immunhistochemische Darstellung der Alpha-MotOneurone .........coccuvecvvecmvecueeiueeeeeeennn. 45
Mikroskopie und Auswertung der MOtONEUIONE. ......viiiiiirieinieiiiieesis s 47
Statistische Auswertung der histologisch gewonnenen Daten.......coccvinivivivicininiviniciniinns 47
ErgebniSse. .o uuuuiiiiiiiiiiiiitiiiiiiiccccinee e aees 48
Verlaufsstudie unter praisymptomatischer Behandlung mit Fasudil und Riluzol ab

LebEnStAg 50, 48
Klinische Analyse: Ubetleben, Krankheitsverlauf und Korperg@ewicht.......eeeveereerereesreenne. 48
Motorische Verhaltensanalyse (DrehWalZentest) ......covccuveeurecurecireeiricireereeeeeeeeeecseeeneene 54
Videobasierte Analyse des Gangs bei sich frei bewegenden Miusen (CatWalk XT)............. 56
Kognitiver Test (novel object recognition 1s7) ........cueenueerieerieenivceniceriesieseeereeseeseeesseeesssaesseaens 75
Querschnittstudie nach prisymptomatischer Behandlung mit Fasudil und Riluzol ab
LeDENSEAZ 50.....ouieiieiieciieciiciieiree et s 80
Evaluation der Atrophie des Musculus gastrOCEMIUS «....c..ceveeerieeeiueeieeerienieeeieeeseeeeeeeeeaees 80
Histologische Evaluation der spinalen Alpha-MotONeULONe .......c.oceuecurecmrecmrecueeceeeceeeeneen. 81
I DS T3 03 o PO 84
Verlaufsstudie unter prisymptomatischer Behandlung mit Fasudil und Riluzol.................... 84
Kein Uberlebensvorteil — Applikationsdauer von Bedeutung .........ooc.eeeeeereeererereesneresereennn. 84
Kein modifizierender Einfluss auf den Krankheitsverlauf........coccvveinienicncnicncnicnnenee 85
Fasudil verbessert die motorische Performance.......oeeueeniernicinicinicenienieieseeeseeneees 87
SOD1G93A-Mausmodell und kognitive Verhaltensbiologie..........ccoocviviiviicinininicinicinnn 93
Querschnittstudie nach prasymptomatischer Behandlung mit Fasudil und Riluzol .............. 94
Protektive Effekte auf die Muskelatrophie durch Fasudil und Riluzol ........cccccccveeeuvecrnnnee. 95
Unbeeinflusster Verlust der Alpha-Motoneurone im lumbalen Rickenmark........cccovuiinnnee 98
Keine Synergieeffekte durch Kombination mit niedrig dosiertem Fasudil..........cccoceueaeenee. 100
Fazit zur Therapie mit niedrig dosiertem Fasudil und in Kombination mit Riluzol............ 101
ZusammeEnfassSUNG .....couuireiiiiiiiieiiiieeeeiee e e s saae e 103
LiteraturverZeiChnis ......eueeeeeeieiiinieeceeecece s 105



Abbildungsverzeichnis 111
Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1. Diagnosestellung nach den E/-Escorial-KIIterien. . ..o 6
Abbildung 2 Uberblick iiber die Pathomechanismen der ALS........oovcureereerereeneresneeesseeeseesssessseeeens 9
Abbildung 3. Genotypisierung der SOD1G93A-transgenen TIere......oeveuricrricuricirenenricnrecnreenrenes 32
Abbildung 4. Versuchsaufbau des DrehwalZentests .........ccoveuieurieiiicinieiniericcireereeseesseeneeenenes 37
Abbildung 5. Videobasierte Ganganalyse mit dem CatWalk XT gait analysis systens .............c.ccuveuenec. 38
Abbildung 6. Gangparameter der videobasierten Ganganalyse (CatWalk XT)....cccoccveeuriciricrricnnenes 39
Abbildung 7. Versuchsaufbau des kognitiven NOR-TESES.....c.ccviriiiiiiiriiiiiiisieeissessisennns 41
Abbildung 8. Uberlebensanalyse der BehandlungSgruppen ......e..ueeeemeeeesmeeessmeeessmssessssesssssssesssesens 49
Abbildung 9. Kérpergewicht im Verlauf ... 50
Abbildung 10. Kérpergewicht im Vergleich zum Anfangsgewicht........oovvcnininivicineiniinisicicnn, 51
Abbildung 11. KrankheitsSheginm ..o 52
Abbildung 12. Mittlerer SCOTE 2 ...t 52
Abbildung 13. Mittlerer SCOLE T ..o 53
Abbildung 14. Mittlerer SCOLE 0 ... sse s 53
Abbildung 15. KrankheltSAAUET .......cccuviiiiiiriicrccccc s 54
Abbildung 16. Drehwalzenversuch: Mittlere LaufZeit.......coveuveiureiireniirecireneieieiecceceeeceeeeeeseeenenne 56
Abbildung 17. Videobasierte Ganganalyse: Durchschnittsgeschwindigkeit ........occeeeueecuecereccucenennc. 58
Abbildung 18. Durchschnittsgeschwindigkeit am Tag 127 ..o 59
Abbildung 19. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittstliche rechter Vorderlauf ..........cccocvvirvicnvcneee. 60
Abbildung 20. Autftrittstliche rechter Vorderlauf am Tag 127 ..o 61
Abbildung 21. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittstliche rechter Hinterlauf ........cccoooevvirvcnnnee. 62
Abbildung 22. Auftrittstliche rechter Hinterlauf am Tag 127 ....c.cccvviuviivncirneieiececeeeeceecenene 63
Abbildung 23. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittslinge rechter Vorderlauf ..........cccecuviivivivicnnnen. 64
Abbildung 24. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittslinge rechter Hinterlauf ........ccocevvciniivivinicnnn. 65
Abbildung 25. Auftrittslinge rechter Hinterlauf am Tag 127 .....ccoocuviiiinivivincnininieceneeeceenne 66
Abbildung 26. Videobasierte Ganganalyse: Schrittgeschwindigkeit rechter Vordetlauf...................... 68
Abbildung 27. Schrittgeschwindigkeit rechter Vorderlauf am Tag 127 ..o, 69
Abbildung 28. Videobasierte Ganganalyse: Schrittgeschwindigkeit rechter Hinterlauf...................... 70
Abbildung 29. Schrittgeschwindigkeit rechter Hinterlauf am Tag 127.......c.cccovvvieeinicinininieenn, 71
Abbildung 30. Videobasierte Ganganalyse: Schrittlinge rechter Vorderlauf..........cccccovvvvviveieinnnnnnnn. 72
Abbildung 31. Schrittlinge rechter Vorderlauf am Tag 127......ccoviuviivirenereeneieeeeeieeeeeceeeseeeaenne 73
Abbildung 32. Videobasierte Ganganalyse: Schrittlinge rechter Hinterlauf.........cccooeeeeeuveneieencucenennn. 74
Abbildung 33. Schrittlinge rechter Hinterlauf am Tag 127 ......cccoivviiviirneeeneeeereeeeeeieeeeeeneeeaenne 75
Abbildung 34. Kognitiver Test (novel object recognition test): Zuriickgelegte Strecke......uuwmveniuvencuvecnnne. 77
Abbildung 35. Kognitiver Test (novel object recognition test): discrimination index...........uveeeuveveeveneueeneunnn. 79
Abbildung 36. Anteil des Musculus gastrocnemius am Korpergewicht an Lebenstag 120................. 81
Abbildung 37. ChAT-Staining: Anzahl der Alpha-Motoneurone/Vorderhorn im Lumbalmark ......82
Abbildung 38. Alpha-Motoneurone/Vorderhorn am Lebenstag 120 .......ocvcucvevreneenceerneneeneeernnnn. 83



Tabellenverzeichnis v

Tabellenverzeichnis

TADEILE T, GEIALE ...t 26
Tabelle 2. Verbrauchsmaterialien und allgemeine Chemikalien.........cccovcuveiiveiivinininiececcccnn, 27
Tabelle 3. VersuchsgruppenlbersiCht ..o 33
Tabelle 4. ExperimentlibersiCht ......cccvviiiiiiiirccccc s 33
Tabelle 5. Rotarod und Gewicht: Anzahl getesteter MAUSE .....cccuvvevveiireirveimreeirieieeceeceeeeeeeeseneene 55
Tabelle 6. Videobasierte Ganganalyse (CatWalk XT): Anzahl durchgefiihrter Testldufe.................... 57

Tabelle 7. Kognitiver Test: Anzahl aufgenommener und ausgewerteter Videos.......ccvcuvivvivienieinnn. 76



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AD Motbus Alzheimer /. Alzeimer’s Disease

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

ANOVA analysis of variance /Vatianzanalyse

bp Basenpaare

EAAT?2 excitatory amino acid transporter 2

EAE experimental autoimmune encephalomyelitis

fALS familidre Amyotrophe Lateralsklerose

Fas10 Behandlungsgruppe transgener Tiere mit Fasudil 10 mg/kg KG/d
Fas10Ril30 Behandlungsgruppe transgener Tiere mit Kombination aus Fasudil

10 mg/kg KG/d und Riluzol 30 mg/kg KG/d

Fas30 Behandlungsgruppe transgener Tiere mit Fasudil 30 mg/kg KG/d
FELASA Federation of Enropean Laboratory Animal Science Associations
FTLD Frontotemporale Lobdrdegeneration
ERK extracellular signal—regnlated kinase

GFAP Saures Gliafaserprotein

GLT1 glutamate transporter 1 (entspricht EAAT2)
HD Chorea Huntington/Huntington s Disease
Htt Huntingtin

LIMK LIM-Kinase

LSD-Test Least Significance Difference Test

MBS myosin-binding site

MLC myosin-11 regulatory light chain

MLCP Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase
MND motonenron disease

MOG myelin oligodendrocyte glycoprotein

MS Multiple Sklerose

NF-L Neurofilamentprotein

pAkt phosphoryliertes Akt

PBS Phosphate-buffered saline

PD Morbus Parkinson/ Parkinson s Disease
PFA Paraformaldehyd-Lésung

PLP proteolipid protein



Abkiirzungsverzeichnis

pTDP-43
PTEN
Ril30
ROCK
sALS
SMA

SOD

SOD1
SOD1G93A
Stdf

Veh

Wt

ZTE

phosphoryliertes T-AR-DNA-binding protein-43

phosphatase and tensin homolog

Behandlungsgruppe transgener Tiere mit Riluzol 30 mg/kg KG/d
Rho-assoziierte Coiled-Coil containing Proteinkinase

sporadische Amyotrophe Lateralsklerose

Spinale Muskelatrophie

survival of motoneuron-1

Superoxiddismutase

Cu-/Zn-Superoxiddismutase

Cu-/Zn-Superoxiddismutase mit der Punktmutation G93A
Standardfehler

Vehikel, Gruppe transgener Tiere ohne Behandlung
Wildtyp-Kontrollgruppe

Zentrale Tierexperimentelle Einrichtung der  Universititsmedizin

Gottingen



1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Amyotrophe Lateralsklerose

1.1.1  Definition, Begrifflichkeit und Geschichte

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung der
Motoneurone (Rowland und Shneider 2001), bei der sowohl das erste Motoneuron des
kortikospinalen Trakts als auch das zweite im Vorderhorn des Riickenmarks oder in der
Medulla oblongata (Bulbus) betroffen sind (Talbot und Ansorge 20006). Muskelschwiche
und Atrophie sind neben Faszikulationen kennzeichnende Symptome der Denervierung in
den betroffenen Muskelpartien — beginnend haufig peripher in den kleinen Handmuskeln —
durch den Untergang des zweiten Motoneurons. Letztendlich kommt es durch die
Beteiligung der Atemmuskulatur zu einer zunehmenden respiratorischen Insuffizienz, die
insbesondere durch die erhohte Vulnerabilitit fir Atemwegsinfektionen den Tod des
Erkrankten zur Folge haben kann und deshalb als die Haupttodesursache im Rahmen der
infaust verlaufenden ALS gilt (Ludolph 2006). Durch die Schadigung des ersten
Motoneurons kommt es zu Hyperreflexie, Kloni, Spastiken und Pyramidenbahnzeichen in
den betroffenen Gebieten (Rowland und Shneider 2001).

Die Bezeichnung ,,amyotroph beschreibt somit bereits den Teil der Klinik, der durch die
Degeneration des zweiten Motoneurons begriindet ist: die Muskelatrophie. Die
Bezeichnung ,,Lateralsklerose® bezieht sich auf den verhirtet tastbaren Seitenstrang des
Rickenmarks bei autopsierten ALS-Patienten (Rowland und Shneider 2001).

Als Erstbeschreiber eines solchen Krankheitsbildes nennen Tyler und Shefner (1991) den
schottischen Anatomen Charles Bell, der als Entdecker des Funktionsunterschiedes von
Hinter- und Vorderhorn 1824 {iber Patienten berichtet, die mit rein motorischen Ausfallen
auffielen (Rowland 2001). 1850 beschreibt Francois-Amilcar Aran weitere Fille und
verwendet dafiir den Namen ,,progressive spinale Muskelatrophie®; dieselben Patienten
werden von Guillaume-Benjamin Amand Duchenne elektrophysiologisch untersucht, das
entdeckte Krankheitsbild ,,Aran-Duchenne-Syndrom* genannt (Aran 1850, Duchenne
1851, Rowland 2001), das heute als progressive Muskelatrophie eine Entitit ist, die oft
nicht eindeutig von der ALS abgegrenzt werden kann und daher als klinische Variante der
ALS ohne Symptome des ersten Motoneurons mehr als 10% der Fille ausmacht (Meyer et

al. 2007). Im Jahr 1853 beschreibt Jean-Baptiste Cruveilhier als erster die Pathologie der
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ALS. Er beobachtet bei Autopsien eine Atrophie der Vorderhorner und vermutet eine
Dysfunktion der Vorderhornzellen als Ursache (Cruveilhier 1853, Rowland 2001).

In Kenntnis dieser Vorarbeiten und auf Grundlage eigener Beobachtungen beschreibt
Jean-Martin Charcot zusammen mit Alix Joffroy im Jahre 1869 erstmalig ein
Krankheitsbild mit einer Kombination aus Muskelatrophie und spastischen Kontrakturen
(Charcot und Joffroy 1869, Rowland 2001), um im Jahre 1874 in Zusammenschau von
Klinik und Pathologie den Krankheitsbegriff der ALS zu prigen (Charcot 1874). Auch
heute noch — fast hundertfunfzig Jahre spiter — wird die Diagnose der ALS primir klinisch
gestellt und kann erst nach dem Tod des Patienten pathologisch gesichert werden (Leitlinie

ALS 2012, Rowland 2001).

1.1.2 Epidemiologie

Die ALS zihlt mit einer Inzidenz zwischen 1,7 und 2,3/100.000 pro Jahr und mit einer
dhnlich hohen Mortalitit (Logroscino et al. 2010) zu den seltenen Erkrankungen
(Logroscino et al. 2008). Die Privalenz wird mit um die 6/100.000, das mittlere
Erkrankungsalter mit 58-63 Jahren und das mittlere Uberleben mit 3-4 Jahren angegeben
(Chio et al. 2013, Talbott 2016). Das Risiko, im Laufe des Lebens an ALS zu erkranken,
wird mit Werten zwischen 1:400 und 1:1000 angegeben; in industrialisierten Lindern stirbt
immerhin mehr als einer von 500 Menschen an ALS. Minner erkranken jedoch insgesamt
in einem Verhiltnis von ca. 1,2-1,5/1 etwas haufiger als Frauen an ALS (Hardiman et al.
2011, Andersen et al. 2005, Ludolph et al. 2010). Es kann zudem von einer leichten
Zunahme sowohl der Inzidenz als auch der Mortalitit im Verlauf der letzten Jahrzehnte
gesprochen werden. Dies betrifft vor allem Siideuropa, Frauen und Menschen tber 75
Jahre (Logroscino et al. 2008, Roman 1996, Chancellor und Warlow 1992). Dies wird mit
einer hoheren Lebenserwartung und der verbesserten Diagnostik im Rahmen der
Entwicklung der El Escorial-Kriterien Mitte der neunziger Jahre in Verbindung gebracht
(Logroscino et al. 2010, Worms 2001). Zudem gibt es Anzeichen dafiir, dass das Auftreten
in Populationen nicht-europdischer Herkunft etwas niedriger ist und auch in ethnisch
gemischten Populationen reduziert ist (Zaldivar et al. 2009).

Wihrend die grofle Mehrheit der Fille der sporadischen Form (sALS) zugeordnet werden
kann, macht die familidre ALS (fALS), wie familidr gehaufte Formen mit und ohne
Nachweis einer Mutation zusammengefasst genannt werden, mindestens ca. 5-10% der
Fille aus (Talbott 2016). Die fALS ist durch einen deutlich fritheren Erkrankungsbeginn
bei einem mittleren Erkrankungsalter von 47-52 Jahren gekennzeichnet (Andersen et al.

2005). 16 Genloci mit hunderten méglichen Mutationen lassen sich unzweifelhaft der fALS
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zuordnen und sind in vielen Fillen auch bei der sALS nachweisbar (Taylor et al. 2016).
Dartiber hinaus sind weitere Genverinderungen bekannt, die als Risikofaktor fir die
Entwicklung einer sALS gelten (Ribsamen und Licking 2013). So kann man als
Hauptrisikofaktoren fir die ALS das minnliche Geschlecht, hohes Lebensalter und eine
genetische Disposition nennen.

Zudem gibt es zwei epidemiologische Sonderfille: Zum einen wurde in der Mitte des 20.
Jahrhunderts unter den Ureinwohnern der pazifischen Insel Guam — den Chamorros — eine
100-mal héhere Inzidenz der ALS und eine erhohte Privalenz von familidren Hiufungen
gefunden, was bis dato aullerhalb Guams nicht beobachtet werden konnte. Es kommen als
Erklirung fir dieses Phinomen neben genetischen Pradispositionen auch Umweltfaktoren
infrage (Lee 2011). Zum anderen gibt es eine Hiufung von ALS in der Gruppe der
sportlich sehr aktiven Menschen: Es zeigt sich in der Gruppe der Ful3ballspieler und der
American Football-Spieler eine signifikant hohere Anzahl von ALS-Erkrankungen. Dies
betrifft vor allem minnliche Spieler in Spielpositionen, die hohe Laufleistung und
Geschwindigkeit erfordern. Trotzdem bleibt umstritten, ob hohe korperliche Aktivitit als

ein Risikofaktor fur die ALS gelten kann (Lacorte et al. 2016).

1.1.3 Klinisches Bild, Einteilung und Verlauf

Maf3geblich fir das klinische Bild der ALS ist die Kombination aus Symptomen des ersten
Motoneurons und Symptomen des zweiten Motoneurons: das gleichzeitige Auftreten
einerseits von Muskelschiche, Muskelatrophie und Faszikulationen und andererseits von
Muskelkloni, gesteigerten — Muskeleigenreflexen, progressiver Bulbirparalyse und
Pyramidenbahnzeichen (Brooks 1994). Die fALS unterscheidet sich dabei klinisch nicht
von der sALS, sie fillt allerdings durch einen fritheren Krankheitsbeginn auf (Hardiman et
al. 2011, Sabatelli et al. 2008). In der Gberwiegenden Mehrzahl, bei 98% der Fille, beginnt
die Symptomatik fokal in einer Korperregion (Ravits et al. 2007): bulbir, in den Armen, in
den Beinen oder im Rumpf. Daneben ist ein Fortschreiten und ein Ausbreiten der
Symptome innerhalb der Region und auch ein Ubergreifen auf andere Regionen - eine
sogenannte Progression - charakteristisch, weshalb bei Verdacht eine regelmiBige klinisch-
neurologische Untersuchung — wenigstens alle 6 Monate — von unabdingbarer Bedeutung
fir die klinische Diagnosestellung ist (Brooks 1994). Initialsymptome der ALS sind
Muskelkrampfe und Faszikulationen, jedoch sind sie nicht spezifisch und nicht ausreichend
fir eine Diagnosestellung (Leitlinie ALS 2012).

Die ALS prisentiert sich klinisch in verschiedenen Formen: In den Extremititen

beginnend und beide Motoneurone betreffend, bulbir beginnend mit Sprech- und
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Schluckbeschwerden auf die Extremititen Ubergreifend und die beiden seltenen
Phinomene primire Lateralsklerose, die nur das erste Motoneuron betrifft und ebenso
spinal oder bulbir beginnen kann (Pseudobulbirparalye) sowie die progressive
Muskelatrophie, die nur das zweite Motoneuron betrifft (Kiernan et al. 2011). Daneben
werden seltene Syndrome wie das Vulpian-Bernhard-Syndrom, das auch flai/ arm-Syndrom
genannt wird, und das Kennedy-Syndrom zum Formenkreis der ALS und teils als Subtypen
gezihlt (Leitlinie ALS 2012).

Die klinische Einteilung der klassischen ALS erfolgt nach dem Symptombeginn: Die
Uberwiegende Mehrzahl — zwischen 60 und 70% — der Fille prisentiert sich mit einem
spinalen Symptombeginn in den Extremititen (Kiernan et al. 2011), wihrend die obere
Extremitit weit haufiger zuerst betroffen ist (Ribsamen und Liicking 2013), etwa 30 % mit
einem bulbdren Symptombeginn und ein weiterer Teil der Fille mit einem unspezifischen
Symptombeginn, etwa emotionaler  Labilitit, Gewichtsverlust oder initialen
Atembeschwerden (Logroscino et al. 2010).

Die beiden beschriebenen Einteilungen scheinen angesichts neuer Erkenntnisse auf
molekular-genetischer und molekular-pathologischer Ebene nicht geeignet zu sein, die
verschiedenen Formen scharf voneinander abgrenzen zu koénnen. Eher kann davon
ausgegangen werden, dass die Formen verschiedene Ausprigungen einer systematischen
Degeneration sind (Braak et al. 2013), die sich in Stadien ausbreitet (Leitlinie ALS 2012,
Brettschneider et al. 2013). Ausgehend von dieser Sichtweise ldsst sich ebenfalls einordnen,
dass es einen bestimmten Anteil der ALS-Patienten gibt, der Symptome entwickelt, die als
frontale Demenz gedeutet werden (Schreiber et al. 2005): Bei etwa 5-15% der ALS-
Patienten wird im Verlauf auch eine frontotemporale Demenz mit Degeneration frontaler
und temporaler Hirnregionen, eine frontotemporale Lobirdegeneration (FTLD)
diagnostiziert (Ringholz et al. 2005), bei zwischen 30 und 50 % zumindest eine Storung der
Frontalhirnfunktion oder eine dementielle Entwicklung. Dies deckt sich mit
neuropathologischen Uberschneidungen beider Erkrankungen, die nahelegen, beide
Erkrankungen konnten verschiedene Ausprigungen derselben ubiquitin-assoziierten
Neurodegeneration sein (Talbot und Ansorge 2000). In den letzten Jahren verdichtete sich
diese Sichtweise durch weitere neuropathologische Beobachtungen, die zeigen, dass sowohl
in der FTLD als auch in der ALS ubiquitin-positive phosphorylierte T AR-DN.A-binding
protein-43 (pPTDP-43)-Einschlusse in den betroffenen Regionen des ZNS gefunden werden
kénnen. Durch diese sich tberschneidende Pathologie und Klinik werden beide
Erkrankungen immer niher miteinander verknipft. Insbesondere die sich ausbreitende

Symptomatik in Verbindung mit der bisher ungeklirten Frage, ob pTDP-43-Einschlusse
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sich wie Prionen iber synaptische Verbindungen ausbreiten konnen, ist Gegenstand
intensiver Forschungsbemutihungen (Braak et al. 2013, Taylor et al. 2016).

Die Ausbreitung der Erkrankung von einer Koérperregion aus wird klinisch in einem
Ubergreifen auf andere Kérperregionen und durch eine Verschlechterung in der bereits
betroffenen Region sichtbar; der Schweregrad der Erkrankung in der sogenannten
Ampyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale, kurz ALSFRS, eingeordnet (Cedarbaum et
al. 1997), welche 1996 entwickelt und 1999 revidiert wurde, um genauere Angaben zur
Respiration des Patienten zu erginzen (ALSFRS-R) (Cedarbaum et al. 1999).

Die Patienten entwickeln im ILaufe der Erkrankung Sprach- und Sprechstérungen,
unkontrollierbaren Speichelfluss, Schluckstérungen, Schreibstérungen, Probleme bei der
Nahrungsaufnahme, bei der Korperpflege, bei der Lagerung im Bett, beim Gehen, beim
Treppensteigen und bei der Atmung. Anhand dieser zehn (ALSFRS) bzw. zwolf (ALSFRS-
R) Items wird durch eine vergebene Punktzahl zwischen 0 und 4 Punkten der Schweregrad
der gesamten Erkrankung angegeben.

Betroffen von der Erkrankung ist letztendlich fast die gesamte Steuerung der
Willktirmotorik mit zwei Ausnahmen: Sehr selten betroffen sind die Okulomotorik und die
Steuerung der Sphinkter der Ausscheidungsorgane. Diese Beobachtung wurde im Rahmen
von Autopsien neuropathologisch untersucht und in den betroffenen Kernregionen keine
Degeneration der verantwortlichen Motoneurone gefunden; weder in den Kernen der fir
die Okulomotorik verantwortlichen Hirnnerven (Kaminski et al. 2002) noch im
sogenannten Onuf-Kern, den im Vorderhorn des zweiten Sakralsegment gelegen, eine
Ansammlung von Neuronen bildet, welche die Sphinktere der Beckenregion innervieren
(Mannen 2000, Schroder und Reske-Nielsen 1984). Einzelne Fallstudien legen nahe, dass
bei sehr langem Uberleben auch diese Neurone letztendlich in die Krankheitsausbreitung
einbegriffen werden (Hayashi und Kato 1989).

Die zunehmende Verschlechterung fithrt letztendlich zu Immobilisation bis hin zu
vollstindiger Bettligerigkeit und Pflegebedtrftigkeit, zur Unfihigkeit, selbststindig mit der
Umwelt zu kommunizieren und endet mit der Entwicklung einer respiratorischen
Insuffizienz aufgrund der Mitbeteiligung der Atemmuskulatur letal infolge von

Atemversagen, das hiufig mit einer Pneumonie einhergeht (Kiernan et al. 2011).

1.1.4 Diagnostik
Um die Diagnose ALS zu stellen, bedarf es einer ausfithrlichen klinischen Untersuchung
des Patienten, da die Diagnose zuvorderst anhand klinischer Kiriterien gestellt wird

(Leitlinie ALS 2012).
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Entscheidend fir die Diagnosestellung ist das gleichzeitige Auftreten von Zeichen des
ersten Motoneurons in Kombination mit Zeichen des zweiten Motoneurons. In der
Vergangenheit wurden von der World Federation of Neurology (WEFN) Research Subgroup on
ALS/MND Klinische Kriterien entwickelt, um eine sichere Diagnosestellung und
insbesondere auch die Einordnung von Patienten in Studien zu ermdglichen. So wurden
1994 die E/Escorial-Kriterien entwickelt, die mehrfach revidiert bzw. erginzt bis heute
Grundlage der Diagnosestellung sind. Sie unterscheiden zwischen einer sicheren ALS, einer
wahrscheinlichen ALS, einer wahrscheinlichen laborunterstiitzten ALS und einer
moglichen ALS (Brooks 1994). Da diese Formulierungen in der klinischen Praxis oftmals
verwirrend fur Patienten und behandelndes Personal sein kénnen, sollten die Kritetien in
der klinischen Praxis zumindest restriktiv verwendet werden oder durch die notwendigen
Erlduterungen erginzt werden (Leitlinie ALS 2012). Sie sollten vielmehr tatsdchlich nur
genutzt werden, um Patienten in klinischen Studien richtig einzuordnen.

Die Symptome des Patienten werden im Rahmen der Kriterien in vier Korperregionen
eingeordnet: bulbar, zervikal, thorakal und lumbosakral. In diesen Regionen werden die
Symptome des Patienten beurteilt und mit apparativen Untersuchungen zum Ausschluss
anderer Ursachen erginzt. Entsprechend den Befunden kann die Diagnose daraufhin

gestellt werden (siche Abbildung 1).

- Schwiche/Atrophie/Hyperreflexie/Spastik
- Progression uber die Zeit
- EMG/NLG/Bildgebung/Biospie/Neuropathologie
T
1. MN + 2. MN l'MN,+2'MN 1. MN + 2. MN 1. MN + 2. MN
1 Region Lefiem @dter 2 Regionen 3 Regionen
8 1. MN in > 1 Region 8 8
Akute Denervierung Wabhrschein-
Maogliche ALS im EMG liche Sichere ALS
22 Extremitaten ALS
! !
. Wahrscheinliche
Nachweis
Gendefekt HE
Laborgestiitzt
Sichere
familiare ALS
Laborgestitzt

Abbildung 1. Diagnosestellung nach den E/-Escorial-Kriterien

ALS: Amyotrophe Lateralsklerose, EMG: Elektromyographie, MN: Motoneuron, NLG: Nervenleitgeschwindigkeit.
Abbildung entnommen aus: Kérner S et al. 2011, S. 757, mit freundlicher Genehmigung der Autorin und Schattauer
GmbH.

Es konnte gezeigt werden, dass die diagnostische Sensitivitit erh6ht wird, erginzt man zu
den Kklinisch erhobenen Befunden elektrophysiologisch erhobene Befunde tber die
Denervierung (de Carvalho et al. 2008). So wurden die den E/-Escorial-Kriterien — nach der

Revision 1998 auch Azrlie-House-Kriterien genannt — (Brooks et al. 2000) dhnlichen Awaji-
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Kriterien entwickelt, die elektrophysiologische Befunde iiber die Denervierung im EMG
mit in die Diagnosestellung einbeziehen und so eine frithere Diagnosestellung erlauben
(Costa et al. 2012).

Allerdings sind durch das gewonnene Verstindnis der ALS in den letzten Jahren auch im
Zusammenhang mit der FTLD und der Atiopathogenese beider Erkrankungen im
Einzelnen und im Zusammenhang die E/Escorial-Kriterien erneut in die Kritik geraten
(Agosta et al. 2014) und in den Jahren 2014 und 2015 durch die WEN Research Subgroup on
ALS/MND diskutiert worden. Als Ergebnis dieser Diskussion sind folgende Ergebnisse
publiziert worden (Ludolph et al. 2015): Die Basis der Diagnose sollte weiterhin der
Ausschluss anderer Ursachen fiir die Symptome sein, welche im Rahmen der ALS eine
klinische Progression vorweisen mussen. Ausgehend davon werden zwei Konstellationen
genannt, die mindestens vorliegen miissen, um die Diagnose zu stellen: Wenigstens in einer
Extremitit oder Korperregion sollen progressive Symptome des ersten und zweiten
Motoneurons vorliegen — entspricht den E/Escorial-Kriterien fir die mogliche ALS — oder
klinische Symptome der Denervierung (zweites Motoneuron) in einer Korperregion bzw.
elektrophysiologisch nachgewiesene Denervierung im EMG in zwei Korperregionen
(bulbir, zervikal, thorakal oder lumbosakral). Elektrophysiologisch missen neurogene
Potentiale, Fibrillationen und/oder positive scharfe Wellen im EMG zweifelsfrei
nachgewiesen werden. Mit in diese Diagnosekriterien zdhlen die folgenden Erkrankungen
und sind als seltene Phinotypen der ALS zu sehen, mutmallich sind sie besondere
Verlaufstypen und schlieBen die Diagnose ALS somit ein: die Progressive Bulbirparalyse,
das flail arm- (Vulpian Bernhard) bzw. flai/ leg-Syndrom, die Progressive Muskelatrophie und
die Primire Lateralsklerose. Es wird empfohlen, die fritheren Bezeichnungen von
moglicher ALS bis hin zu sicherer ALS in ein zu entwickelndes Staging-System einfliefen
zu lassen. Zusitzlich weisen die Autoren darauf hin, dass bis zu 50% der Patienten im
Laufe der Erkrankung eine kognitive Beeintrichtigung zeigen, und sie empfehlen, in neues
Staging-System kognitive Parameter miteinzubeziehen. So kann die Diagnose ALS seitdem
dort gestellt werden, wo bislang nach den E/Escrial-Kriterien nur eine mdgliche ALS

diagnostiziert wurde (siche Abbildung 1).

1.1.5 Atiologie und Pathogenese

Die genauen Ursachen der ALS sind trotz vielen bereits bekannten Mutationen und dem
hinzugewonnenen Verstindnis der letzten Jahre auf der Ebene der Atiopathogenese immer
noch weitgehend unklar. Daher kann man von einem Dreiklang wichtiger Faktoren

ausgehen: Genetik, Umwelteinflisse und Zeit (Al-Chalabi und Hardiman 2013).
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Al-Chalabi und Hardiman (2013) entwerfen in ihrem Review ein Modell, das diese drei
Faktoren einschlieBt: Danach ist jedem aufgrund einer genetischen Pridisposition ein
gewisses Grundrisiko gegeben, an ALS zu erkranken. Durch einen unweigerlich
stattfindenden Zellschaden im Laufe des Lebens und durch Umwelteinfliisse setzt an
einem bestimmten Punkt ein sich selbst verstirkender Prozess der Neurodegeneration ein.
Bei Erkrankten ist dabei eine individuelle Konstellation aus monogenetischen, oligo- bzw.
polygenetischen Ursachen, dem Zellschaden tiber die Zeit und den Umwelteinfliissen, die
sich untereinander stark beeinflussen kénnen, als Ursache fur den Beginn der dann nicht
mehr aufzuhaltenden Neurodegeneration zu sehen.

Als erste genetische Ursache fir die fALS wurde die autosomal-dominant vererbte
Mutation im Gen der Superoxiddismutase 1 (SOD1) gefunden (Rosen et al. 1993). Die
tber 150 heute bekannten Mutationen auf der SOD1 machen nach heutigen Erkenntnissen
ca. 20% der fALS aus. Dennoch basiert ein Grofiteil der bisherigen priklinischen
Medikamenten-Studien auf transgenen Mausmodellen mit Mutationen auf diesem Gen,
wobei vor allem das in der vorliegenden Studie verwendete SOD1G93A-Modell eine Rolle
spielt. Eine Mehrheit der fALS macht aus heutiger Sicht die auch mit der FTLD assoziierte
chromosome 9 open reading frame 72 (COORI72) -Mutation aus, die sich durch eine GGGGCC-
repeat-Expansion auszeichnet, aber weltweit hochst unterschiedlich verteilt ist (Renton et al.
2011, Al-Chalabi und Hardiman 2013). Die dritte wichtige Mutation, die hier zu nennen ist,
ist die im fur TDP-43 kodierenden TAR-DBP-Gen, weil ihre Entdeckung entscheidenden
Einfluss auf das Verstindnis der Pathogenese der ALS hatte. So konnten pTDP-43-
Einschlisse als wesentlicher Teil des intrazelluliren Krankheitsverlaufs identifiziert werden
und eine weitere Parallele zur FTLD gezogen werden (Sun und Chakrabartty 2017).
Insgesamt werden mittlerweile 16 Genloki beschrieben, die zweifelsfrei mit der ALS
assoziiert sind (Taylor et al. 2016).

Naturgemil3 weniger eindeutig ist die Studienlage zu Umwelteinflissen, die fur die ALS
ursichlich sein koénnen. Mit wechselnder Reproduzierbarkeit nennen Studien neben
Leistungssport (sieche Kapitel 1.1.2) unter anderen Rauchen (Armon 2009), Belastung mit
Pestiziden (Sutedja et al. 2009), Militirdienst (Weisskopf et al. 2005) und Cyoanotoxine
(Bradley und Mash 2009).

Der unaufhaltsame Prozess der Neurodegeneration ist pathomechanisch vergleichbar
vielschichtig wie die beschriebene Fille an ursdchlichen Prozessen, die ihn auslosen.
Abbildung 2 zeigt einen schematischen Uberblick iiber die bisher erforschten

Pathomechanismen.
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Abbildung 2 Uberblick tiber die Pathomechanismen der ALS

Der schematische Uberblick zeigt (a) den Einfluss auf das System der zelluliren Protein-Qualititskontrolle, auf (b) die
hyperaktivierte Mikroglia, auf (c) die Energieversorgung der Oligodendrozyten, auf (d) das Versagen der Astrozyten in der
Glutamat-Clearence des synaptischen Spalts, auf (¢) den gestérten axonalen Transport und auf (f) den gestérten RNA-
Stoffwechsel. Abbildung entnommen aus: Taylor et al. 2016, S. 201, mit freundlicher Genehmigung der Nature
Publishing Group.

Eine hervorstechende Beobachtung war dabei schon fruh die Entdeckung, dass bei SOD1-
assoziierter ALS fehlgefaltete SOD1 im Zytoplasma von Astrozyten und Motoneuronen
angereichert wird und dies den Krankheitsprogress beschleunigt (Bruijn et al. 1997). Uber
die SOD1-Aggregate ist bekannt, dass sie an die Oberfliche des endoplasmatischen
Retikulums binden und auf diese Weise zusitzlich den Abbau fehlgefalteter Proteine
behindern (Saxena et al. 2009). Zudem wurde eine prionenartige Zell-zu-Zell-Ausbreitung
der SOD1-Aggregate beobachtet, wie sie auch fiir andere neurodegenerative Erkrankungen
wie Parkinson und Alzheimer postuliert wird (Miinch et al. 2011, Grad et al. 2011). Bei den
meisten ALS-Fillen lassen sich jedoch keine SOD1-Aggregate, sondern pTPD43-
Aggregate finden, fir die eine solche Ausbreitung noch nicht nachgewiesen wurde, aber
Teil intensiver Forschungsbemuhungen ist. TDP-43 ibernimmt neben anderen mit ALS
assoziierten Proteinen (u. a. FUS, hnRNP A1) wichtige Funktionen im RNA-Stoffwechsel,
sodass in der Storung des RNA-Stoffwechsels eine wichtige pathomechanische

Auswirkung bei einer Funktionseinschrinkung dieser Proteine gesehen wird (Taylor et al.
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2016). Neuroinflammation durch Uberaktivierte bzw. gestorte Mikroglia ist eine weitere
wichtige pathomechanische Beobachtung, die sowohl bei Modellen mutierter SOD1 als
auch bei Mutationen von CIORF72 nachgewiesen wurde (Henkel et al. 2009, O'Rourke et
al. 2016). Daneben wurde eine Dysorganisation des axonalen Zytoskeletts, insbesondere
der Neurofilamente bei der ALS beobachtet, wodurch sowohl der anterograde (Williamson
und Cleveland 1999) als auch der retrograde (Perlson et al. 2009) axonale Transport gestort
sind. Als die asymmetrischsten Zellen im menschlichen Koérper mit bis zu einem Meter
Linge sind die Motoneurone wie keine andere Zelle auf den axonalen Transport
angewiesen. Daneben ist die Exzitotoxizitit durch eine zu hohe Glutamatkonzentration im
synaptischen Spalt und verminderte Wiederaufnahme durch die Astrozyten ein seit vielen
Jahren in der Diskussion stehender Pathomechanismus (Rothstein und Kuncl 1995, Taylor

et al. 2010).

1.1.6 Therapie und Prognose
Bis heute gibt es keinen spezifischen Therapieansatz fir die ALS, der in der Lage ist, die

Erkrankung wirksam zu behandeln oder den Verlust der Neuronen aufzuhalten, gar zu
stoppen. Deshalb ist die Therapie multimodal: Sie beinhaltet einerseits die Neuroprotektion
und andererseits die Behandlung der zunehmenden Symptomatik, also eine palliative
Therapie, die bestehend aus einem multidisziplinirem Konzept in letzter Konsequenz und
nur bei ausdriicklichem Wunsch des Patienten ecine invasive Beatmung umfassen kann
(Leitlinie ALS 2012).

Lange galt: Einzig wirksames und oral verfiigbares Pharmakon unter dutzenden bereits
getesteten Wirkstoffen ist das krankheitsmodifizierende Riluzol (Handelsname: Rilutek®) —
chemisch 6-(Trifluormethoxy) -1,3-benzothiazol-2-amin — in einer Dosierung von 100 mg
pro Tag. Erstmals wurde der Effekt 1994 nachgewiesen (Bensimon et al. 1994): Insgesamt
konnte bislang nachgewiesen werden, dass Riluzol das mittlere Uberleben um zwei bis drei
Monate verlingert (Miller et al. 2012). Die Wirkung von Riluzol ist dosisabhingig
(Lacomblez et al. 1996), wurde zuletzt 2013 reproduziert (Cudkowicz et al. 2013), wird
umso grofer, je friher mit der Therapie begonnen wird (Riviere et al. 1998) und ist
insbesondere bei Patienten stark, die einen bulbiren Krankheitsbeginn aufweisen (Miller et
al. 2012). Seit 2017 ist mit Edaravone noch ein weiteres wirksames Pharmakon verfiigbar
(Rothstein 2017).

Mit der Erprobung von Riluzol in den 90er Jahren im Rahmen klinischer Studien zu ALS
ging die Vermutung einher, eine chronische Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren und

eine damit einhergehende Exzitotoxizitit sei eine Ursache von Neurodegeneration und
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mitverantwortlich fir die Entstehung von ALS (Rothstein 1996). Die neuroprotektive
Wirkung von Riluzol war zuvor bereits in verschiedenen priklinischen Studien und anderen
Krankheitsmodellen nachgewiesen worden (Pratt et al. 1992, Doble et al. 1992, Hubert et
al. 1994, Herbert et al. 1994, Rothstein und Kuncl 1995). Riluzol als Wirkstoff, der die
Konzentration von Glutamat im synaptischen Spalt reduziert, indem die prisynaptische
Freisetzung gehemmt und die Aufnahme von Glutamat durch Astrozyten und Neurone
erhéht wird, und so das Uberleben der Patienten verlingert, scheint die These der
Glutamat-Toxizitit bzw. Exzitoxizitit noch weiter zu unterstitzen. Jedoch ist die
Wirksamkeit —offensichtlich sehr begrenzt und aufgrund von Kritk an den
Einschlusskriterien fiir die klinischen Studien, in denen Riluzol bisher getestet wurde, nicht
unumstritten und es bedarf weiterer Studien zu den Fragen, inwieweit Riluzol einen
Einfluss auf die Lebensqualitit und respiratorische Funktion hat, sowie, ob es sich auch bei
alten oder bereits stark betroffenen Patienten als wirksam auszeichnen kann (Miller et al.
2012). Deshalb und aufgrund der vor allem im individuellen Fall sehr begrenzten
Wirksamkeit ist der Bedarf fir die Entwicklung einer neuen oder erginzenden
pharmakologischen Therapie fiir die ALS immer noch sehr grof3.

Wegen der infausten Prognose der Patienten und der immer weiter fortschreitenden
Symptomatik ist eine multidisziplindre symptomatische Therapie von zentraler Bedeutung
fir die stationdre und ambulante Behandlung von ALS-Patienten. Dazu gehort
Krankengymnastik, Ergotherapie, Atemtherapie, Pneumonie-Prophylaxe, Thrombose-
prophylaxe, eine hochkalorische Diit, Behandlung der Schluckstérung — gef mit Einsatz
einer PEG-Sonde, Psychotherapie und  Psychopharmakotherapie,  Anxiolyse,
Schmerztherapie, Behandlung der Muskelkrimpfe, Spasmolyse, eine optimale Ausstattung
mit Hilfs- und Heilmitteln, eine nicht-invasive Beatmung bereits in frithen Phasen der
Erkrankung und in letzter Konsequenz und bei ausdricklichem Wunsch des Patienten
auch eine invasive Beatmung (Leitlinie ALS 2012).

Die ALS verlduft immer progredient und ist nicht heilbar, die Prognose ist infaust bei
einem mittleren Uberleben von circa zwei bis drei Jahren bei einem bulbiren
Krankheitsbeginn und drei bis funf Jahren bei einem Krankheitsbeginn in den
Extremititen, die 5-Jahres-Uberlebensrate wird mit Werten zwischen 48% und 24%
angegeben (Wijesekera und Leigh 2009), nur 5-10% der Patienten tberleben linger als 10
Jahre (Chio et al. 2009). Faktoren, die prognostisch giinstig sind und einen langsameren
Krankheitsverlauf bedingen kénnen, sind das Erkranken vor dem 40. Lebensjahr mit einem
drei- bis viermal lingerem Uberleben — es konnte insgesamt ein umgekehrt exponentieller

Zusammenhang zwischen FErkrankungsalter und Krankheitsdauer beobachtet werden
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(Eisen et al. 1993) — und ein vorwiegender Befall des ersten Motoneurons (Soraru et al.
2010, Sabatelli et al. 2011). Negative prognostische Faktoren sind ein bulbirer oder ein
respiratorischer Symptombeginn, ein niedriger BMI und ein niedrige respiratorische
Vitalkapazitit bei Krankheitsbeginn, eine bei erster Diagnosestellung nach den E/-Escorial-
Kriterien sichere ALS und laut einigen Studien ein kurzer Zeitraum von Symptombeginn
bis Diagnosestellung (del Aguila et al. 2003). AuBlerdem nehmen psychosoziale und
kognitive Faktoren vermutlich Finfluss auf den Krankheitsverlauf, nicht zuletzt durch
deren Einfluss auf die Akzeptanz des Patienten und seines Umfeldes von
lebensverlingernden MaBnahmen wie nicht-invasive bzw. invasive Beatmung oder

kiinstliche Erndhrung durch eine PEG-Sonde (Chio et al. 2009).

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

1.2.1 Genetischer Hintergrund und Geschichte
Das transgene Mausmodell mit der Punktmutation G93A auf dem fiir SOD 1 kodierenden

Genabschnitt ist das am hiufigsten verwendete Modell fiir die ALS in priklinischen
Studien zur Testung von pharmakologischen Therapien (Andersen 2006). Das
Metalloenzym ist das erste von drei Proteinen aus der Gruppe der Superoxiddismutasen
(SOD): die Kupfer und Zink enthaltende Superoxiddismutase (SOD1). Das SOD1G93A-
transgene Mausmodell ist eines der ersten entwickelten Tiermodelle, das zuverldssig und
reproduzierbar fiir die priklinische Erforschung einer Erkrankung genutzt wird, deren
therapeutische Behandlung zu diesem Zeitpunkt in den Kinderschuhen steckte (Lacomblez
et al. 1996, Ludolph et al. 2010). Die Entwicklung von Therapeutika im Bereich der ALS
basiert weitestgehend auf Tierexperimenten mit diesem transgenen Tierstamm, der
mutierte humane SOD 1 trigt (Ludolph 2000).

Transgene Mausmodelle mit tberexprimierter humaner SOD1 vom Wildtyp, die auf
Chromosom 21 kodiert ist, waren bereits Ende der 1980er Jahre als Modell fiir das Down-
Syndrom entwickelt worden, um die spezifischen Auswirkungen der erhéhten Cu/Zn-
SOD im Down Syndrom und anderen Prozessen zu erforschen (Epstein et al. 1987). Es
wurden bei diesen Midusen in der Folge neben verschiedenen Kklinischen und
laborchemischen Verdnderungen wie zum Beispiel einer erniedrigten peripheren
Serotoninausschiittung und Prostaglandin-Synthese (Schickler et al. 1989, Minc-Golomb et
al. 1991, Turner und Talbot 2008) auch muskulire Pathologien in den Hinterldufen

gefunden (Avraham et al. 1988, Avraham et al. 1991) sowie der Verlust von Axonen und
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die Degeneration von Motoneuronen im Riickenmark bei gealterten Tieren (Dal Canto und
Gurney 1995).

Als Anfang der 1990er Jahre verschiedene Mutationen der SOD1 als Ausléser der fALS
erkannt wurden (Rosen et al. 1993), folgte prompt die Entwicklung transgener
Mausstimme mit mutierter SOD1 (Gurney et al. 1994, Turner und Talbot 2008).

Die SOD1 besteht aus 153 Aminosiuren und macht immerhin ungefihr 0,5 % des
Gesamtproteingehalts des menschlichen Gehirns aus. Es wurden seit der Entdeckung ihrer
Bedeutung fiir die fALS bereits 108 Missense-Muationen und 11 Nonsense-Mutationen im
codierenden Genabschnitt gefunden, die mit der ALS assoziiert werden kénnen (Andersen
20006). Durch viele dieser Mutationen verliert das Enzym allerding nicht seine urspriingliche
Funktion, sondern man geht davon aus, dass es toxische Eigenschaften (gain of funtion)
hinzugewinnt (Borchelt et al. 1994, Borchelt et al. 1995).

Das Mausmodell mit einer hohen Anzahl von Genkopien — 18 Kopien pro diploidem
Genom — der auf dem Exon 4, Codon 93 von Glycin zu Alanin mutierten SOD1 zeigte
sich als in der klinischen Symptomatik der ALS sehr dhnlich und sehr stabil im klinischen
Verlauf (Turner und Talbot 2008). Die Firma Jackson Labs vertreibt auf Grundlage dieser
G1-Linie genannten Linie, die urspriinglich von Mark E. Gurney entwickelt wurde (Gurney
et al. 1994), eine Mauslinie mit nochmals auf 25 erhohter Anzahl von Genkopien — die

G1H bzw. 1Gur-Linie (Tu et al. 19906).

1.2.2 Phénotyp: Klinischer Verlauf und Pathophysiologie

Die Miuse entwickeln bereits im Alter von ca. drei Monaten die ersten klinischen
Anzeichen fiir eine Erkrankung des motorischen Systems. Die Symptome beginnen mit
einem feinschligigen Tremor in einer oder mehrerer Extremititen beginnend i.d.R. um den
91. Lebenstag. In den folgenden Wochen ist ein Ausbreiten des Tremors zu beobachten
sowie eine zunehmende Hyperreflexie und Spastik: Bei passiver Bewegung der hinteren
Extremitit bei Mdusen, die bereits einen Tremor haben, zeigt sich ein erhéhter Widerstand
als erster Ausdruck der Spastik; bei leichtem Beklopfen der Knie oder der Kndchel zeigt
sich eine starke Reflexantwort, sogar ein Uberspringen auf die Gegenseite kann beobachtet
werden. In der Folge kommt es dann zu einer Verlangsamung des Wachstums und der
normalen Gewichtszunahme, die auf einem Plateau, das dem Normalgewicht von 75 Tage
alten nicht-transgenen Miusen entspricht, stagniert. Es kommt zu einer stetigen Zunahme
von Muskelschwiche und Atrophie mit Betonung der hinteren Extremititen bis hin zur
Unfahigkeit, das Becken vom Boden anzuheben, sodass die Fortbewegung nur noch durch

Hinterherschleifen der beiden hinteren Extremititen durch die vorderen moglich ist.
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Letztendlich sind die Mause schwer gelihmt und liegen auf der Seite, unfihig sich selbst
aufzurichten. Anhand von Tierversuchsabbruchkriterien werden die Tiere diesen
entsprechend eingeschlifert und haben eine durchschnittliche Lebenserwartung von 128
bis 143 Tagen (Chiu et al. 1995).

Die Pathophysiologie hinter dieser fatalen klinischen Entwicklung wurde eingehend
untersucht, und bereits in frithen Lebensphasen wurden Verinderungen festgestellt. Die
muskuliren Endplatten degenerieren bereits um den 47. Lebenstag (Fischer et al. 2004),
noch frither ist eine periphere Denervierung ab dem 25. Lebenstag nachzuweisen (Gould et
al. 2006), wiahrend ein proximaler Axonverlust, sowie ein Verlust der unteren Motoneurone
im Riickenmark erst zwischen dem 80. und 100. Lebenstag beobachtet werden kann. Diese
Entdeckung fithrte zu der Vermutung, die ALS kénne moglicherweise eine retrograde
Neurodegeneration im Sinne einer Axonopathie sein (Fischer et al. 2004). Jedoch kénnen
auch in den spinalen Motoneuronen Pathologien sehr frih nachgewiesen werden: eine
mitochondriale Vakuolation (Dal Canto und Gurney 1995) und eine Fragmentierung des
Golgi-Apparates (Mourelatos et al. 1996) wurden in diesen nachgewiesen. Ebenfalls
wurden im Rickenmark eine Astrozytose und Mikrogliose beschrieben (Hall et al. 1998),
und der Nachweis von SOD1-immunoreaktiven Aggregaten gelang (Johnston et al. 2000).
Nicht nur im Riickenmark konnte die Degeneration von Motoneuronen nachgewiesen
werden, auch in den die entsprechenden Hirnnerven versorgenden Kerngebieten der Nn.

trigemini, Nn. faciales und Nn. hypoglossi konnte eine Degeneration nachgewiesen werden

(Zang et al. 2004).

1.2.3 Verhaltensbiologische Methoden der Krankheitsbeobachtung

In der vorliegenden Studie wurden etablierte verhaltensbiologische Methoden der
Krankheitsbeobachtung des SOD1G93A-Mausmodells angewandt wie die Beobachtung
des Uberlebens, des Gewichts, des klinisch-neurologischen Erscheinungsbild mithilfe des
klinisch-neurologischen Scores nach Weydt et al. (2003) und der Beobachtung der
motorischen Performance mittels des motorkoordinativen Drehwalzenversuchs (Rotarod).
Es erscheint aber lohnenswert einerseits mit noch genaueren Methoden die motorische
Performance, aber andererseits auch im Hinblick auf die Erkenntnisse in Bezug auf die
Verwandtschaft von ALS und FTLD die kognitive Entwicklung im SOD1G93A-

Mausmodell zu beobachten.

1.2.3.1 Kognitive Bewertung

Bisher haben sich nur wenige Studien mit dem kognitiven Verhalten des in der

vorliegenden Studie verwendeten Mausmodells beschiftigt. Uber den gewihlten
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Hintergrund einer 1. Generation (F1) weiblicher Mause von C57BJ-Miusen, gepaart mit
SJL-Miusen (F1C57BJxSJL), deren Eigenschaften auch den Wildtyp-Wurfgeschwistern des
gewihlten transgenen Mausmodells unterstellt werden dirfen (Spalloni et al. 20006), ist
bekannt, dass sie ein signifikant geringeres Explorationsverhalten an den Tag legen als
andere Mausstimme (Dellu et al. 2000). Bedingt ist dies womoglich durch einen Gendefekt,
der eine Degeneration der Retina bei Miusen des SJL-Stamms hervorruft. Dieses Defizit
konnte auch die Mause der Kreuzung mit C57B] betreffen. Spalloni et al. (2006) konnten
bei minnlichen transgenen Miusen des SOD1G93A-Mausmodells zwischen Tag 90 und
100 ein hoheres Explorationsverhalten im Vergleich zu ihren gesunden Wildtyp-
Geschwistern nachweisen. So scheint bei den transgenen Tieren dieses Modells die
besondere Eigenschaft des geringen Explorationsverhaltens im Hintergrund-Stamm nicht
oder weniger vorhanden zu sein. Diese grundlegenden Beobachtungen zum
Explorationsverhalten der Wildtyp-Tiere und der transgenen Tiere missen bei der
Interpretation der Ergebnisse einer kognitiven Untersuchung im SOD1G93A-Mausmodell

beachtet werden.

1.2.3.2 Ganganalyse
Da das SOD1G93A-Mausmodell starken motorischen Verinderungen ausgesetzt ist, ist die

Ganganalyse mehrfach in der Vergangenheit im Fokus der Wissenschaft gewesen, um mit
einer solchen Analyse die Symptomatik der Erkrankung noch besser zu beobachten und
objektivieren zu koénnen. Wooley et al. (2005) konnten bei einem SODI1G93A-
Inzuchtstamm mit C57/B6J-Hintergrund, dessen Verwendung bei der Zucht einen weniger
rapiden Krankheitsverlauf zu Folge hat, bereits im Alter von 8 und 10 Wochen
Verinderungen in den untersuchten Gangparametern feststellen: Mithilfe einer selbst
konzipierten videobasierten Ganganalyse auf einem Laufband mit einer fest einstellbaren
Geschwindigkeit konnten lingere Steh- und Schrittzeiten im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe beobachtet werden. Die Hinterldiufe waren dabei einer stirkeren
Verschlechterung unterworfen. Einen dhnlichen Versuchsaufbau nutzten Guillot et al.
(2008), um an drei weiblichen und drei minnlichen SOD1G93A-transgenen Tieren,
ebenfalls mit reinem C57/B6]J-Hintergrund, den Gang mit der DigiGait-Software (Mouse
Specifics, Inc., Boston, Massachuesetts, Vereinigte Staaten) auszuwerten. Dabei konnten
die zuvor gewonnenen Erkenntnisse iiber eine Verschlechterung der Gangparameter von
Wooley et al. (2005) nicht reproduziert werden.

Knippenberg et al. (2010) untersuchten Gangverinderungen im SOD1G93A-Mausmodell
ab der 11. Lebenswoche einmal wochentlich mit einer FuBabdruckanalyse, bei der die

Miuse, nachdem ihre Hinterldufe mit Tinte benetzt wurden, auf einem 50 cm langem, 5 cm
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breiten und auf beiden Lingsseiten begrenzten Papierstreifen entlanglaufen. Dabei wurden
einerseits die Zeit eines Laufes und spiter mit einer Bildanalyse-Software die Schrittlinge
der Hinterldufe ausgewertet. Es zeigten sich ab der 18. Lebenswoche eine signifikante
Verkiirzung der Schrittlinge und eine signifikante Verlingerung der Zeit eines Laufes der
SOD1G93A-Miuse im Gegensatz zu den SODI1Wt-Miusen. Die Methode der
FuBabdruckanalyse mittels Tintenabdruck wird von Mancuso et al. (2011), die sie im Alter
von 8, 12 und 16 Wochen ebenfalls bei Tieren des SOD1G93A-Mausmodells durchfithrten
und dabei keine Unterschiede in der Schrittlinge fanden, allerdings kritisiert, da die Mause
normalerweise keinen durchgehenden Lauf tiber 50 cm freiwillig durchfithren wiirden.
Mancuso et al. (2011) nutzten daher eine videobasierte Ganganalyse (DigiGait, Mouse
Specifics, Inc., Boston, Massachuesetts, Vereinigte Staaten) auf einem Laufband mit
festeinstellbarer Geschwindigkeit an den gleichen drei Zeitpunkten. Dabei untersuchten sie
neben Auftrittsbreite und Fufistellung vor allem zeitliche Parameter einzelner
Schrittphasen. Sie konnten bei den transgenen Tieren in der 8. Woche eine signifikante
Verschlechterung von zwei der sieben ausgewerteten Parameter beobachten, in der 12.
Woche bereits fiinf, in der 16. Woche waren alle sieben Parameter signifikant schlechter.
Mehrere Autoren untersuchten das SOD1G93A-Mausmodell wie die vorliegende Studie
mit dem CatWalk XT gazt analysis systerr (Noldus, Wageningen, Niederlande): Dabei konnten
Mead et al. (2011), die wochentliche Analysen an finf SOD1G93A-transgenen Maduse
beginnend am Lebenstag 35 bis zum Lebenstag 105 durchfiihrten, Defizite in der
Auftrittszeit (sfand) an mehreren Untersuchungszeitpunkten, und vor allem eine
Verkiirzung der Schrittlinge der Hinter- und Vorderlaufe (stride length) bei fortschreitender
Erkrankung feststellen. Zudem konnten eine Abnahme des normalen diagonalen Auftritts
(support diagonal) und eine Zunahme der Zuhilfenahme einer dritten Extremitat (support three
limbs) im Gang bei den transgenen Tieren festgestellt werden.

Gerber et al. (2012) fihrten die CatWalk-Ganganalyse beim SOD1G93A-Mausmodell ab
dem Lebenstag 50 wochentlich durch und konnten in ihrer Auswertung der relativen
Position des Hinterlaufs zum Vorderlauf — gesunde Kontrolltiere setzen den seitengleichen
Hinterlauf im nichsten Schrittzyklus fast genau an die zuvor vom Vorderlauf besetzte
Position — bereits ab dem Lebenstag 60 signifikante lokomotorische Defizite transgener
Tiere nachweisen, die sich im Krankheitsverlauf noch verstirkten.

Vergouts et al. (2015) konnten in ihrer CatWalk-Ganganalyse von 10 weiblichen
SOD1G93A-transgenen Miusen im Alter von 16 Wochen in allen ausgewerteten

Gangparametern Defizite der Hinter- und Vorderldufe finden, u. a. Schrittlinge (szride
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length) Auftrittszeit (stance duration), Schrittzeit (swing duration), Schrittgeschwindigkeit (swing

speed) und relative Position (relative position).

1.3 ROCK-Inhibition

1.3.1 ROCKI1 und ROCK2: Rho-assoziierte Coiled-Coil containing Proteinkinasen
Die beiden Rho-assoziierten Coiled-Coil containing Proteinkinasen (ROCK)1 (auch
ROKSP) und ROCK2 (auch ROKa) sind Serin-Threonin-Proteinkinasen aus der Familie
der AGC-Kinasen, die aus mehr als 50 verschiedenen Proteinen besteht (Proud 2007),
werden von RhoA, einer Rho-GTPase, aktiviert und haben eine Vielzahl an
Effektormolekiilen. Sie bestehen aus drei Hauptdominen: der Rho-bindenen Domine in
der Coiled-Coil-Region, der Kinase-Domine, die fiir die katalytische Aktivitit des Proteins
verantwortlich ist, und eine Pleckstrin-homologe Domine mit einer cysteinreichen Region,
die fir die Regulation und die Lokalisation des Proteins in der Zelle verantwortlich ist
(Schmandke et al. 2007).

ROCKI1 und ROCK2 teilen sich mit 65 % einen Grofiteil ihrer Aminosauresequenz,
insbesondere in der katalytischen Domine stimmen sie iiberein — zu 92% (Nakagawa et al.
1996). Trotz dieser weitreichend strukturellen Gemeinsamkeiten unterscheiden sie sich
deutlich in ihrem Vorkommen im Organismus: Wihrend ROCK2 vor allem im Herz und
im Gehirn vorkommt, kommt ROCK1 vor allem in nicht-neuronalen Geweben vor. Eine
besonders hohe Expression von ROCK2 weisen die Pyramidenzellen des Hippocampus
und des zerebralen Kortex sowie die Purkinjezellen des Zerebellums auf (Hashimoto et al.
1999).

ROCK1 und ROCK2 werden von der Rho-GTPase RhoA aktiviert und liegen
normalerweise als eine sich selbst inhibierende Einheit vor, erst durch die Bindung der
aktivierten RhoA an der Rho-bindenden Domine wird die katalytische Einheit aktiviert.
Inhibitoren von ROCK sind Gem und Rad, die als Rad-Gem-Kir-Familie (RGK) Teil der
Superfamilie der Ras-zugehorigen kleinen GTPasen sind, indem sie an der Coiled-Coil
Domine binden (Ward et al. 2002). Eine andere kleine GTPase, RhoE, wurde als ROCK1-
Inhibotor beschrieben, indem es an die Kinase-Domine bindet (Riento und Ridley 2003).
Rho-GTPasen sind regulatorische Proteine und gehéren ebenfalls in die Superfamilie der
Ras-zugehorigen kleinen GTPasen und sind somit eine Art G-Protein, die im Zytosol zu
finden sind. Sie sind eine von 9 Untergruppen der Superfamilie und werden selbst in 8
Untergruppen geteilt (Blumenstein 2004, Schmandke et al. 2007). Ungefihr ein Prozent des

gesamten menschlichen Genoms kodiert Proteine, die entweder Rho-GTPasen regulieren
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oder durch diese reguliert werden. Rho-GTPasen wechseln zwischen einem inaktiven
GDP-gebundenem und einem aktiven GTP-gebundenen Zustand. In allen eukaryotischen
Zellen regulieren auf diese Weise Rho-GTPasen unter anderem: Morphogenese, Polaritit,
Zellbewegung und Zellteilung (Jaffe und Hall 2005). Rho-GDP wird durch Guanin nucleotid
exchange factors (GEFs) in Rho-GTP umgewandelt und so aktiviert. Andererseits wird diese
Umwandlung von Guanine nucelotid dissociation inhibitors (GDIs) inhibiert und GTPase
activating proteins (GAPs) fihren zu einer Rickumwandlung durch eine erhoéhte intrinsische
GTPase-Aktivitit. Die Aktivierung von RhoA wird tber verschiedene Signalwege
vermittelt: Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen (Schiller 2006), iiber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCRs) und iiber andere Transmembranproteine wie z. B. Plexine oder den
Nogo-Rezeptorkomplex (Schmandke et al. 2007). Neben RhoA sind Arachidonsdure und
Sphingosylphosphorylcholin unspezifische intrazellulire Aktivatoren von ROCK, wihrend
Caspase-3 im Rahmen der Apoptose den autoinhibitorischen C-Terminus proteolytisch
spalten kann und so zu einer erhéhten ROCKI1-Aktivitat fihrt (Schmandke et al. 2007,
Jacobs et al. 2006, Coleman et al. 2001).

Es wurden bereits eine Menge Effektorproteine von ROCK1 und ROCK2 beschrieben.
Neben der Modulation des neurotrophen PI3/Akt-Signalwegs (Wolfrum et al. 2004) und
des Insulin-Signalwegs (Farah et al. 1998) stehen im Bereich der Neurodegenerativen
Erkrankungen auch Proteine im Fokus der aktuellen Forschung, die fir die Regulation des
Aktin-Zytoskeletts und der myosinbasierten Zellkontraktilitit verantwortlich sind.
Einerseits fithrt eine erhéhte ROCK-Aktivitit zu einer erhéhten myosinbasierten
Zellkontraktilitit und andererseits zu einer erniedrigten Reorganisation und reduziertem
Aufbau des Aktinzytoskeletts:

Als besonders gut studiertes Effektorprotein gilt die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase
(MLCP), deren myosin binding site (MBS) von ROCK phosphoryliert wird und deren
Aktivitit dadurch gesenkt wird (Kawano et al. 1999). Die geringere Aktivitit der MLCP
fihrt zu einer geringeren Dephosphorylierungsrate — also niedrigeren Inaktivierung — der
myosin-11 regulatory light chain (MLC). Zudem kann ROCK2 auch die myosin light chain kinase
(MLCK) und auch die MLC selber phosphorylieren, um diese zu aktivieren. Daneben gibt
es auch die Moglichkeit, dass RhoA an die MBS bindet und somit einen ROCK-
unabhingigen Weg, die myosinbasierte Kontraktilitit der Zelle zu regulieren (Kimura et al.
1990).

Durch die Phosphorylierung von LIM-Kinase (LIMK), welche durch diese Aktivierung
threrseits Cofilin phophoryliert und damit inhibiert (Sarmiere und Bamburg 2004), und

durch die Inhibierung von Profilin fithrt eine erhohte ROCK-Aktivitit zu einer
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erniedrigten Aktin-Depolymerationsrate und einer reduzierten Reorganisation des
Aktinzytoskeletts (Maekawa et al. 1999), was zu einem reduzierten axonalen Wachstum
beitrigt (Ng und Luo 2004).

Daneben sind a-Adducin (Kimura et al. 1998) und die ERM-Proteine Etrin, Radixin und
Meosin weitere Effektoren von ROCK, die das Aktinzytoskelett beeinflussen (Matsui et al.
1998). Und auch die Intermediirfilamentproteine Vimentin, das saure Gliafaserprotein
(GFAP) und das Neurofilamentprotein (NF-L) werden von ROCK2 phosphoryliert
(Schmandke et al. 2007).

1.3.2 Rolle von ROCK bei Neurodegeneration

Eine erhohte ROCK-Aktivitit wird seit einiger Zeit in Zusammenhang mit den
Pathomechanismen neurodegenerativer Erkrankungen gesehen und ein mdoglicher
vorteilhafter Effekt von ROCK-Inhibition wurde in vielen Modellen 7z vivo und in vitro
untersucht (siche Kapitel 1.3.4). Die erh6hte ROCK-Aktivitit wird dabei im Rahmen des
Signalweges und im Rahmen des Zelltyps gesehen (Hensel et al. 2015) und hat vermutlich
zellschidigende Auswirkungen.

Wie bereits in Kapitel 1.3.1 beschrieben, wirkt eine erhéhte ROCK-Aktivitit im Rahmen
anerkannter Signalwege inhibierend auf MLCP, Cofilin und Profilin, was einerseits zu einer
erhohten myosinvermittelten Zellkontraktilitit und anderseits zu einer verminderten
Reorganisation und Wachstum des Aktin-Zytoskeletts fihrt. In neuronalen Zellen fihrt
das zu einem Kollaps des Wachstumskegels, was zu der Annahme fiihrt, dass ROCK eine
schiadigende Wirkung auf Regeneration und neuronales Wachstum hat. Hinzu kommt, dass
ROCK neurotrophe Signalwege, die phosphatase and tensin homolog (PTEN), Akt und
extracellular  signal—regulated kinase (ERK) beinhalten, welche als Agonisten neuronalen
Uberlebens gelten, negativ kontrolliert. Zwar sind die genauen molekularen Mechanismen
dabei unbekannt, jedoch kann angenommen werden, dass eine erhohte ROCK-Aktivitit
tiber diesen Weg zu einem verminderten neuronalen Uberleben fithrt (Lingor et al. 2008,
Takata et al. 2013).

Zudem fihrt eine erhéhte ROCK-Aktivitit im Rahmen der durch die neuronale
Schidigung  stattfindenden Neuro-Inflammation dazu, dass Mikrogliazellen im
zellschiddigendem M1-Zustand verweilen und nicht in den antientziindlichen, Gewebe
unterstitzenden und die Extrazellulir-Matrix reparierenden M2-Zustand tbergehen
(Zhang et al. 2013).

Die beschriebenen molekularen und zelluliren Mechanismen, die fir alle

neurodegenerativen Erkrankungen gelten konnen, legen nahe, dass sich eine ROCK-
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Inhibition vorteilhaft auf unterschiedliche neurodegenerative Erkrankungen auswirken
kann. Die moglichen Effekte sollten entsprechend wunter den folgenden
pathomechanischen Gesichtspunkten gesehen werden: Unterstiitzung des axonalen
Wachstums, Unterstiitzung des neuronalen Uberlebens und Inhibition deletirer Neuro-

Inflammation (Hensel et al. 2015).

1.3.3 Pharmakologische Inhibition von ROCK

Die beschriebenen Effektorproteine von ROCK sind Schliisselproteine in neuronalen
Prozessen wie Axogenese, Wachstumskegeldynamik (growth cone dynamics) und der Stabilitit
von Synapsen (Hensel et al. 2015).

Eine erhéhte ROCK-Aktivitit wirkt schadlich bei neurodegenerativen Erkrankungen, was
bereits in verschiedenen In-vivo- und In-vitro-Modellen gezeigt wurde (siche Kapitel 1.3.4).
Dabei wurde hiufig der potente ROCK2-Inhibitor Y-27632 genutzt. Jedoch gibt es mit
Fasudil bereits einen anderen ROCK-Inhibitor, der schon seit 1995 fiir die Behandlung
beim Menschen zugelassen ist und ROCK1 und ROCK2 gleichermal3en hemmt.

Fasudil, auch (HA1077) 1- (5-isoquinolinesulphonyl) homopiperazine), aus der Gruppe der
Sulfonamide ist ein Proteinkinase-Inhibitor (Asano et al. 1989) mit Wirkung auf mehrere
Proteinkinasen. Anfangs wurde vor allem die vasodilatatorische Wirkung Fasudils im
Rahmen der zerebralen Vasospasmen nach Subarachnoidalblutung erforscht und seine
Uberlegenheit nachgewiesen (Takayasu et al. 1986). Seine vasodilatatorische Wirkung
erreicht Fasudil dabei im Gegensatz zu bis dato zugelassenen Priparaten und zusitzlich zu
der Hemmung der iiber die MLLC bewirkten Kontraktion auch durch eine Reorganisation
der Struktur der Aktin-Mikrofilamente in den glatten Muskelzellen (Sasaki et al. 1987). Die
Wirkung auf diese von der Rho-ROCK-Signalkaskade gesteuerten Prozesse erreicht Fasudil
als potenter ROCK1- und ROCK2-Inhibitor. Daneben hemmt Fasudil auch Proteinkinase
C, Proteinkinase N, Proteinkinase A, MAP-Kinase 1 und MLCK (Lingor et al. 2007,
Nagumo et al. 2000, Davies et al. 2000). Durch die bereits erwiesene Applikation beim
Menschen und Zulassung fiir die Behandlung bei Schlaganfallpatienten in Japan seit 1995
ist Fasudil auch im Bereich Neurodegeneration ein vielversprechendes Priparat (Chen et al.

2013).

1.3.4 ROCK-Inhibition in Modellen der Neurodegeneration — ein Uberblick

Molekulare und zellulire Mechanismen im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen
legen eine neuroprotektive Wirkung von ROCK-Inhibition und eine schidigende Wirkung
erhohter ROCK-Aktivitit nahe. Diese Annahme wurde in In-vivo- und In-vitro-Modellen

demonstriert, von denen hier einige erwihnt seien.
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Grundlegend glinstige Effekte auf Neurodegeneration und Neuroregeneration wurden von
Lingor et al. (2007) mit den ROCK-Inhibitoren Y-27632, Fasudil und Dimethylfasudil (H-
1152) 7n vivo und in vitro nachgewiesen: Das Neuriten-Wachstum in einer Zellkultur von
Ntera-2-Neuronen wurde durch die Behandlung dosisabhingig gesteigert und in einem I-
vivo-Modell fir Neurodegeneration wurde eine verbesserte Neuroregeneration beobachtet.
Im Bereich des Morbus Parkinson/Parkinson’s Disease (PD) wurde im Rahmen Toxin-
induzierter Modelle 7z vitro und in vivo eine Verbesserung unter der Behandlung mit Fasudil
beobachtet: Im MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) -Mausmodell wurde
eine weniger stark verminderte Zellzahl dopaminerger Neurone in der Substantia nigra und
eine verbesserte motorische Performance beobachtet. In der Zellkultur dopaminerger
Mittelhirn-Neurone der Maus, die mit MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) behandelt
wurden, zeigten die mit optimaler Konzentration Fasudil (20 uM) behandelten Kulturen
eine erhohte Aktivitit des auf das neuronale Uberleben vorteilhaft wirkenden Akt-
Signalwegs, eine hohere Zahl an TH (#yrosine hydroxylase) positiven Zellen und eine erhéhte
Neuriten-Linge (Tonges et al. 2012). Die Annahme einer gegenseitigen Beeinflussung des
ROCK-Signalwegs und der anti-apoptotischen Signalwege von ERK und Akt wird zudem
durch die Beobachtungen an einem _AAV2-mediated knockdown-Modell von ROCK2
beobachtet. I vitro kann dort eine erhohte ERK-Aktivitit, eine weniger starke Abnahme
TH-positiver Zellen und 7z vivo eine milde Verbesserung der motorischen Performance
beobachtet werden (Saal et al. 2015).

Im Bereich der Multiplen Sklerose (MS) wurde eine ethdhte ROCK-Aktivitit im zentralen
Nervensystem bei Miusen eines mit profeolipid protein (PLP) induzierten experimental
antoimmune  encephalomyelitis (EAE)-Modells gefunden, wihrend gleichzeitig beobachtet
wurde, dass Fasudil die induzierte EAE unterdriickt, indem es die Infiltration des ZNS
durch Entziindungszellen hemmt (Sun et al. 20006). Da bei der chronisch verlaufenden MS
eine lange Applikationsdauer erwartet werden kann, wurde in der Folge nach alternativen
Applikationsformen, die zielgerichteter sind, gesucht. Im Rahmen einer Studie mit einem
murinen  mzyelin  oligodendrocyte  glycoprotein. (MOG)-induzierten EAE-Modell wurde unter
intranasaler Verabreichung eines Fasudil-Derivates eine reduzierte Demyelinisierung,
verbesserte klinische Parameter und ein erhohtes Koérpergewicht beobachtet (Li et al.
2014).

Im Bereich des Morbus Alzheimer/ Aleimer’s Disease (AD) wurde in den Gehirnen von
Patienten mit idiopathischer AD ein erhohtes Protein-Level von ROCK2 gefunden. Diese
Beobachtung konnte auch bei Patienten mit mild cognitive impairment (MCI), einer als

Vorstufe der AD verstandenen Erkrankung, bestitigt werden (Herskowitz et al. 2013). In
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einem transgenen Mausmodell fir AD (PDAPP-Mausmodel) zeigte sich, dass unter
Behandlung durch intrazerebroventrikulire Injektion des ROCK-Inhibitors Y-27632
signifikant weniger Amyloid-$ im Gehirn der Tiere vorhanden ist (Zhou et al. 2003). Einen
deutlichen Unterschied von ROCK1 zu ROCK2 konnte in der Beeinflussung des Amyloid-
B-Stoffwechsel festgestellt werden: Wihrend ein ROCKI1 knock-down die Amyloid-g-
Produktion erhoht, reduziert die spezifische ROCK2-Inhibition durch SR3677 Amyloid-3
in vivo und in vitro (Herskowitz et al. 2013). Daraus ldsst sich schlieen, dass im Bereich der
AD eine spezifische ROCK2-Inhibition das vielversprechendere Target ist, weil eine
ROCKI-Inhibition moglicherweise einen schidigenden Einfluss haben konnte (Hensel et
al. 2015).

Im Bereich der Chorea Huntington/ Huntington s Disease (HD), bei der die durch eine CAG-
Wiederholungsmutation im Huntingtin(Htt)-Gen Oligomere und Aggregate von Htt in
Neuronen eine schidigende Wirkung haben, wurde beobachtet, dass ROCK-Inhibition mit
Y-27632 den Abbau der Aggregate zn vitro fordert (Bauer et al. 2009). Jedoch konnte in
einem transgenen Mausmodell fir die HD, dem R6/2 HD-Mausmodell, kein Einfluss auf
deren Uberleben, die Zellatrophie oder das Aggregationsverhalten in den Zellen neben
einer nur milden Verbesserung der motorischen Performance beobachtet werden (Li et al.
2009). In einer anderen Studie konnte allerdings ein verbessertes neuronales Uberleben und
eine verbesserte axonale Regeneration unter ROCK-Inhibtion in einem Iz-vitro-HD-Modell
gezeigt werden (Deyts et al. 2009), sodass die Hoffnung besteht, dass der Einfluss von
ROCK-Inhibition in Zukunft méglicherweise auch 7z vivo bei der HD nachgewiesen wird
(Hensel et al. 2015).

Auch im Bereich der Spinalen Muskelatrophie (SMA) spielt eine erhéhte ROCK-Aktivitit
eine Rolle. SMA ist eine monogenetische Erkrankung und wird durch eine /oss-of-function-
Mutation im survival of motoneuron (Smn) 1-Gen ausgelost. Weil Smn-1 ubiquitdr exprimiert
wird, wird SMA mittlerweile als Multisystemerkrankung gesehen, bei der jedoch die
Motoneurone als erstes betroffen sind (Shababi et al. 2014). In Zellkulturen konnte
nachgewiesen werden, dass der Verlust von Smn-1 direkt zu einer Uberaktivierung der
Rho-ROCK-Signalkaskade und vermindertem axonalen Wachstum fiihrt und eine ROCK-
Inhibition diesem Mechanismus entgegenwirken kann (Bowerman et al. 2007). In einem
SMA-Mausmodell konnte eine erhéhte ROCK-Aktivitit im Ruckenmark nachgewiesen
werden und durch eine orale Behandlung mit den ROCK-Inhibitoren Y-27632 und Fasudil
das Uberleben der Tiere signifikant verlingert werden, die Morphologie der motorischen
Endplatten erhalten und die muskulire Atrophie aufgehalten werden (Bowerman et al.

2010, Bowerman et al. 2012). Neben dem ROCK-Signalweg ist im Riickenmark von Tieren
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des SMA-Mausmodells auch die ERK-Signalachse tiberaktiviert, was sich hier im Phianotyp
der SMA — entgegen der Annahme ERK habe eine neurotrophe, antiapoptotische Wirkung
— schidlich auswirkt, weil eine ERK-Inhibition durch Selumetinib das Uberleben der
Miuse verlangert (Branchu et al. 2013). Eine gegenseitige Beeinflussung des ROCK- und
des ERK-Signalweges wurde bei der SMA 7 vitro nachgewiesen, sodass die Autoren eine
kombinierte Behandlung mit ROCK- und ERK-Inhibitoren vorschlagen (Hensel et al.
2014).

1.3.5 ROCK-Inhibition bei ALS

Die zelluliren und molekularen Mechanismen, die fur die neuroprotektiven Effekte der
ROCK-Inhibition verantwortlich sind, spielen auch in der ALS eine entscheidende Rolle.
In unserer Forschungsgruppe wurde die klinische Testung und die histologische Evaluation
des SOD1G93A-Mausmodell fir die ALS etabliert (Gunther et al. 2012), um Effekte der
oralen Behandlung mit ROCK-Inhibitoren 7z vivo zu testen (Gunther et al. 2014, Tonges et
al. 2014, Gunther 2015, Suhr 2017).

In der Pathogenese der ALS spielt eine erh6hte ROCK-Aktivitit eine entscheidende Rolle:
In der Zellkultur der Mouse Motor Neuron-Like Hybrid (NSC-34)-Zelllinie konnte nach
SOD1G93A-Transfizierung eine signifikant erhéhte ROCK-Aktivitdt gezeigt werden und
auch im SOD1G93A-Mausmodell konnte eine erh6hte ROCK-Aktivitit indirekt durch ein
erhohtes phoyphoryliertes Akt (pAkt) in Lysaten des Rickenmarks nachgewiesen werden.
Daneben konnten eine erhéhte PTEN-Aktivitit und eine dem entsprechende
Herabregulation des neurotrophen Akt-Signalweges in der SOD1G93A-transfizierten
NSC-34-Zelllinie nachgewiesen werden, welche durch ROCK-Inhibition mit Fasudil
wieder aufgehoben werden konnte. Dies geht im mit Fasudil behandelten SOD1G93A-
Mausmodell mit einem verspiteten Symptombeginn, verlingertem Uberleben und einer
teilweisen erhaltenen Motoneuronanzahl im Rickenmark einher (Takata et al. 2013).

Wir konnten dartber hinaus im SOD1G93A-Mausmodell unter Fasudil-Therapie auch eine
verbesserte motorische Performance feststellen. Zudem wurde die Motoneuron-
Degeneration aufgehalten, und Nervenfasern waren weniger beschidigt. Wihrend eine
verstirkte Astrogliose unter der Therapie festgestellt wurde, waren mehr Mikrogliazellen im
vorteilhaften M2-Zustand (Tonges et al. 2014). Diese Beobachtung konnte zuvor bereits
vitro demonstriert werden (Zhang et al. 2013). In Zellkultur von lumbalen B6/SJL-
Motoneuronen, die im Rahmen eines mit Kainat induzierten Modells fir
Glutamatexzitotoxizitit kultiviert wurden, zeigte sich dartiiber hinaus ein signifikant

besseres Uberleben der Motoneurone unter Fasudil-Therapie (Ténges et al 2014).
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Takata et al. (2013) konnten fiir den ROCK-Inhibitor Fasudil im SOD1G93A-Mausmodell
sowohl in der Dosierung von 30 mg/kg Korpergewicht (KG) als auch in der Dosierung
von 100 mg/kg KG einen verspiteten Krankheitsbeginn und ein verlingertes Uberleben
nachweisen. Fin verbessertes Ubetleben der Motoneurone im Alter von 15 Wochen
untersuchten die Autoren jedoch nur bei einer Dosierung von 30 mg/kg KG, ebenso wie
den Einfluss auf pAkt. Dies geht einher mit unseren Beobachtungen, dass nur die
Dosierung von 30 mg/kg KG einen signifikanten Einfluss auf das Ubetleben und die
motorische Performance im SOD1G93A-Mausmodell hat und sich sogar in unseren
Ergebnissen signifikant von denen mit 100 mg/kg KG behandelten Miusen unterscheidet
(Tonges et al. 2014).

Daher wirkt Fasudil im ALS-Modell dosisabhingig und erreicht seine Wirkung durch zwei
Mechanismen: Einerseits durch die Beeinflussung der Mikroglia und andererseits durch die
Beeinflussung des neurotrophen PTEN/Akt-Signalweges. Die Annahme, neuroprotektive
Effekte bei der ALS durch die Beeinflussung des Rho-ROCK-Signalweges erreichen zu
kénnen, wurde auch durch die Erkenntnis unterstiitzt, dass Mutationen im Profilin-1-Gen
mit einem hohen Risiko, an ALS zu erkranken, assoziiert sind (Wu et al. 2012). Die mit
ALS assoziierte Mutation Profilin1™"" betrifft die zu phosphorylierende Domine des
Proteins, was die These unterstiitzt, eine mangelnde Aktivierung von Profilin-1 wirke sich
verschlechternd auf die ALS aus (Ingre et al. 2013). Dennoch ist nicht gesichert, ob der
Rho-ROCK-Signalweg auf genau diese Domine einen aktivierenden Einfluss hat (Hensel

et al. 2015).

1.4  Zielsetzung der Arbeit
Diese Studie wird als Fortfithrung der praklinischen Studien im SOD1G93A-Modell

geplant. Da in Vorarbeiten die neuroprotektive Wirkung von Fasudil am SOD1G93A-
Modell prinzipiell belegt werden konnte (Ténges et al. 2014), sollen in der vorliegenden
Arbeit dosisabhingige Effekte genauer untersucht und hier auch eine niedrig dosierte
Fasudil-Therapie zum FEinsatz kommen. Dartber hinaus erfolgt eine kombinatorische
Behandlung mit dem klinisch zugelassenen Riluzol, um mogliche Interaktionseffekte zu
evaluieren.

Der Experimentalaufbau der vorliegenden Studie umfasst die folgenden Versuchsgruppen:
niedrig dosierte Behandlung (10 mg/kg KG) mit Fasudil, mitteldosierte Behandlung (30
mg/kg KG) mit Fasudil, niedrigdosierte Behandlung mit Fasudil in Kombination mit
Riluzol und eine Monotherapie mit Riluzol sowie eine gesunde und eine unbehandelte

Kontrollgruppe. Die therapeutischen Zielparameter umfassen die FEvaluation der
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motorischen Performance incl. erstmals in unserem ILabor bei Miusen durchgefiihrter

Ganganalyse mittels CatWalk XT' gait analysis system sowie eine erstmalig in unserem Labor

durchgefiihrte Evaluation der kognitiven Performance mittels nove/ object recognition test.

Die Auswertung der vorliegenden Studie erfolgt im Rahmen einer Verlaufsbeurteilung der

klinischen Entwicklung sowie mittels Querschnittstudie mit histologischer Evaluation der

Pathologie spinaler Motoneurone und Atrophie des Musculus gastrocnemius.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit sind somit in Zusammenfassung:

1.

den Effekt einer niedrig dosierten Fasudil-Therapie (10 mg/kg KG) mit der
mitteldosierten Therapie (30 mg/kg KG) zu vergleichen, die Kombination mit
Riluzol dieser Therapie zu evaluieren und die verschiedenen Dosierungen bzw. die
Kombination mit einer Riluzol-Monotherapie zu vergleichen,

die Auswirkung der gewihlten Therapie auf das Uberleben, die klinische
Entwicklung, die anhand des Gewichts und eines klinischen Scores evaluiert wird,
die motorische Performance, die mithilfe des Drehwalzenversuchs (Rotarod) und
mithilfe eines videobasierten Ganganalysesystems (Catwalk XT) analysiert wird und
die kognitive Entwicklung, die mit dem nove/ object recognition test (NOR) evaluiert
wird, in einer Verlaufsstudie zu untersuchen,

die Auswirkung der gewihlten Therapie auf die Anzahl der Alpha-Motoneurone im
lumbalen Ruckenmark und die Atrophie des Musculus gastrocnemius in einer

Querschnittstudie zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

21 Gerite

Gerate

Hersteller/Bezug

Axioplan Fluoreszenzmikroskop

Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschlandistp,

Axioplankamera AxioCam HRm, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Catwalk XT Catwalk XT gait analysis system, Noldus, Wageningen,
Niederlande

Eismaschine AF 100, Scotsman Ice Systems, Milano, Italien

Feinwaage bis 0,01 g

LE6202S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Feinwaage bis 0,1 mg

BL210S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Gefrierschnittmaschine

(Kryostat)

CM-3050-S, Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland

Geftierschrank (-20 °C)

Robert Bosch Hausgerite GmbH, Miinchen,
Deutschland

Geftierschrank (-80 °C)

Forma, ThermoQuest Analytische Systeme GmbH,
Egelsbach, Deutschland

Gelelektrophoresekammer

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Inkubationsschrank (37 °C)

Heraeus B20, Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

Kiihlschrank (5 °C)

Liebherr-Hausgerite Ochsenhausen GmbH, Ochsen-

hausen, Deutschland

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

Mikrowelle Robert Bosch Hausgerite GmbH, Miinchen,
Deutschland

pH-Meter pH-Meter PD20, Sartorius AG, Gottingen,

Deutschland

Pipetten 0,2-2 1, 1-10 g1, 2-20

Pipetman Classic P2, P10, P20, P100, P200, P1000;
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(1, 20-100 £ 1,50-200 g1, 200-
1000 ¢1

Gilson Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Reinstwasseranlage Elga Purelab Plus UV/UF PL5124, ELGA LabWater,
Celle, Deutschland
Schwenktisch Stuart 3D gyratory rockers - SSM3, Bibby Scientific

Limited, Stone, Vereinigtes Konigreich

Videokamera: Legria HFM 36

Canon, Ota (Tokio), Japan

Vortex Reagenzglasmischer

7-2020, neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Wasserbad

3043, Kottermann GmbH & Co KG, Hainigsen,
Deutschland

Tabelle 1. Gerate

2.2

Verbrauchsmaterialien und allgemeine Chemikalien

Verbrauchsmaterialien/

Hersteller/Bezug

Chemikalien

Agarose AppliChem GmbH, Darmstadt

Deckglidschen Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co
KG, Braunschweig Deutschland

Gefriermatrix Shandon Cyromatrix, Thermo Fisher Scientific Inc,
Kalamazoo, Michigan, USA

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

Paraformaldehyd A3813, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Phosphat buffered saline

A0964, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Pipettenspitzen ohne Filter

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Reagenzrohre (25 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

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

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Mowiol

Hoechst, Frankfurt, Germany

Tabelle 2. Verbrauchsmaterialien und allgemeine Chemikalien
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2.3  Studiendesign

Tierexperimentelle Studien sind im Rahmen priklinischer Studien der ALS von grofler
Bedeutung und das SOD1G93A-Mausmodell stellt hier einen Standard fir priklinische
Studien der ALS dar. Das verwendete Mausmodell ist in der ALS-Forschung seit seiner
Entwicklung ein etabliertes und vielfach untersuchtes Modell und sticht durch seine
weitgehende klinische und neuropathologische Vergleichbarkeit mit der familidgren und
auch der sporadischen ALS beim Menschen hervor (Ludolph et al. 2010). Die Methoden
und Ergebnisse dieser Studie werden dem CONSORT Statement fir randomisierte
Versuche paralleler Gruppen folgend geplant und werden dementsprechend prisentiert
(Moher et al. 2010). Die Experimente mit Tieren werden nach den MafBlgaben des
Tierschutzgesetzes (Bundesgesetzblatt (BGBL) I S.1206ff Jahrgang 20006) durchgefiihrt
(Genehmigungsbescheid der Tierversuche, Aktenzeichen: 33.9-42502-04-12/0938). Der
Untersucher ist den Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA)-B-
Richtlinien entsprechend zertifiziert, Tierversuche durchfithren zu durfen. Dem
Untersucher wurde durch das Niedersidchsische Landesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit  genehmigt, die im Rahmen dieser Arbeit geplanten
verhaltensbiologischen Eingriffe unter Anleitung an Tieren durchzufiihren (Nieders.
Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Aktenzeichen: 33.4-43502-
14-Scheer). Es wird einerseits eine Verlaufsstudie zur Kontrolle der klinischen und
verhaltensbiologischen Parameter unter prasymptomatischer Behandlung durchgefiihrt.
Andererseits wird eine Querschnittsstudie zur makroskopischen Evaluation der
Muskelatrophie und einer histologischen Evaluation der spinalen Motoneurone nach
prasymptomatischer Behandlung durchgefthrt. Aufgebaut wird die Studie auf den
Erkenntnissen und Erfahrungen, die im Rahmen unserer Forschungsgruppe und der darin
enthaltenen ALS-Arbeitsgruppe bereits gewonnen wurden, insbesondere im Umgang mit
dem SOD1G93A-Mausmodell (Gunther et al. 2012, Tonges et al. 2014, Ginther et al
2014, Gunther 2015, Suhr 2017, Gunther et al. 2017).

2.4  Tierzucht und Tierhaltung

Das von Gurney et al. (1994) entwickelte High-copy BG6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/]
Genotyp Mausmodell (Jackson Labs, Bar Harbor, USA) wird als Grundlage fir die
Versuchsanordnung verwendet. Vier von Jackson Lab georderte transgene Bécke werden
in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Universititsmedizin Gottingen
(ZTE) mit B6SJLF1/]J-Wildtyp-Weibchen (Jackson Lab, Bar Hatbor, USA) verpaart. Da
durch den schnellen Krankheitsprogress die Fortpflanzungsfihigkeit der Bocke zeitlich
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sehr begrenzt ist, ist es notig, wie in den vorhergehenden Studien an diesem Modell, zur
weiteren FErhaltung der Zucht die transgenen Boécke der Folgegeneration mit den
B6SJLF1/]-Wildtyp-Weibchen zu verpaaten. Hierbei wird eine direkte Verwandtschaft
zwischen Bocken und Verpaarungsweibchen ausgeschlossen. Durch die Verpaarung von
den heterozygoten transgenen Bécken mit Wildtypen ist lediglich etwa die Hilfte der
Nachkommen ebenfalls transgen. Zur Untersuchung werden nur weibliche Tiere genutzt,
weil sie einen etwas lingeren, weniger rapiden Krankheitsverlauf als die Minnchen haben
(Heiman-Patterson et al. 2005). Dadurch ergibt sich eine lingere Moglichkeit der oralen
Behandlung. Es wird bei den Weibchen durch den langsameren Krankheitsverlauf eine
erhohte Sensibilitdt fur therapeutische Interventionen vermutet. Zudem werden einige
transgene mannliche Tiere fur die Zuchterhaltung genutzt.

Zur Genotypisierung werden den Mausen zwei bis drei Wochen nach Geburt
Schwanzspitzen mit einer Lange von circa 0,4 cm entnommen und per Botendienst aus der
ZTE an die experimentelle Einrichtung (Neurobiologisches Labor Prof. Bihr, Waldweg 33,
Gottingen, Deutschland) gesendet. Es wird dort die Genotypisierung mittels
Polymerasekettenreaktion und nachfolgender Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Nach der erfolgten Genotypisierung und geplanter Einteilung in die Versuchsgruppen
werden die benétigten Tiere von der ZTE im Alter von ca. 33 bis 43 Tagen in die
experimentelle Einrichtung transportiert. Sowohl in der ZTE als auch in der
experimentellen Einrichtung erfolgt die Haltung und Pflege der Tiere in individually vetilated
cages (IVC) durch ausgebildete Tierpfleger der ZTE. In den IVC ist mittels der separaten
Kifigbeliftung eine dauernde Luftfeuchtigkeit von 60% und eine Raumtemperatur von
23 °C garantiert, die ebenfalls im Versuchsraum herrschen. Die Versorgung mit Flissigkeit
ist an den Kifigen durch angebrachte Trinkbehilter verwirklicht, die vom Untersucher
regelmiBig selber erneuert werden, um die therapeutische Behandlung der
Versuchsgruppen tber das Trinkwasser zu kontrollieren. Das Futter der Tiere besteht aus
einer vollwertigen Alleinfuttermischung (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland).
Diese ist fir die Tiere als Trockenpellet durch die Gitterabdeckung des Kifigs erreichbar.
In der spiten Krankheitsphase, bei Erreichen des Punktwert 2 des klinisch-neurologischen
Scores (siche Kapitel 2.7.1.1) werden die Pellets mit der Flissigkeit aus dem
entsprechenden Trinkbehiltnis der Behandlungsgruppe zu Brei aufgeweicht und in einer
Plastikschale am Kifighoden angeboten. Dadurch wird eine Nahrungsaufnahme sowie die
Flussigkeits- und Medikamentenzufuhr auch in der letzten Krankheitsphase gewihrleistet.
Die Tiere werden in einem 12-stiindigen Hell-/Dunkelthythmus gehalten. Die

verhaltensbiologischen Experimente werden mdéglichst in oder nahe an der Aktivititsphase
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der nachtaktiven Tiere in der Dunkelheit zu immer derselben Uhrzeit durchgefithrt. Damit
die Tiere bereits am ersten Testtag, dem 50. Lebenstag, an den Untersucher und die
Untersuchungsgerite gewohnt sind und um Angst zu vermeiden, wird mit allen Tieren
mindestens zweimal innerhalb einer Woche vor dem Versuchsbeginn der volle

Versuchsablauf des Drehwalzenversuchs durchgefiihrt (sieche Kapitel 2.7.2).

2.5 Genotypisierung

Um die DNA aus dem Gewebe der Schwanzspitzen freizusetzen, werden sie mit je 160 ul
DirectPCR-Lyse-Reagenz (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) und je 3
ul Proteinkinse K (10 mM in Tris, pH 8, AppliChem, Darmstadt, Deutschland) tiber 12
Stunden bei 55 °C inkubiert. Um diese Reaktion zu stoppen werden die Proben
anschlieBend fiir 45 Minuten bei 85 °C denaturiert. Nach der Abkiithlung, werden je 2 ul
des vorliegenden Lysates, einer internen negativen Kontrolle sterilen Wassers und das Lysat
eines bereits genotypisierten Tieres als Kontrolle in zwei 0,5-ml-Eppendorf-
Reaktionsgefille tiberfithrt. Zu jedem Lysat werden 18 pl eines Mastermix hinzugegeben.
Dieser setzt sich aus 2 pl ANTP (Desoxynukleosid-Triphosphat-Mixlésung, 2 mM/dNTP;
Biolab GmbH, Minchen, Deutschland), 2 pl eines zehnfachen PCR-Reaktionspuffers
(Peglab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland), zur Amplifizierung der transgenen
SOD 1 0,25 pl  eines  Vorwirts-Primers  mit der  Sequenz 5 -
CATCAGCCCTAATCCATCTGA- 3" (100 uM, Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland)
und 0,25 ul eines Ruckwirts-Primer mit der Sequenz 5 -
CGCGATTAACAATCAAAGTGA-3 © (100 uM, Sigma-Aldrich, Minchen), zur
Amplifizierung von Interleukin 2 zur internen positiven Kontrolle 0,25 ul eines Vorwirts-
Primers mit der Sequenz 5 -CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT- 3°(100 uM, Sigma-
Aldrich, Munchen, Deutschland), 0,25 ul eines Riickwirts-Primer mit der Sequenz 5 -
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCAT- 3’, 0,1 ul Tag-Polymerase (Rekombinante DNA-
Polymerase, interne Laborherstellung) in 12,9 pl sterilem Wasser zusammen.

Das vorliegende Gemisch wird in einem PCR-Gerit (Cyclone 25, Peqlab Biotechnology
GmbH, Erlangen, Deutschland) nach folgendem Schema amplifiziert: Das Gerit wird auf
110 °C vorgeheizt; Initialisierung der DNA-Denaturierung flr 5 Minuten bei 94 °C;
Schleife fir 30 Durchliufe mit jeweils 30 min bei 94 °C, dann 30 min bei 55 °C fir
Anlagerung der Primer an die entsprechende Region der Einzelstrang-DNA, dann 30 min
bei 72 °C fiir die Transkription des spezifischen DNA-Abschnittes, erneuter Beginn der
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Reaktionsschleife; Beendigung der Amplifikation bei 72 °C fir 5 min, abschlieend
Abkiithlung auf 4 °C.

Zu dem Lysat werden nun 3 pl Ladepuffer (15 % Ficoll 400 DL, 100 mM LiCl, 100 mM
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdaure), 0,05 % Bromphenol, in 50 ml H20) gegeben und
ca. 15 ul jeder Probe auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Die beiden Proben eines Tieres
werden jeweils iibereinander oder nebeneinander aufgetragen und bei der Auswertung
verglichen, um die Validitit der Genotypisierung zu erhéhen und falsche Ergebnisse oder
Verunreinigungen zu erkennen.

Die Herstellung des Gels erfolgt mit 1,2 g Agarose (AppliChem GmbH, Darmstadt) pro 60
ml einfacher TBE-Losung (Tris- Base-EDTA-Puffer, AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland). Die Agarose wird in einer Mikrowelle durch kurzes Sieden aufgelést und
anschliefend mit 1,2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland) versetzt und durch kurzes Schwenken verteilt. Die Flissigkeit wird
in einen Gelschlitten (BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland) gegeben und zwei
passende Kimme (BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland) zur Taschenformung
darin eingetaucht. Nach Abwarten von ca. einer Stunde ist das Gel erkaltet und in einem
festen Aggregatzustand. Es wird daraufhin in einer Gelelektrophoresekammer (BioRad
Laboratories, Miinchen, Deutschland) in TBE-Pufferlosung versenkt. In die Taschen wird,
nachdem auch sie mit TBE-Pufferlosung gefillt sind, das Probenreagenz in o. g.
Anordnung gegeben.

Fir ca. 45 Minuten wird an die Gelelektrophoresekammer eine Spannung von 80 Volt
angelegt. Dabei wird die negativ geladene DNA zur Anode gezogen und durchwandert das
Gitternetzwerk der Gelmatrix des Agarosegels. Dabei laufen die DNA-Fragmente abhingig
von ihrer Grofie schneller oder langsamer. In die jeweils erste Kammer wird zudem eine
DNA-Leiter (100 ng/pl, Dianova, Hamburg, Deutschland) gegeben, anhand derer man die
Linge der sich im Gel aufteilenden DNA-Fragmente bestimmen kann. Mithilfe des an die
DNA gebundenen Ethidiumbromids, das unter UV-Licht sichtbar wird, kann durch einen
an eine Kamera angeschlossenen Computer mit dem Computerprogramm Quantity-One
4.2.2 (BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland) die DNA sichtbar gemacht werden.
Das amplifizierte Genprodukt der SOD1 mit der G93A-Punktmutation wird durch eine
Bande im Bereich von 236 Basenpaaren (bp) sichtbar. Um ein falsch negatives Ergebnis
durch fehlende DNA in Probe zu erkennen, ist das Genprodukt von Interleukin-2 bei 324
bp sichtbar (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3. Genotypisierung der SOD1G93A-transgenen Tiere

Abgebildet sind die durch Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbaren amplifizierten Genprodukte im Agarosegel nach
durchgefiihrter Gelelektrophorese: DNA Leiter mit Markierung (Pfeil) fiir 300 bp, interne negative Kontrollprobe Wasser
(H20), transgene Kontrolle (tgc), Tiere mit SOD1-Wildtyp (wt) mit Bande des amplifizierten Interleukin 2 als interne
positive Kontrolle bei 324 bp, SOD1G93A-transgene Tiere (tg) mit Banden des amplifizierten Interleukin und des
amplifizierten Genprodukts mit SOD1G93A-Punktmutation bei 236 bp (Quelle: eigenes Bildmaterial).

2.6  Versuchsgruppen

Nachdem die Tiere eines Wurfes genotypisiert wurden, werden die transgenen weiblichen
Tiere in funf Gruppen randomisiert: Vehikel ohne Behandlung (Veh), Riluzol 30mg/kg
KG/d (Ril30), Fasudil 10 mg/kg KG/d (Fasl0), Fasudil 30 mg/kg KG/d (Fas30),
Kombinationsbehandlung (FFas10Ril30) (siche Tabelle 3). Wurfgeschwister werden auf die
verschiedenen Gruppen aufgeteilt. Die minnlichen transgenen Tiere werden fir die
Zuchterhaltung benétigt. Nicht-transgene weibliche Mause vom SOD1-Wildtyp werden fiir
die Wildtypkontrollgruppe (Wt) verwendet. Alle tbrigen Tiere werden nach der erfolgten
Genotypisierung und Aufteilung euthanasiert. Die Aufteilung erfolgt fiir den Untersucher
verblindet, indem die entsprechenden Trinkbehiltnisse vom Untersucher mit der
vorgesehenen Behandlung bestiickt und beschriftet werden. Bis nach der statistischen

Auswertung durch den Untersucher wird diese Verblindung und die Zuordnung
beibehalten.

2.6.1 Verlaufsstudie: Verhaltensbiologie

Die fur die Studie ausgewihlten Tiere werden zusammen mit gleichaltrigen Tieren
»gematcht™ und in ihren entsprechenden Gruppen in IVC-Kifigen mindestens eine Woche
vor Versuchsbeginn aneinander gewShnt und mithilfe der zweimaligen Durchfiihrung des

Drehwalzenversuchs auch an den Untersucher und die verhaltensbiologischen Testungen
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gewohnt. Es werden pro Gruppe zwoélf Tiere untersucht. In der Wt-Gruppe werden sieben
Tiere als Kontrolle untersucht. Es wird eine klinische Analyse des Uberlebens, des
Krankheitsverlaufs und des Koérpergewichts durchgefiihrt. Es wird eine Analyse der
motorischen Performance mithilfe des Drehwalzentests (Rotarod) und mithilfe einer
videobasierten Ganganalyse (Catwalk XT) durchgefithrt. Zudem wird eine Analyse der
kognitiven Leistung (novel object recognition (INOR)-Test) durchgefiihrt.

Versuchsgruppen
. . Fas10
Bezeichnung Veh Fas10 Fas30 Ril30 ) Wt
Ril30
Behandlung _
] H,O ) ) ) Fasudil 10 H,O
in mg/kg Fasudil 10 | Fasudil 30 | Riluzol 30 )
Wasser Riluzol 30 | Wasser
KG/Tag
Genotyp SOD1°”* | SOD1°”* | SOD1°”* | SOD1°”* | SOD1°”* | SOD1Y

Tabelle 3. Versuchsgruppentbersicht

Versuchsgruppen Behandlungs-
Experiment Fas10 zeitraum
Veh | Fasl0 | Fas30 | Ril30 Ril30 Wt Beginn/Ende

Querschnittstudie:

Histologie Tag 50/ Tag 120

Muskelatrophie n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 | n=10

. Tag 50/
Verlaufsstudie: o
. .| n=12 | n=11* | n=12 | n=12 | n=12 | n=7 | Abbruchkriterien
Verhaltensbiologie :
erfullt

Tabelle 4. Experimentiibersicht

*nachtriglich wurde ein Tier zensiert, weil es zunichst falsch positiv genotypisiert wurde

2.6.2 Querschnittstudie: Evaluation der spinalen Motoneurone und der
Muskelatrophie

Die fir diese Studie ausgewihlten Tiere werden ebenfalls zusammen mit gleichaltrigen
Tieren in den entsprechenden Gruppen in IVC-Kifigen aufgeteilt gehalten und zusammen
mindestens eine Woche vor dem Behandlungsbeginn aneinander gewohnt. In jede Gruppe
werden mindestens acht Tiere eingeschlossen, um fiir die histologische Querschnittsstudie

zur BEvaluation der Alpha-Motoneurone am Tag 120 in jeder Gruppe Gewebe von
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mindestens finf Tieren auswerten zu koénnen. Fur die Evaluation der Atrophie des

Musculus gastrocnemius werden in der Veh-Gruppe und den Behandlungsgruppen jeweils

5 Tiere untersucht. In der Wt-Gruppe werden als Kontrolle 10 Tiere untersucht.

2.7

2.7

Verlaufsstudie: Verhaltensbiologie

1 Klinische Analyse: Ubetleben, Krankheitsverlauf und Kérpergewicht

2.7.1.1 Analyse des Krankheitsverlaufs, Versuchsabbruchkriterien und Uberlebensanalyse

Um den Krankheitsverlauf méglichst genau zu beobachten, zu dokumentieren und das

Leid der Tiere zu minimieren, wird ab Behandlungsbeginn zweimal pro Woche ein

klinisch-neurologischer Score nach Weydt et. al. (2003) erhoben. Nach Erreichen des

Punktwerts 1 wird eine tigliche Erhebung durchgefithrt. Dabei wird folgendes

Punktesystem, das in unserer Forschungsgruppe in dieser Formulierung etabliert wurde,

zugrunde gelegt (Gunther et al. 2012, Gunther 2015):

»4 - keinerlei neurologische Defizite, Wildtyp-dhnliche Verhaltensweise, vollstindige
Beinstreckung/Spreizung weg von der lateralen Mittellinie, wihrend die Maus kopfiiber

am Schwanz gehalten wird

3 - Tremor der Hinterliufe und/oder Einschrinkung/Abbruch der spontanen
Beinstreckung weg von der lateralen Mittellinie, wihrend die Maus kopfiiber am

Schwanz gehalten wird

2 - Gestortes Gangbild im Sinne eines ,,Watschelgang®, Gang auf allen vier

Extremititen noch moglich; *

1 - Lihmung mindestens einer hinteren Extremitit, wobei diese beim Laufen hinterher-
gezogen wird. Die Vorderldufe sind nicht betroffen. Das Tier ist in der Lage,
selbststindig Futter zu erreichen und aufzunehmen. Das Tier dreht sich innerhalb 30

Sekunden selbststindig von der Riicken- in die Bauchlage.

0 - Unfidhigkeit des Tieres, sich selbststindig in weniger als 30 Sekunden aus der
Riicken- in die Bauchlage zu drehen oder es sind Lahmungserscheinungen in mehr als
zweil Extremititen sichtbar oder das Tier ist nicht in der Lage, selbststindig Futter oder
Wasser zu sich zu nehmen oder das Tier hat mehr als 25 % des Maximalgewichtes
verloren oder das Tier hat Gber 48 Stunden einen Gewichtsverlust von tber 20 % des
Maximalgewichts ohne dass in dieser Zeit eine erneute Gewichtszunahme erreicht

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

einer Plastikschale am Kifighoden platziert™ (Gunther 2015, S. 35f)

Bei Erreichen des Punktwertes 0 auf dem vorliegenden Punkteschema wird durch eine
sofortige Kohlendioxid-Insufflation die Euthanasie des Tieres durchgefithrt. Der
Lebenstag der Tétung wird als Uberlebenszeit in die Auswertung eingebracht. Der Beginn
der Krankheit ist mit dem erstmaligen Auftreten des Scores 3 dokumentiert und der
Zeitraum zwischen diesem und dem Toétungstag wird als Krankheitsdauer gewertet. Die
zeitliche Entwicklung des klinischen Scores in den Behandlungsgruppen geht in die

Auswertung mit ein.

2.7.1.2 Korpergewicht

Durch die engmaschige Kontrolle des Korpergewichts der Miuse kann allgemeiner
Gesundheitszustand und Gedeihen gut kontrolliert und dokumentiert werden. Es kann die
regelrechte Futteraufnahme und Flussigkeitszufuhr, mdégliche Stérungen bei diesem, der
Krankheitsprogress der transgenen Tiere und mogliche Unvertriglichkeiten bei der
Behandlung und andere Gesundheitsstorungen der Mause erfasst werden. Ebenfalls geht
der Gewichtsverlauf in die Versuchsabbruchkriterien ein (Score 0, siche Kapitel 2.7.1.1).
Die Kontrolle des Gewichts erfolgt bei den Tieren mindestens zweimal die Woche, bei
Erreichen des Scores 1 tiglich. Die regelmifligen Kontrollen von klinischem Score und
Gewicht werden an einem festem dem Tag-/Nachtrhythmus der Tiere angepassten

Tageszeitpunkt vorgenommen.

2.7.1.3 Statistische Auswertung des Ubetlebens, des Krankheitsverlaufs und des Gewichts

Die erhobenen Parameter werden mit der Software Excel Version 2013 (Microsoft,
Redmond, Vereinigte Staaten) analysiert und Grafiken erstellt. Zur statistischen Analyse der
Parameter wird die Software SPSS Version 23 (IBM, Armonk, Vereinigte Staaten) genutzt.
Bei der Ubetlebensanalyse werden die Lebensendzeitpunkte mit einer Kaplan-Meier-Kurve
dargestellt und mit einem log-Rank-test auf signifikante Unterschiede untersucht.

Zur Untersuchung des Krankheitsverlaufes wird zunichst der Zeitpunkt des
Krankheitsbeginns ermittelt, also das erstmalige Auftreten des Score 3. Von diesen
Zeitpunkten wird der Mittelwert gebildet und mit einer univarianten analysis of variance
(ANOVA) und dem [ east-Significance-Difference-Test (LSD-Test) auf signifikante Unterschiede
gepruft. Ebenso wird mit den Zeitpunkten des erstmaligen Auftretens von Score 2, Score 1
und Score 0 (Endpunkt der Erkrankung/Tod) verfahten. Die im Ergebnisteil genannten
Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler, ebenso wie die in Grafiken gezeigten Werte mit

Fehlerbalken.
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Die Gewichtsdaten werden statistisch mithilfe einer ANOVA mit Messwiederholungen
analysiert und signifikante Unterschiede durch den LSD-Test untersucht.

In die statistische Analyse der Gewichtsdaten gehen die erhobenen Daten von 22
Messtagen zwischen dem Lebenstag 50 und Lebenstag 123 mit ein, um auch am letzten
analysierten Testtag von allen Behandlungsgruppen Messwerte von zehn oder mehr

Individuen miteinflieBen lassen zu konnen.

2.7.2 Analyse der Motorkoordination mittels Drehwalzentest (Rotarod)

2.7.2.1 Motorische Testung: Durchftihrung des Drehwalzentests (Rotarod)
Das Krankheitsbild der ALS ist mafgeblich durch eine motorische Beeintrichtigung

charakterisiert. Dies gilt ebenso fiir das Erscheinungsbild der Tiere des SOD1G93A-
Mausmodells. Um die motorische Beeintrichtigung der Maduse moglichst genau zu
objektivieren und zu dokumentieren wird der verhaltensbiologische Drehwalzentest in
regelmiafBigen Abstinden zweimal pro Woche mit den Miusen durchgefiihrt. Bereits eine
Woche vor dem Behandlungsbeginn am 50. Lebenstag werden die Miuse zweimal
innerhalb einer Woche im Abstand von mindestens drei Tagen immer unter gleichen
Bedingungen und zum gleichen Tageszeitpunkt mit dem kompletten Versuchsablauf
vertraut gemacht. Dies dient dazu, bei Versuchsbeginn Angst zu vermeiden und die Tiere
mit dem Untersucher und den verhaltensbiologischen Versuchen vertraut zu machen.

Der Drehwalzentest untersucht die Koordinationsfihigkeit und die motorische Balance der
Tiere. Dabei koénnen auf der Apparatur (Rota-Rod for mice 47600, UGO BASILE,
Comerio Italien) bis zu finf Individuen gleichzeitig getestet werden. Sie befinden sich dabei
auf einer horizontal um die eigene Achse rotierenden Walze mit einem Durchmesser von
drei Zentimetern. Auf der Walze sind Trennwinde angebracht, die den direkten Kontakt
zwischen den Tieren verhindern. Die Oberfliche der Walze aus Hartgummi besitzt lings
verlaufende Riffel, die ein Festhalten der Mause beim Laufen auf der Walze ermoglichen.
Fallt die Maus von der Walze, betitigt sie dadurch eine Taste unter der Walze und stoppt
automatisch eine bei Versuchsbeginn gestartete Stoppuhr.

Bei Versuchsbeginn wird die Drehgeschwindigkeit bei 5 Drehungen pro Minute eingestellt
und steigert sich gleichmil3ig bis 40 Drehungen pro Minute am Ende der Versuchszeit, die
300 Sekunden betrigt. Es wird pro Lautkammer eine Maus platziert und der Versuch und
die Stoppuhr sogleich gestartet. Zwischen den Liufen werden die Miuse fir mindestens 30
Minuten in ihren Heimatkafig zuriickgesetzt, um Stress und eine Erschopfung zu

vermeiden. Mit jedem Tier werden drei Durchliufe pro Testtag gemessen und der
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Mittelwert dieser drei geht in die Auswertung ein. Der maximal erreichbare Tageswert, der

sich aus den drei Durchldufen ergibt, ist somit 300 Sekunden.

Abbildung 4. Versuchsaufbau des Drehwalzentests
Rota-Rod for mice 47600 (Quelle: eigenes Bildmaterial)

2.7.2.2 Statistische Auswertung des Drehwalzentests

Die im Drehwalzentest erhobenen Daten werden zunichst mit Excel erfasst und daraus
Grafiken erstellt. Mit der SPSS Software werden die Daten auf signifikante Unterschiede
untersucht. Die statistische Analyse erfolgt durch eine ANOVA mit Messwiederholungen
und wird im Falle von Unterschieden mit dem LSD-Test auf Signifikanz untersucht. In die
statistische Analyse gehen wie bei der Analyse des Korpergewichts die erhobenen Daten
von 22 Messtagen zwischen dem Lebenstag 50 und Lebenstag 123 mit ein, um auch am
letzten analysierten Testtag von allen Behandlungsgruppen Messwerte von zehn oder mehr
Individuen miteinflieBen lassen zu konnen. Die im Ergebnisteil genannten Werte sind
Mittelwerte +/- Standardfehler, ebenso wie die in Grafiken gezeigten Werte mit
Fehlerbalken.

2.7.3 Videobasierte Analyse des Gangs bei sich frei bewegenden Miusen
(CatWalk XT)
Im Rahmen der Erkrankung der transgenen Miuse des SOD1G93A-Mausstammes ist der

Gang starken Verinderungen unterworfen. Insbesondere sind die Hinterldufe einer frihen
Beeintrichtigung unterworfen, welche auch zu dem fiir Stufe 2 des klinisch-neurologischen
Scores charakteristischen ,,Watschelgang® fithrt. Um den Gang der Mduse unter der

prasymptomatischen Behandlung moglichst genau zu beobachten und Gangparameter im
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Verlauf der Erkrankung beurteilen zu kénnen, wird ab dem ersten Behandlungstag, dem
Lebenstag 50, alle 7 Tage eine videobasierte Analyse des Gangbildes mithilfe des Catwalk
XT gait analysis system (Noldus, Wageningen, Niederlande) durchgefiihrt.

2.7.3.1 Durchfihrung des Catwalk-Tests
Bei der Durchfithrung der videobasierten Ganganalyse (Catwalk XT) werden die Mduse auf

einen 4 Zentimeter breiten, sich auf einer durchsichtigen Glasplatte befindlichen und mit
undurchsichtigen Plastikscheiben abgetrennten Gang gesetzt. Die Lange des Ganges ist so
gewihlt, dass bei den gewihlten Detektionsparametern und Kriterien fiir Erfassung eines
Laufes mindestens vier Schrittfolgen erfasst werden. Die Mduse kénnen sich auf diesem
Gang frei bewegen, wihrend ihr Gang von unten durch eine Videokamera aufgezeichnet
wird. Dabei werden die FuBabdriicke der Miuse automatisch von der Software CatWalk
10.0 (Noldus, Wageningen, Niederlande) erkannt. Die Detektionsparameter und die
Kriterien fur Erfassung eines Durchlaufes (run criteria) der Software werden dabei wie folgt
eingestellt: ,,mznummm run duration 0,5 s, maximum run duration 30 s, minimum number of

compliant runs to acquire 3, maximum allowed speed variation 60%, intensity threshold 0,30 camera gain
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Abbildung 5. Videobasierte Ganganalyse mit dem CatWalk XT gait analysis system

Abgebildet sind das Standbild des Durchlaufes eines Tieres der Wt-Gruppe am Lebenstag 50 (A) mit den dazugehdérigen
FuBabdriicken (B) und das Standbild des Durchlaufes eines Tieres der Veh-Gruppe am Tag 127 (C) mit den
dazugehorigen Fullabdriicken (D). Deutlich erkennbar ist die Paralyse der hinteren Extremititen, die hinterhergeschleift
werden. Bezeichnungen fiir die FuBabdriicke: RF: right front/rechts vorne, RH: right hind/techts hinten, LF: /et front/links
vorne, LH: /et hind/links hinten (Quelle: eigenes Bildmatetial).
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Abbildung 6. Gangparameter der videobasierten Ganganalyse (CatWalk XT)

Abgebildete Gangparameter: stand (Zeit [s] des Bodenkontakts eines Laufs), swing (Zeit [s] ohne Bodenkontakt eines
Laufs), length (Auftrittslinge, Linge [cm] des Bodenauftritts eines Laufs), width (FuBibreite, Breite [cm] des Bodenauftritts
eines Laufs), print area (Auftrittsfliche [cm?| eines Laufs, gesamte griine Fliche), s#ride length (Schrittlinge [cm] eines Laufs).
Abbildung modifiziert entnommen aus: Achterkamp et al. 2012, S.100, mit freundlicher Genehmigung von Noldus

Information Technology.

Ein Versuchstag beinhaltet dementsprechend drei komplette den Anforderungen
entsprechende Durchldufe der Maus. Dabei wird der Mittelwert der ethobenen Parameter
an einem Tag gebildet und geht in die Auswertung ein. Es werden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nur ausgewihlte Parameter ausgewertet und prasentiert. Als
Hauptparameter geht in die Auswertung die Durchschnittsgeschwindigkeit (wean average
speed) ein. Daneben werden fiir den rechten Hinter- (RH) und Vorderlauf (RF) die
folgenden Parameter ermittelt: Auftrittsfliche (RH/RF print area), Schrittgeschwindigkeit
(RH/RF swing speed), Auftrittslinge (RH/RF print length) und Schrittlinge (RH/RF stride
length). Die Schrittgeschwindigkeit (swing speed) ergibt sich dabei aus dem Quotienten von
Schrittlinge (stride length) und der Zeit ohne Bodenkontakt (swing) eines Laufes (Achterkamp
et al. 2012).

2.7.3.2 Statistische Auswertung der erhobenen Parameter aus dem Catwalk-Test

Um auch am letzten ausgewerteten Analysezeitpunkt finf oder mehr Tiere miteinbeziehen
zu kénnen, wird der Zeitraum, in dem die die statistische Analyse erfolgt auf den Zeitaum
zwischen Tag 50 und Tag 127 begrenzt. Da der Versuch einmal wochentlich durchgefithrt
wird, werden also 12 Analysezeitpunkte in die Auswertung miteinbezogen. Die im
Ergebnisteil genannten Werte sind als Mittelwerte +/- Standardfehler zu verstehen, ebenso

wie die in Grafiken gezeigten Werte mit Fehlerbalken.
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Die Parameter werden mithilfe einer ANOVA mit Messwiederholungen ausgewertet und
signifikante Unterschiede mit dem LSD-Test untersucht. Zudem wird am letzten
Messzeitpunkt, dem Tag 127, gesondert ausgewertet und mithilfe einer univarianten

ANOVA und LSD-Test auf signifikante Unterschiede gepriift.

2.7.4 Kognitiver Test (novel object recognition test)

Neue Erkenntnisse in der ALS-Forschung der letzten Jahre legen eine Verwandtschaft der
ALS mit der FTLD nahe. Bei vielen ALS-Patienten kann auch ohne definitive Diagnose
eine kognitive Beeintrichtigung im Rahmen der Erkrankung beobachtet werden. Die
Pathomechanismen beider Erkrankungen stehen im Verdacht, gleich oder dhnlich zu sein
(Brettschneider et al. 2013). Daher erscheint es lohnenswert, die kognitive Entwicklung der

Tiere in der Verlaufsstudie genau zu beobachten.

2.7.4.1 Durchfthrung des kognitiven Tests (novel object recognition tes?)

Zur Feststellung moglicher Defizite in der kognitiven Entwicklung wird der novel object
recognition (NOR)-Test bei den Tieren in der Verlaufsstudie an vier bestimmten Lebenstagen
durchgefithrt. An Lebenstag 50 beim noch gesunden Tier, an Tag 88 etwa beim mittlerem
Symptombeginn unbehandelter Tiere und danach zweimal im Abstand von 14 Tagen, also
am Tag 102 und am Tag 116.

Beim NOR-Test wird die Fihigkeit, Objekte wiederzuerkennen, gemessen. Dabei wird die
Maus an einem festgelegten Punkt in ein sogenanntes open field mit den Abmessungen
80%80 cm gesetzt. Sie gewdhnt sich an dieses zuerst fur 3 Minuten. Daraufthin werden zwei
identische Objekte an zwei festgelegten Orten in der Arena aufgestellt. Sie werden
symmetrisch zueinander angeordnet und haben den gleichen Abstand zu den Winden wie
der jeweils andere. Die Maus gewohnt sich fir 5 Minuten an diese Objekte. Nach 10-
minttiger Erholung im Heimatkifig wird sie in das ogpen field zuriickgesetzt. In der
Zwischenzeit wurde eines der bekannten Objekte durch ein anderes, der Maus nie zuvor
begegnetes Objekt ersetzt. Das Verhalten der Maus wird nun iber 5 Minuten mit einer
Videokamera tiber dem gper field aufgezeichnet. Zwischen den einzelnen Schritten wird die
Arena immer wieder mit Alkohol gesdubert und vom Kot der Miuse befreit, um eine
Verfilschung der Ergebnisse durch Geruchsspuren oder optische Reize zu vermeiden. Die
5-mintitigen Videos werden mithilfe der Computersoftware Ethovision XT 8.5 (Noldus,
Wageningen, Niederlande) ausgewertet. Es werden die folgenden Parameter erfasst:
Mobilitit, Geschwindigkeit und zuriickgelegte Distanz. Daneben wird erfasst, tiber welche
Dauer und wie oft der vom Programm erfasste nose-point der Maus sich im Bereich von

zwel Zentimeter, um das bekannte und um das unbekannte Objekt befindet. Aus diesen



2 Material und Methoden 41

Parametern ldsst sich der discrimination index errechnen (Antunes und Biala 2012). Der
discrimination index errechnet sich aus der Differenz der verbrachten Zeit beim unbekannten
minus der beim bekannten Objekt dividiert durch die Gesamtzeit, die bei den Objekten
verbracht wurde. Der Mittelwert der Versuchsgruppe wird je Versuchstag ermittelt und
geht in die Auswertung ein. Ebenfalls geht die zurtickgelegte Distanz (distance moved) in die
Auswertung mit ein: als Mal3 fir das Erkundungsverhalten der Maus. In Zusammenschau
mit dem discrimination index kann die zuriickgelegte Distanz auch als Mal} dafiir gesehen
werden, in welchem Ausmal} die Mobilititseinschrinkung der Mduse Einfluss auf das

Erkundungsverhalten hat, und somit die Kognitionseinschrinkung verdeckt.

Calibration [all arenas)
distance: 80 cm

‘ Calibration (all srenas)
distance: 80 cm

Abbildung 7. Versuchsaufbau des kognitiven NOR-Tests

A: Versuchsaufbau bei Aufnahme des 5-miniitigen Videos mit definiertem Versuchsareal (rosa Linie), definierten
GroBenverhiltnissen (blaue Linie/“Calibration (all areas) distance: 80 ¢cm®), dem bekannten Objekt/ familiar object (FO),
dem Bereich 2 cm um das bekannte Objekt/ familiar objekt heram (FO+2), dem neuen Objekt/ novel object (NO) und dem
Bereich 2 cm um das neue Objekt/ novel object herum. B: Versuchsaufbau ohne Beschriftungen mit erfasster Maus (gelber

Bereich), Nase ,,no0se point* (tiirkis), Korpermitte (rot), Hinterteil (lila) (Quelle: eigenes Bildmaterial).

2.7.4.2 Statistische Auswertung des kognitiven Tests

In die statistische Analyse geht der discrimination index, der aus den Erkundungszeiten der
Miuse an den Objekten durch die Software Ethovision XT 8.5 ermittelt wird, und die
zuriickgelegte Distanz (distance moved) jedes Tieres mit ein. Pro Versuchstag wird je Gruppe
mit der Software Excel der Mittelwert +/- Standardfehler ermittelt und im Text angeben
sowie in Sdulendiagrammen, wobei der Standardfehler als Fehlerbalken angegeben wird,
abgebildet. Die Mittelwerte werden pro Untersuchungstag mittels einer univarianten
ANOVA miteinander verglichen und die signifikanten Unterschiede mittels LSD-Test
gepruft. Das Signifikanzniveau wird bei p < 0,05 festgesetzt und mit einem Sternchen (*)
gekennzeichnet. Zwei Sternchen (**) zeigen eine Signifikanz von p < 0,01 und drei

Sternchen (***) eine Signifikanz von p < 0,001 an.
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Miteinander verglichen werden hierbei nur die Ergebnisse eines Untersuchungsstages, da
an den verschiedenen Untersuchungstagen jeweils verschiedene Objekte verwendet
wurden, an den einzelnen Versuchstagen jeweils aber die identischen, um eine mdglichst
hohe Vergleichbarkeit eines Versuchstages herzustellen. Da moglicherweise bestimmte
Objekte eine hohere Diskriminationsfihigkeit bei Miusen hervorrufen oder ein erhdhtes
Erkundungsverhalten von Miusen auslosen als andere, sind nur Werte derselben Objekte

bzw. desselben Untersuchungstages miteinander gut vergleichbar.

2.8  Querschnittstudie: Evaluation der spinalen Motoneurone und der

Muskelatrophie

Neben der Verlaufsstudie zur Verhaltensbeobachtung wird eine Querschnittstudie
durchgefithrt. Evaluiert werden die histologischen Verdnderungen der spinalen Alpha-
Motoneurone und makroskopisch die Atrophie des Musculus gastrocnemius.

Im Zuge der erhofften klinischen Verbesserung ermdéglicht diese Querschnittstudie die
Beobachtung der medikamentésen Effekte auch auf zellulirer Ebene. Aufgrund
vorhergehender histologischer Querschnittstudien zur Anzahl spinaler Motoneurone an
Lebenstag 100 in dieser Forschungsgruppe (Gunther 2015) ist bekannt, dass der
Unterschied zwischen der unbehandelten Veh-Gruppe und der Wt-Gruppe zu diesem
Zeitpunkt nicht signifikant ist, obwohl andere Autoren zu diesem Zeitpunkt bereits
Degenerationen histologisch nachgewiesen hatten (Fischer et al. 2004). Daher wird ein
spaterer Analysezeitpunkt, der Lebenstag 120, gewihlt, um die weiter fortgeschrittene
Degeneration der Motoneurone zu untersuchen. Mogliche Behandlungserfolge sollen so

besser erkennbar gemacht werden.

2.8.1 Perfusion der Versuchstiere

Am Lebenstag 120 werden alle Versuchstiere, die sich in der Querschnittstudie befinden,
euthanasiert, um die Anzahl der Alpha-Motoneurone histologisch und die Atrophie des
Musculus  gastrocnemius makroskopisch im Rahmen einer Querschnittsstudie zu
evaluieren. Die Priparation des Riickenmarks und die immunhistochemische Darstellung
der Alpha-Motoneurone wird dabei nach dem in unserer Forschungsgruppe erarbeiteten
Protokoll nach Gunther et al. (2012) durchgefihrt:

Daftr werden die Tiere in einem vorgesehenen Kifig mittels Kohlenstoffdioxidinsufflation
euthanasiert. Bei den Tieren wird anschlieBend der Eintritt des Atemstillstands
gewissenhaft untersucht und die Kohlenstoffdioxid-Narkose mittels Schmerzreizen

gepruft. Darauthin werden die Tiere auf einem Perfusionstisch fixiert und die Bauchdecke
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sowie die Brustwand der Tiere mit 70%igem Alkohol benetzt, um eine Verunreinigung mit
Haaren der Tiere zu verhindern und eine leichtere Priparation der Bauchdecke und der
Burstwand zu ermdglichen. Diese werden mit einer geraden Schere mit gerader Spitze
(,;Cohan-Vannas Spring Scissors®, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) eréffnet,
ohne dann freiliegende innere Organe zu verletzen. Das noch schlagende Herz wird vom
umliegenden Gewebe und dem Perikard befreit, um die linke Herzkammer mit einer 21G
Butterfly-Punktionskaniile (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland) punktieren zu
kénnen. Diese wird daraufhin mit einem Schlauchsystem verbunden, durch welches
mithilfe eines Infusomaten 100 ml des 4°C kalten phosphate-buffered saline (PBS) langsam in
den Blutkreislauf des Tieres infundiert werden. Mit einer Schere mit abgewinkelter Spitze
(Iris - angled to side, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) wird der rechte
Herzvorhof eréffnet, um den ansteigenden Druck im Blutkreislauf des Tieres wihrend der
Perfusion zu entlasten. Durch dieselbe noch sitzende Kaniile wird dann 100 ml einer 4 °C
kalten 4%igen Paraformaldehyd-Losung (PFA) zur Fixierung des gesamten Korpergewebes
der Maus geleitet. Die Kontrolle der gelungenen Fixierung erfolgt durch die genaue
Beobachtung der einzutretenden Muskelkontraktionen, insbesondere an einer Flexion des
gesamten Schwanzes der Maus. Ist dieser komplett starr, sollte auch das gesamte Tier gut
perfundiert und das Gewebe fixiert sein.

AnschlieBend wird die sich in Rickenlage befindliche Maus in Bauchlage mit Nadeln an
vorderen und hinteren Extremititen auf einer Styroporplatte fixiert. Mithilfe eines scharfen
Skalpells (“Prizisa Plus”, Dahlhausen, Koln, Deutschland) wird die Haut an den unteren
Extremititen in einer transversalen Ebene uber den Rumpf verlaufend von der
Korperfaszie gelost und von beiden Seiten kommend bis zum Hinterhaupt iber der
gesamten Wirbelsdule entfernt. Entsprechend wird mit der Korperfaszie und den
darunterliegenden Muskeln verfahren, um die knéchernen Strukturen der Wirbelsdule

freizulegen.

2.8.2 Evaluation der Atrophie des Musculus gastrocnemius

2.8.2.1 Praparation des Musculus gastrocnemius

Nach der in Kapitel 2.8.1 durchgefiihrten Priparation wird auch nun auch der Musculus
gastrocnemius entsprechend dem Protokoll von Ginther (2015) freigelegt und das
Gewicht desselben gemessen: Daftir wird die Haut und die Korperfaszie ebenfalls
entsprechend an den Hinterldufen entfernt. Durch das Aufsuchen und Durchtrennen der
Achillessehne wird der Musculus gastrocnemius vom Gewebe getrennt und an seinem

Ursprung vom Koérper getrennt. Zur Evaluation der Muskelatrophie wird bereits vor der
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Perfusion das Kopergewicht der Tiere zur Relation bestimmt. Das Muskelgewicht des
linken Musculus gastrocnemius wird mithilfe einer Feinwaage bestimmt. In die Auswertung
flieBen die Daten von jeweils 5 Tieren aus den Behandlungsgruppen und der Veh-Gruppe

sowie 10 Tieren aus der Wt-Gruppe ein.

2.8.2.2 Statistische Auswertung des Muskelgewichts

Berechnet wird der prozentuale Anteil des linken Musculus gastrocnemius am
Korpergewicht. Dieser wird fiir die statistische Auswertung herangezogen. Aus den
gewonnenen Daten werden Tabellen und Sdulendiagramme mit der Software Microsoft
Excel Version 2013 hergestellt. Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen werden
mithilfe der Software SPSS Version 23 mit einer univarianten ANOVA gepriift.
Unterschiede werden mit LSD-Test auf Signifikanz gepruft. Das Signifikanzniveau wird bei
p < 0,05 festgelegt und mit einem Sternchen (¥) gekennzeichnet. Zwei Sternchen (**)
zeigen eine Signifikanz von p < 0,01 und drei Sternchen (***) eine Signifikanz von p <
0,001 an.

In der Darstellung der Sdulendiagramme wird der Standardfehler als Fehlerbalken gezeigt.

Die im Ergebnisteil aufgefithrten Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

2.8.3 Riickenmarkspriparation

Nach der in Kapitel 2.8.1 durchgefithrten Praparation wird mit einer feineren Entfernung
der autochthonen Riickenmuskulatur von den knéchernen Strukturen der Wirbelsdule
fortgefahren. AnschlieBend erfolgt eine beidseitige Laminektomie mit Beginn am ersten
Wirbelbogen. An beiden Seiten werden die Wirbelbégen nacheinander lateral mit einer
abgewinkelten Schere (Iris - angled to side, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)
bis zu den Sakralwirbeln durchtrennt. Dem Schritt fur Schritt folgend werden vorsichtig
mit einer abgewinkelten Pinzette (HWC 111-10, Hammacher, Solingen, Deutschland) die
entstechenden Knochenfragmente vom Durasack angehoben und entfernt. Entstehende
Knochenvorstinde und tberstehende Fragmente werden mit der Pinzette oder der Schere
seitwirts abgebrochen oder abgeschnitten.

Der freiliegende Durasack und das darin enthaltene Rickenmark wird mit dem Skalpell auf
Héhe des Foramen ovale und der unteren Sakralwirbel durchtrennt und aus dem
Wirbelkanal abgehoben. Dabei werden die Spinalnerven mit der Pinzette nach und nach
von kranial nach kaudal durchtrennt und so eine saubere Ablésung des Riickenmarks
ermoglicht. In einem geeigneten Becherglas erfolgt die Nachfixierung in einer 4%igen
PFA-Losung bei 4 °C iber eine Stunde. Daraufhin wird dem Riickenmarksgewebe tiber

Nacht in einer 30%igen Saccharaose-Losung (AppliChem GmbH, Darmstadt,
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Deutschland) Wasser entzogen. Die ausreichende Dehydrierung ist durch das Absinken der
Gewebeproben auf den Boden des Gefilles zu kontrollieren, wihrend diese anfangs an der
Oberfliche schwimmen.

Auf Hohe der Intumescencia lumbalis (I.3-1.6) wird ein circa 0,5 cm langes Stiick mit einem
Skalpell herausgeschnitten und in eine Kryomatrix eingebettet (Shandon Cyromatrix,
Thermo Fisher Scientific Inc, Kalamazoo, Michigan, USA). Dabei wird auf dem Gefil3, das
zur EBinbettung dient, das kaudale Ende des eingebetteten Riickenmarks markiert. Die
eingebetteten Proben lagern fortan bei -80 °C zur weiteren Verarbeitung. Das restliche
Gewebe wird in Alufolie verpackt und ebenfalls bei -80 °C fiir mégliche Kontrollversuche

gelagert.

2.8.4 Gewebeaufbereitung

Aus den eingebetteten Gewebeproben werden mit einem Kryostat von kaudal ausgehend
20 wm dinne transversale Gefrierschnitte gefertigt. Dabei werden, um das Rickenmark im
richtigen Winkel zu schneiden bei jeder Gewebeprobe genau 10 Probeschnitte
durchgefiihrt, sodass alle Gewebeproben an moglichst derselben Stelle im Rickenmark
untersucht werden. Insgesamt werden 25 Schnitte nacheinander in folgender Ordnung auf
5 Objekttriger aufgetragen: Die ersten finf Schnitte werden nacheinander an die erste
Position je eines Objekttrigers platziert, dann folgend werden die nichsten Schnitte in
ebenjener Ordnung auf die nichsten Positionen der Objekttriger aufgebracht, sodass die
finf auf jedem Objekttriger liegenden Schnitte einen Gewebeabstand von je 100 um

zueinander haben. Diese werden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.8.5 Immunhistochemische Darstellung der Alpha-Motoneurone

Zur Firbung der Motoneurone, die zu den cholinergen Neuronen zihlen, wird ein
Antikoérper gegen die Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT) genutzt. Acetylcholin dient den
Motoneuronen als Neurotransmitter und ist unerlisslich fir die Erregungsweitetleitung des
motorischen Systems. Der Wiederaufbau des im synaptischen Spalt durch die
Acetylcholinesterase gespaltenen und die Synthese neuen Acetylcholins erfolgt durch das
angefirbte Enzym im Motoneuron. Daher liegt es in groflen Mengen vor allem in
cholinergen Neuronen vor und ist ein etablierter Marker fiir Motoneurone im Rickenmark.
Es werden fur die im Folgenden durchgefiihrte immunhistochemische Firbung der Alpha-
Motoneurone die Objekttriger der entsprechenden Tiere mit der gleichen Nummerierung
ausgewihlt, um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit der Gewebeproben durch die

moglichst sorgfiltige Angleichung der Schnitthéhe im Rickenmark zu erzielen.
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Die ausgewihlten Objekttrager werden, nachdem sie aus dem Gefrierschrank entnommen
wurden, zundchst fir 30 Minuten in einem Inkubationsschrank getrocknet. Auf einem
Schwenktisch werden die Objekttriger in einer Kivette, die mit PBS gefiillt ist, rehydriert.
Um die Gewebeproben optimal fir die Behandlung mit Antikérpern vorzubereiten und
deren Bindungsstellen im Gewebe freizulegen, werden die Objekttriger im Rahmen des
»Retrieval“ mit einer 10 mM Zitronenlésung in der Kivette in einem 80 °C heiflem
Wasserbad fiir 30 Minuten behandelt. Daraufhin werden die Objekttriger in der Kiivette
auf Raumtemperatur wieder abgekiihlt und in einer mit PBS gefillten Kivette fir finf
Minuten gewaschen. Damit in den folgenden Schritten ein Verlaufen der auf den
Objekttriger aufgebrachten Flussigkeiten moglichst verhindert wird, werden die Proben
mit einem Konturstift (Super PAP Pen Liquid Blocker, Science Services GmbH, Munchen,
Deutschland) umrandet.

Als erstes werden auf die Proben nun eine Phosphatpufferlésung mit 5% NDS (Normal
Donkey Serum, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) und 0,2% TritonX100 (T-8787,
Lot 46H2616, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) versehen und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur gelagert, um eine unspezifische Reaktion der Antikérper im nichsten
Schritt zu verhindern.

Nachdem die Lo&sung wieder entfernt worden ist, wird auf die Proben eine

Phosphatpufferlésung mit dem Primidrantikbrper Anti-ChAT (Choline Acetyltransferase,
goat, AB144 P, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) in einem
Verdinnungsverhiltnis von 1:100 aufgetragen. Dieser wird bei 4 °C tiber Nacht inkubiert.
AnschlieBend werden die Praparate dreimal fiir 15 Minuten mit jeweils ausgewechselter
Phosphatpufferlésung auf einem Schwenktisch gewaschen, um dann den in einer
Phosphatpufferlésung in einer Verdinnung von 1:300 gelésten Sekundirantikérper Cy3
(donkey anti goat, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) aufzutragen und im Dunkeln
in einer Plastikbox eine Stunde lang bei Raumtemperatur zu inkubieren. Danach werden
die Objekttrager wie zuvor dreimal fir 15 Minuten gewaschen. Um beim spiteren
Mikroskopieren Zellen identifizieren zu kénnen, wird fiir 10 Minuten eine DAPI-Losung
(4,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in einer
Verdiinnung von 1:5000 aufgetragen. Nachdem von dieser die Zellkerne angefirbt wurden,
werden die Objekttriger wiederholt, diesmal dreimal 5 Minuten, gewaschen. Als letzter
Schritt erfolgt das Eindeckeln mit Mowiol (Hoechst, Frankfurt, Germany) und einem

Deckglischen.
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2.8.6 Mikroskopie und Auswertung der Motoneurone
Es befinden sich auf jedem Objekttriger durch die Anordnung der Schnitte, wie in Kapitel

2.8.3 beschrieben, jeweils 5 Rickenmarksquerschnitte mit einem jeweiligen Gewebsabstand
von 100 um zum benachbarten Querschnitt. Es werden pro Behandlungsgruppe, aus der
Veh-Gruppe und aus der Wt-Gruppe jeweils 5 Tiere untersucht. Die Gesamtzahl der
Motoneurone in einem Ruckenmarksvorderthorn wird fiir jedes der 10 pro Tier
mikroskopierten Vorderhorner dokumentiert und in die Auswertung einbezogen. Dazu
wird ein Axioplan Fluoreszenzmikroskop angewandt. Die Darstellung der wie in Kapitel
2.8.4 gefirbten Motoneurone gelingt unter 10-facher Vergroflerung durch den Cy3 Filter
(rot) und die Darstellung der Zellkerne entsprechend durch einen DAPI Filter (blau). Als
ein Alpha-Motoneuron gilt bei der Auswertung eine ChAT-positive Zelle mit einem
erkennbar im Zellkérper befindlichem Zellkern. Die Auszihlung wird vom Untersucher
beim Mikroskopieren dokumentiert und die mikroskopierten Vorderhorner als Bilddateien
tber einen am Mikroskop angeschlossenen Computer gesichert. In die Auswertung geht

der Mittelwert der Motoneurone pro Vorderhorn ein.

2.8.7 Statistische Auswertung der histologisch gewonnenen Daten

Aus den immbhistochemisch gewonnenen Daten werden Tabellen und Siulendiagramme
mit der Software Microsof Excle Version 2013 hergestellt. Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen werden mit der Software SPSS Version 23 mit einer univarianten
ANOVA geprift. Unterschiede werden mit LSD-Test auf Signifikanz geprift. Das
Signifikanzniveau wird bei p < 0,05 festgesetzt und mit einem Sternchen (¥)
gekennzeichnet. Zwei Sternchen (**) zeigen eine Signifikanz von p < 0,01 und drei
Sternchen (***) eine Signifikanz von p < 0,001 an.

In der Darstellung der Sdulendiagramme wird der Standardfehler als Fehlerbalken gezeigt.
Die im Ergebnisteil aufgefithrten Werte sind als Mittelwerte +/- Standardfehler zu

verstehen.
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3  Ergebnisse

3.1  Verlaufsstudie unter prisymptomatischer Behandlung mit
Fasudil und Riluzol ab Lebenstag 50

Es wird eine Verlaufsstudie zur verhaltensbiologischen  Evaluation unter
prasymptomatischer Behandlung ab Lebenstag 50 mit Fasudil in zwei Dosierungen und
Riluzol, sowie einer Kombination beider Substanzen durchgefiihrt. Dabei werden pro
Gruppe transgener Mause (Veh, Ril30, Fas10, Fas30, Fas10Ril30) zwolf Tiere untersucht.
Jedoch muss ein Tier in der Fas10-Gruppe nachtriglich zensiert werden, da es keine
Symptome der Erkrankung entwickelte und bei einer erneuten Kontrolle als ein falsch
positiv genotypisiertes Tier identifiziert wurde. In der Gruppe der gesunden Kontrolle (Wt-
Gruppe) werden 7 Tiere untersucht. Es wird in der Verlaufsstudie eine klinische Analyse
des Uberlebens, des Krankheitsverlaufs und des Korpergewichts durchgefihrt. Es wird
eine Analyse der motorischen Performance mithilfe des Drehwalzentests (Rotarod) und
mithilfe einer videobasierten Ganganalyse (Catwalk XT) durchgefihrt. Zudem wird eine

Analyse der kognitiven Leistung (novel object recognition (NOR)-Test) durchgefiihrt.

3.1.1 Klinische Analyse: Uberleben, Krankheitsverlauf und Korpergewicht

3.1.1.1 Uberleben
Das mittlere Uberleben der Veh-Gruppe betrigt 136,5 +/- 2,7 Tage, in der Ril30-Gruppe

138,4 +/- 3,3 Tage, in der Fas10-Gruppe 137,3 +/- 3,25 Tage, in der Fas30-Gruppe 141,92
+/- 3,5 Tage, in der Fas10Ril30-Gruppe 137,5 +/- 3 Tage.
Nach statistischer Auswertung mit Kaplan-Meier-Schitzer und Analyse mit dem log-Rank-

Test ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.
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Abbildung 8. Uberlebensanalyse der Behandlungsgruppen

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=12), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=12), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=11), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=12) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=12) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Es ergeben sich

keine signifikanten Unterschiede im log-Rank-Test.

3.1.1.2 Gewichtsanalyse
Jedes Tier wird bis zum Versuchsabbruch sowohl klinisch durch die Messung des

Korpergewichts und Erhebung des klinisch-neurologischen Scores als auch motorisch
durch den Drehwalzenversuch beobachtet. Um in jeder Gruppe auch an den letzten
Untersuchungstagen mindestens 10 Tiere zu untersuchen, wird das FEnde des
Analysezeitraums auf den Tag 123 gesetzt. In diesem Zeitraum wird das Koérpergewicht
zweimal die Woche gemessen, woraus sich 22 Messzeitpunkte ergeben (siche Tabelle 5).
Die ANOVA mit Messwiederholungen (Grafik siche Abbildung 12) zeigt keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Veh-Gruppe und den Behandlungsgruppen
(Ril30, Fas10, Fas30 und Fas10Ril30).
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Abbildung 9. Kérpergewicht im Verlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 5. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Die maximale Gewichtszunahme im Vergleich zum Anfangsgewicht an Lebenstag 50
betrigt in der Veh-Gruppe im Mittel 16,87%. Sie wird mit im Mittel 20,175 g (+/-0,44 )
am Lebenstag 95 erreicht. Die Ril30-Gruppe erreicht diesen Wert ebenfalls am Lebenstag
95 mit im Mittel 16,27% und 20,08 g (+/- 0,77). Die Fas10-Gruppe dagegen erreicht ihr
mittleres Maximalgewicht erst am Lebenstag 102 mit einer mittleren maximalen
Gewichtszunahme von 18,27% mit 20,26 g (+/-0,56 g). Die Fas30-Gruppe erreicht ihr
mittleres Maximalgewicht von 19,97 g (+/- 0,32 g) am Lebenstag 95, was einer Zunahme
von 14,48% entspricht. Bei der Fas10Ril30-Gruppe wird das mittlere Maximalgewicht von
19,93 g (+/- 0,52 g) ebenfalls am Lebenstag 95 erreicht, was einer Zunahme von 13,32%
entspricht.

Der Verlauf des Gewichtsverlustes (Abbildung 13) wird sowohl tiber den Zeitraum von
Tag 50 bis Tag 123 als auch ab Tag 95 bis Tag 123 fur alle Gruppen mithilfe einer
ANOVA mit Messwiederholungen verglichen und mit dem LSD-Test auf Signifikanz
gepruft. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Veh-Gruppe und

den Behandlungsgruppen (Ril30, Fas10, Fas30, Fas10Ril30).
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Abbildung 10. Kérpergewicht im Vergleich zum Anfangsgewicht

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere

(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 5. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.1.3 Krankheitsverlauf

Der mittlere Krankheitsbeginn, definiert als ein erstmalig festgestellter Score 3 (Tremor der
Hinterldufe, siche Kapitel 2.7.1.1), zeigt sich bei der unbehandelten Veh-Gruppe bei 103,5
+/- 3,02 Tagen, bei der Ril30-Gruppe nach 106,17 +/- 3,81 Tagen, bei der Fas10-Gruppe
nach 89,91 +/- 2,24 Tagen, bei der Fas30-Gruppe nach 103,67 +/- 3,83 Tage und bei der
Fas10/Ril30-Gruppe nach 98,83 +/- 2,04 Tagen.

In der statistischen Analyse des mittleren Krankheitsbeginns zeigt sich im LSD-Test ein
signifikant fritherer Krankheitsbeginn in der mit Fasudil 10 mg/kg KG behandelten
Gruppe im Gegensatz zur Veh-Gruppe und ebenfalls zu den Gruppen Ril30 und Fas30.
Nicht signifikant (p= 0,053) ist der Unterschied zur Fas10Ril30-Gruppe.
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Abbildung 11. Krankheitsbeginn

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=12), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=12), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=11), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=12) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=12) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind

bei p<0,01 mit (**¥) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

Den Score 2 (gestortes Gangbild, siche Kapitel 2.7.1.1) erreichen die Gruppen im Mittel an
folgenden Tagen: Veh-Gruppe 123,83 +/- 1,95 Tage, Ril30-Gruppe 126,42 +/- 2,88 Tage,
Fas10-Gruppe 124,45 +/- 1,95 Tage, Fas30-Gruppe 128,25 +/- 2,54 Tage, Fas10Ril30-
Gruppe 122 +/- 2,53 Tage.
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Abbildung 12. Mittlerer Score 2

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiete, die mit Wasser (Veh, n=12), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=12), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=11), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=12) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=12) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht
signifikant (n. s.). Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

Einen mittleren Score 1 (Lihmung einer hinteren Extremitit, siche Kapitel 2.7.1.1)

erreichen die Gruppen an folgenden Tagen: Veh-Gruppe bei 130,75 +/- 2,51 Tagen, Ril30-
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53

Gruppe bei 132,83 +/- 3,37 Tagen, Fas10-Gruppe bei 133,36 +/- 2,99 Tagen, Fas30-

Gruppe bei 127,22 +/- 3,25 Tagen, Fas10Ril30-Gruppe bei 129,58 +/- 2,89 Tagen.

Mittlerer Score 1

145 n.s.
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Abbildung 13. Mittlerer Score 1

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=12), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=12), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=11), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=12) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=12) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde

Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht

signifikant (n. s.). Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

Einen mittleren Score 0 (Versuchsabbruch, siche Kapitel 2.7.1.1) erreichen die Gruppen an
folgenden Tagen: Veh-Gruppe bei 136,5 +/- 2,56 Tagen, Ril30-Gruppe bei 138,42 +/- 3,3
Tagen, Fas10-Gruppe bei 137,27 +/- 3,25 Tagen, Fas30-Gruppe bei 141,92 +/- 3,46

Tagen, Fas10Ril30-Gruppe bei 133,33 +/- 2,96 Tagen.

Mittlerer Score 0
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Abbildung 14. Mittlerer Score 0

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiete, die mit Wasser (Veh, n=12), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=12), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=11), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=12) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=12) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde

Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht

signifikant (n. s.). Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.
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Aus den Daten zum Krankheitsverlauf lisst sich die Gesamtdauer der Erkrankung
errechnen. Sie ergibt sich aus der Differenz zwischen dem Todeszeitpunkt und
Symptombeginn.

Die Krankheitsdauer betrigt in den Gruppen: Veh-Gruppe 33 +/- 4,9 Tage, Ril30-Gruppe
32,25 +/- 5,16 Tage, Fas10-Gruppe 47,36 +/- 4,09 Tage, Fas30-Gruppe 38,25 +/- 4,47
Tage, Fas10Ril30-Gruppe bei 34,5 +/- 3,98 Tage.

Die Erkrankungsdauer der Fas10-Gruppe ist signifikant linger als die der Veh-Gruppe und
die der Ril30-Gruppe. Alle anderen Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht

signifikant.

Krankheitsdauer
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Abbildung 15. Krankheitsdauer

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiete, die mit Wasser (Veh, n=12), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=12), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=11), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=12) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=12) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind
bei p<0,05 mit (¥) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.2 Motorische Verhaltensanalyse (Drehwalzentest)

Jedes Tier wird bis zum Versuchsabbruch sowohl klinisch durch die Messung des
Korpergewichts und Erhebung des klinisch-neurologischen Scores als auch motorisch
durch den Drehwalzenversuch beobachtet. Fir die Auswertung gilt: Um auch am letzten
Untersuchungszeitpunkt pro Gruppe zehn oder mehr Individuen mit einzubeziehen, wird
wie bei der Auswertung des Korpergewichts ein Untersuchungszeitraum von Tag 50 bis
Tag 123 festgelegt (Anzahl untersuchter Tiere je Gruppe und Versuchstage: siche Tabelle
5).
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Untersuchungs-

tag 50 | 53 | 57 | 60 | 64 | 67 | 71 | 74 | 78 | 81 | 85 | 88
Veh 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 12
Ril30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 12
Fas10 1m | 1 [ 1|1 |1 |1 p o f 1|1 | 1|1 11
Fas30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 12
Fas10Ril30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 12
Wt 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Untersuchungs-

tag 92 | 95 | 99 | 102 | 106 | 113 | 116 | 120 | 123
Veh 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 1
Ril30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 11 | 11 | 1
Fas10 1m |1 (1|1 |1 |11 |1 |
Fas30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 10
Fas10Ril30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 11 | 10 | 10
Wt 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Tabelle 5. Rotarod und Gewicht: Anzahl getesteter Mause

Es kann eine kontinuierliche Verschlechterung der motorischen Leistung im Rotarod ab
dem Lebenstag 88 in den Gruppen Veh, Ril30, Fas10 und Fas10Ril30 beobachtet werden
(Abbildung 16). Diese Verschlechterung kann bei der Fas30-Gruppe erst ab dem Lebenstag
106 in dhnlich rasantem Tempo wie bei den anderen Gruppen beobachtet werden.

In der ANOVA mit Messwiederholungen zeigen sich zwischen keiner Behandlungsgruppe
(Ril30, Fas10, Fas30, Fas10Ril30) signifikante Unterschiede im LSD-Test im Vergleich zur
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen der
Veh-Gruppe und der gesunden Wt-Kontrollruppe (p=0,013). Im Vergleich zur gesunden
Wt-Kontrollgruppe sind die Unterschiede der Behandlungsgruppen Ril30 (p=0,009), Fas10
(p=0,026), FaslORil30 (p=0,010) ebenso signifikant. Es findet sich allerdings kein
signifikanter Unterschied zwischen der gesunden Wt-Kontrollgruppe und der Fas30-
Gruppe (p=0,087).
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Rotarod Performance
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Abbildung 16. Drehwalzenversuch: Mittlere Laufzeit

Durchschnittliche Laufzeit beim Drehwalzenversuch (Rotarod) von Lebenstag 50 bis Lebenstag 123: Untersucht werden
SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10 mg/kg KG Fasudil
(Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol
(Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT)
untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 5. Angegeben sind

Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.3 Videobasierte Analyse des Gangs bei sich frei bewegenden Miusen
(CatWalk XT)
Die videobasierte Analyse des Gangs dient im Rahmen der Erkrankung der SOD1G93A-

transgenen Miuse dazu, die Verdnderungen im Gangbild zu beobachten und zu
dokumentieren. Insbesondere die Hinterldufe sind einer frihen Beeintrichtigung
unterworfen, welche auch zu dem fur Stufe 2 des klinisch-neurologischen Scores
charakteristischen ,,Watschelgang fihrt (siche Kapitel 2.7.1.1). Die Ganganalyse unter
prisymptomatischer Behandlung wird im Rahmen der Verlaufsstudie, beginnend ab
Lebenstag 50, alle 7 Tage durchgefithrt. Ein durchgefihrter Testlauf beinhaltet drei
komplette den Anforderungen entsprechende Durchliufe der Maus (siche Kapitel 2.7.3).
Dabei wird der Mittelwert der ethobenen Parameter an einem Tag gebildet und geht in die
Auswertung ein. Ausgewertet wird als Hauptparameter die Durchschnittsgeschwindigkeit

(mean average speed). Daneben werden die Defizite im Gebrauch der Hinterldufe mithilfe der
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folgenden Parameter des rechten Hinterlaufs analysiert: Auftrittsfliche (print area),
Schrittgeschwindigkeit (swing speed), Fulllinge (print length) und Schrittlinge (stride length).

Zum Vergleich werden diese Parameter auch fiir den rechten Vorderlauf ausgewertet.

Untersuchungs-

tag 50 | 57 | 64 | 71 | 64 | 85 | 92 | 99 | 106 | 113 | 120 | 127
Veh 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 10 | 12 | 11 9 9
Ril30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 11 | 11 | 12 | 12 | 11 | 11 8
Fas10 1|1 | 1| 11| 11| o1 9 [ 11 | 11 | 10 | 10 5
Fas30 1|1 | 1| 1| 1|1 9 [ 11 | 11 | 11 7 7
Fas10Ril30 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 11 | 11 | 12 | 12 9 7
Wt 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Tabelle 6. Videobasierte Ganganalyse (CatWalk XT): Anzahl durchgefiihrter Testliufe.
Ein Testlauf entspricht 3 Durchliufen/Videos einer Maus.

Da die Teilnahme an der videobasierten Analyse des Gangs bei sich frei bewegenden
Miusen recht hohe motorische Anforderungen an die Tiere stellt, die die Mause
insbesondere bei fortgeschrittener Erkrankung oft nicht mehr erfillen, kénnen in den
letzten Lebenstagen viele erkrankte Miuse nicht mehr am Versuch teilnehmen. Um an
jedem Versuchstag jedoch mindestens 5 Testliufe je Gruppe auswerten zu kénnen, wird als
letzter ausgewerteter Versuchstag der Lebenstag 127 gewihlt. An diesem Tag kénnen noch
9 Tiere in der Veh-Gruppe, 8 Tiere der Ril30-Gruppe, 5 Tiere der Fas10-Gruppe, 7 Tiere
der Fas30-Gruppe und 7 Tiere der Fas10Ril30-Gruppe am Versuch teilnehmen. Das ergibt
12 Untersuchungszeitpunkte zwischen Lebenstag 50 und Lebenstag 127. Eine Maus aus
der Fas30-Gruppe wird aufgrund eines gestorten Gangbildes im Sinne eines andauernden
Im-Kreise-Laufens vom Versuch ausgeschlossen, da keine Aufnahme eines den
Versuchskriterien entsprechenden Durchlaufes gelang. Eine vollstindige Auflistung der
Anzahl aufgenommener und ausgewerteter Testliufe findet sich in Tabelle 6, wobei ein

Testlauf jeweils aus 3 Durchliufen/Videos einer Maus besteht.

3.1.3.1 Durchschnittsgeschwindigkeit (mean average speed)
Die Durchschnittsgeschwindigkeit entwickelt sich bis einschlieBlich dem Tag 99 in allen

Gruppen in etwa konstant. Es kann dann eine kontinuierliche Verlangsamung der
Durchschnittsgeschwindigkeit in den Gruppen Veh, Ril30, Fas10, Fas30 undFas10Ril30 ab
dem Tag 106 beobachtet werden (Abbildung 17). Die gesunden Tiere der Wt-
Kontrollgruppe bewegen sich iiber die gesamte Zeit dem Gedeihen entsprechend konstant

schnell.
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In der ANOVA mit Messwiederholungen der 12 Untersuchungszeitpunkte ist keine
Gruppe (Ril30: p=0,850; Fas10: p=0,515; Fas30: p=0,512; Fas10Ril30: p=0,835; Wt:
p=0,077) signifikant besser als die unbehandelte Veh-Kontrollgruppe.
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Abbildung 17. Videobasierte Ganganalyse: Durchschnittsgeschwindigkeit

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine signifikant hohere
Durchschnittgeschwindigkeit in der Fas30-Gruppe festgestellt werden: Sie bewegen sich
am Tag 127 signifikant schneller (p=0,021) als die Tiere der unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe. Auch die gesunden Tiere der Wt-Gruppe bewegen sich signifikant
schneller (p=0,000) als die unbehandelte Veh-Kontrollgruppe. Die Unterschiede der
anderen Gruppen (Ril30: p=0,298; Fasl0: p=0,896; Fas10Ril30: p=0,138) zur Veh-
Kontrollgruppe sind nicht signifikant. Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe
bewegen sich alle anderen Gruppen an diesem Tag signifikant langsamer.

Am Tag 127 betrigt die Durchschnittsgeschwindigkeit in der unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe 12,98 +/- 2,61 cm/s, in der Ril30-Gruppe 17,45 +/-3,2 cm/s, in der
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Fas10-Gruppe 13,6 +/- 3,706, in der Fas30-Gruppe 23,69 +/-5,5 cm/s, in der Fas10Ril30-
Gruppe 19,71 +/- 1,7 cm/s, in det gesunden Wt-Kontrollgruppe 35,43 +/- 2,21 cm/s.
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Abbildung 18. Durchschnittsgeschwindigkeit am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind
bei p<0,05 mit (*), p<0,01 mit (**) und p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte
+/- Stdf.

3.1.3.2 Auftrittsfliche (print area) des rechten Vorderlaufs

Es kann keine Verdnderung der Auftrittsfliche des rechten Vorderlaufes im Laufe des
Krankheitsprogresses in den Gruppen Ril30, Fas10, Fas30 und Fas10Ril30 und der
gesunden Wt-Kontrollgruppe im Laufe des Untersuchungszeitraumes beobachtet werden.
In der ANOVA mit Messwiederholungen der 12 Untersuchungszeitpunkte zeigt keine
Gruppe (Ril30: p=0,149; Fas10: p=0,216; Fas30: p=0,315; Fas10Ril30: p=0,145; Wt:
p=0,100) einen signifikanten Unterschied zur unbehandelten Kontrollgruppe. Auch im
Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
(Veh: p=0,100; Ril30: p=0,881; Fas10: p=0,957; Fas30: p=0,768; Fas10Ril30: p=0,963).

Es fillt eine Erhohung der Auftrittsfliche des rechten Vorderlaufes ab dem Tag 99 bei der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe auf: Diese ist in der ANOVA mit Messwieder-
holungen in den fiinf Untersuchungszeitpunkten (Tag 99 bis Tag 127) signifikant hoher als
die der gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,019), im Gegensatz zu den behandelten
Gruppen, die keinen signifikanten Unterschied zur gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigen
(Ril30: p=0,549; Fas10: p=0,251; Fas30: p=0,718; Fas10Ril30: p=0,453). Die behandelten
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Gruppen zeigen in diesen Zeitraum jedoch keine signifikant kleinere Auftrittsfliche als die
unbehandelte Veh-Kontrollgruppe (Ril30: p=0,083; Fas10: p=0,344; Fas30: p=0,088;
Fas10Ril30: p=0,139).
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Abbildung 19. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittsfliche rechter Vorderlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere

(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine VergroBerung der
Auftrittsfliche des rechten Vorderlaufs in der unbehandelten Veh-Gruppe festgestellt
werden: Die Tiere haben am Tag eine signifikant gréBere Auftrittsfliche als die Tiere der
gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,036). Im Vergleich zur unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe haben die Tiere der Ril30-Gruppe eine signifikant kleinere Auftrittstliche
(p=0,044), die in etwa der gesunden Wt-Kontrollgruppe entspricht.

Die Unterschiede der anderen Gruppen (Fas10: p=0,150; Fas30: p=0,284; Fas10Ril30:
p=0,118) zur Veh-Kontrollgruppe sind nicht signifikant. Im Vergleich zur gesunden Wt-
Kontrollgruppe zeigen die behandelten Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Ril30:
p=0,996; Fas10: p=0,624; Fas30: p=0,248; Fas10Ril30: p=0,585).
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Am Tag 127 betragt die durchschnittliche Auftrittsfliche des rechten Vorderlaufes in der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 0,31 +/- 0,02 cm?, in der Ril30-Gruppe 0,22 +/- 0,02
cm’, in der Fas10-Gruppe 0,25 +/- 0,04 cm?, in der Fas30-Gruppe 0,26 +/- 0,04 cm®, in
der Fas10Ril30-Gruppe 0,25 +/- 0,04 cm®, in der gesunden Wt-Kontrollgruppe 0,22 +/-
0,02 cm”,
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Abbildung 20. Auftrittsfliche rechter Vorderlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind

bei p<0,05 mit (*) markiett, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.3.3 Auftrittsfliche (print area) des rechten Hinterlaufs
Die Auftrittsfliche des rechten Hinterlaufs entwickelt sich bis einschlieBlich dem Tag 99 in

allen Gruppe in etwa konstant. Es kann dann eine kontinuierliche Verkleinerung der
Auftrittsfliche des rechten Hinterlaufs im Laufe des Krankheitsprogresses in den Gruppen
Veh, Ril30, Fas30 und Fas10Ril30 ab dem Tag 106 beobachtet werden. Ein Abfall der
Auftrittsfliche in der Fas10-Gruppe ist erst am Tag 127 zu beobachten. Die gesunden
Tiere der Wt-Kontrollgruppe haben tiber die gesamte Zeit dem Gedeihen entsprechend
eine konstante Auftrittsfliche.

In der ANOVA mit Messwiederholungen der 12 Untersuchungszeitpunkte ist keine
Gruppe (Ril30: p=0,165; Fas10: p=0,495; Fas30: p=0,549; Fas10Ril30: p=0,451; Wt:
p=0,590) signifikant besser als die unbehandelte Kontrollgruppe. Im Vergleich zur
gesunden Wt-Kontrollgruppe ist keine Gruppe signifikant schlechter (Veh: p=0,590 Ril30:
p=0,3806; Fas10: p=0,275; Fas30: p=0,855; Fas10Ril30: p=0,760).
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Abbildung 21. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittsfliche rechter Hinterlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine Verbesserung der Tiere der
Fas30-Gruppe festgestellt werden: Sie haben am Tag 127 eine signifikant grolere
Auftrittsfliche (p=0,031) als die Tiere der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe. Auch die
gesunden Tiere der Wt-Gruppe haben eine signifikant groflere Auftrittsfliche (p=0,000) als
die unbehandelte Veh-Kontrollgruppe. Die Unterschiede der anderen Gruppen (Ril30:
p=0,052; Fas10: p=0,377; Fas1ORil30: p=0,318) zur Veh-Kontrollgruppe sind nicht
signifikant. Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe haben neben der unbehandelten
Veh-Kontrollgruppe auch die Fas10-Gruppe (p=0,018) und die Fasl10Ril30-Gruppe
(p=0,011) eine signifikant kleinere Auftrittsfliche, nicht jedoch die Fas30-Gruppe
(p=0,177) und die Ril30-Gruppe (p=0,088).

Am Tag 127 betrigt die durchschnittliche Auftrittsfliche des rechten Hinterlaufes in der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 0,07 +/- 0,03 cm®, in der Ril30-Gruppe 0,15 +/- 0,03
cm’, in der Fas10-Gruppe 0,11 +/- 0,05 cm?, in der Fas30-Gruppe 0,17 +/- 0,03 cm®, in
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der Fas10Ril30-Gruppe 0,11 +/- 0,02 cm’, in der gesunden Wt-Kontrollgruppe 0,23 +/-
0,03 cm™.

Auftrittsflache rechter Hinterlauf am Tag 127
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Abbildung 22. Auftrittsfliche rechter Hinterlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind
bei p<0,05 mit (¥) und p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.3.4 Auftrittslange (print length) des rechten Vorderlaufs

Es kann keine starke Verinderung der Auftrittslinge des rechten Vorderlaufes im Laufe
des Krankheitsprogresses in den Gruppen Veh, Ril30, Fas10, Fas30 und Fas10Ril30 und
der gesunden Wt-Kontrollgruppe im Laufe des Untersuchungszeitraumes beobachtet
werden.

In der ANOVA mit Messwiederholungen der 12 Untersuchungszeitpunkte zeigt keine
Gruppe (Ril30: p=0,149; Fas10: p=0,373; Fas30: p=0,445; Fas10Ril30: p=0,417; Wt:
p=0,474) einen signifikanten Unterschied zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe. Auch
im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede (Ril30: p=0,454; Fas10: p=0,734; Fas30: p=0,878; Fas10Ril30: p=0,839).
Auch am letzten Untersuchungstag, Tag 127, zeigen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen.
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Abbildung 23. Videobasierte Ganganalyse: Aulftrittslinge rechter Vorderlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.3.5 Auftrittslinge (print length) des rechten Hinterlaufs

Es kann eine kontinuierliche Verkiirzung der Auftrittslinge des rechten Hinterlaufes im
Laufe des Krankheitsprogresses in der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe, in der Ril30-
Gruppe, in der Fas10-Gruppe und der Fas10Ril30-Gruppe ab dem Tag 106 beobachtet
werden. Die gesunden Tiere der Wt-Kontrollgruppe und die Tiere der Fas30-Gruppe
haben tiber die gesamte Zeit eine konstante Auftrittslinge.

In der ANOVA mit Messwiederholungen der 12 Untersuchungszeitpunkte zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe (Ril30: p=0,851;
Fas10: p=0,564; Fas30: p=0,094; Fas10Ril30: p=0722; Wt: p=0,430). Im Vergleich zur
gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigen sich ebenso keine signifikanten Unterschiede (Ril30:
p=0,580; Fas10: p=0,979; Fas30: p=0,334; Fas10Ril30: p=0,723).

Es fallt eine Verkirzung der Auftrittslinge des rechten Hinterlaufes ab dem Tag 99 bei der

unbehandelten Veh-Kontrollgruppe: Die  Auftrittslinge der unbehandelten Veh-



3 Ergebnisse 65

Kontrollgruppe ist in der ANOVA mit Messwiederholungen in den finf
Untersuchungszeitpunkten (Tag 99 bis Tagl27) signifikant kiirzer als die der gesunden Wt-
Kontrollgruppe  (p=0,030). Signifikant linger als die der unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe ist die der Fas30-Gruppe in diesem Zeitraum (p=0,005). Die Unterschiede
der anderen Behandlungsgruppen sind in diesen Zeitraum im Vergleich zur unbehandelten
Veh-Kontrollgruppe nicht signifikant (Ril30: p=0,075; Fas10: p=0,464; Fas10Ril30:
p=0,138). Die Behandlungsgruppen zeigen allesamt keinen signifikanten Unterschied zur
gesunden Wt-Gruppe (Ril30: p=0,744; Fas10: p=0,335; Fas30: p=0,423; Fas10Ril30:
p=0,601).
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Abbildung 24. Videobasierte Ganganalyse: Auftrittslinge rechter Hinterlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind

Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine Verkirzung der
Auftrittslinge des rechten Hinterlaufs in der unbehandelten Veh-Gruppe festgestellt
werden: Die Tiere haben am Tag eine signifikant kiirzere Auftrittslinge als die Tiere der

gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,009). Im Vergleich zur unbehandelten Veh-
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Kontrollgruppe haben die Tiere der Fas30-Gruppe einen signifikant lingeren Auftritt
(p=0,008), die in etwa der der gesunden Wt-Kontrollgruppe entspricht.

Die Unterschiede der anderen Gruppen (Ril30: p=0,061; Fas10: p=0,147; Fas10Ril30:
p=0,201) zur Veh-Kontrollgruppe sind nicht signifikant. Im Vergleich zur gesunden Wt-
Kontrollgruppe zeigen die behandelten Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Ril30:
p=0,424; Fas10: p=0,268; Fas30: p=0,877; Fas10Ril30: p=0,254).

Am Tag 127 betrigt die durchschnittliche Auftrittslinge des rechten Hinterlaufes in der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 0,35 +/- 0,11 cm, in der Ril30-Gruppe 0,66 +/- 0,1
cm, in der Fas10-Gruppe 0,59 +/- 0,23 cm, in der Fas30-Gruppe 0,82 +/- 0,09 cm, in der
Fas10Ril30-Gruppe 0,58 +/- 0,09 cm, in der gesunden Wt-Kontrollgruppe 0,79 +/- 0,08

cm.
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Abbildung 25. Auftrittslinge rechter Hinterlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind

bei p<0,01 mit (**) matkiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.3.6 Schrittgeschwindigkeit (swing speed) des rechten Vorderlaufs
Die Schrittgeschwindigkeit des rechten Vorderlaufs entwickelt sich in allen Gruppen in

etwa konstant bis einschlieBlich zum Tag 99. Ab diesem Zeitpunkt kann eine
kontinuierliche Verlangsamung in der Schrittgeschwindigkeit des rechten Vorderlaufs in
der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe und den behandelten Gruppen im Gegensatz zur

gesunden Wt-Kontrollgruppe beobachtet werden. Die gesunden Tiere der Wt-
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Kontrollgruppe haben tiber die gesamte Zeit eine konstante dem Gedeihen entsprechende
Schrittgeschwindigkeit.

In der ANOVA mit Messwiederholungen aller 12 Untersuchungszeitpunkte zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe (Ril30: p=0,641;
Fas10: p=0,772; Fas30: p=0,303; Fas10Ril30: p=0,894; Wt: p=0,193). Im Vergleich zur
gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigt die Fas30-Gruppe in diesem Zeitraum eine signifikant
langsamere Schrittgeschwindigkeit des rechten Vorderlaufs (p=0,038), ansonsten zeigen
sich ebenso keine signifikanten Unterschiede zur gesunden Wt-Kontrollgruppe (Ril30:
p=0,082; Fas10: p=0,164; Fas10Ril30: p=0,325).

Es fillt eine Verlangsamung der Schrittgeschwindigkeit des rechten Vorderlaufes ab dem
Tag 106 bei der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe und den Behandlungsgruppen auf:
Die Schrittgeschwindigkeit der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe ist in der ANOVA mit
Messwiederholungen in den vier Untersuchungszeitpunkten (Tag 106 bis Tag 127)
signifikant langsamer als die der gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,035). Die Unterschiede
der Behandlungsgruppen sind in diesen Zeitraum im Vergleich zur gesunden Wt-
Kontrollgruppe ebenso allesamt signifikant (Ril30: p=0,044; Fas10: p=0,030; Fas30:
p=0,038; Fasl0Ril30: p=0,015). Die Behandlungsgruppen zeigen allesamt keinen
signifikanten Unterschied zur unbehandelten Veh-Gruppe (Ril30: p=0,857; Fasl0:
p=0,795; Fas30: p=0,884; Fas10Ril30: p=0,654).
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Abbildung 26. Videobasierte Ganganalyse: Schrittgeschwindigkeit rechter Vorderlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine Verlangsamung der
Schrittgeschwindigkeit des rechten Vorderlaufs in der unbehandelten Veh-Gruppe und
allen Behandlungsgruppen festgestellt werden: Die Tiere haben am Tag eine signifikant
langsamere Schrittgeschwindigkeit als die Tiere der gesunden Wt-Kontrollgruppe
(P=0,000).

Die Unterschiede der Behandlungsgruppen (Ril30: p=0,914; Fas10: p=0,813; Fas30:
p=0,262; Fas10Ril30: p=0,814) zur Veh-Kontrollgruppe sind nicht signifikant.

Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigen die behandelten Gruppen allesamt
eine signifikant langsamere Schrittgeschwindigkeit (Ril30: p=0,000; Fas10: p=0,000; Fas30:
p=0,000; Fas10Ril30: p=0,000).

Am Tag 127 betrigt die durchschnittliche Schrittgeschwindigkeit des rechten Vorderlaufes
in der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 49,63 +/- 4,02 cm/s, in der Ril30-Gruppe 48,84
+/- 6,17 cm/s, in der Fas10-Gruppe 47,72 +/- 7,23 cm/s, in der Fas30-Gruppe 58,31 +/-
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7,58 cm/s, in der FaslORil30-Gruppe 51,37 +/- 4,68 cm/s, in der gesunden Wt-
Kontrollgruppe 86,32 +/- 5,84 cm/s.
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Abbildung 27. Schrittgeschwindigkeit rechter Vorderlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind

bei p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

3.1.3.7 Schrittgeschwindigkeit (swing speed) des rechten Hinterlaufs

Es kann eine kontinuierliche Verlangsamung der Schrittgeschwindigkeit des rechten
Hinterlaufes im Laufe des Krankheitsprogresses in der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe
und den behandelten Gruppen im Gegensatz zur gesunden Wt-Kontrollgruppe besonders
ab dem Tag 99 beobachtet werden. Die gesunden Tiere der Wt-Kontrollgruppe haben iiber
die gesamte Zeit eine konstante, dem Gedeihen entsprechende Schrittgeschwindigkeit.

In der ANOVA mit Messwiederholungen aller 12 Untersuchungszeitpunkte zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe (Ril30: p=0,795;
Fas10: p=0,758; Fas30: p=0,314; Fas10Ril30: p=0,964; Wt: p=0,237). Im Vergleich zur
gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigt die Fas30-Gruppe in diesem Zeitraum eine signifikant
langsamere Schrittgeschwindigkeit (p=0,050), ansonsten zeigen sich ebenso keine
signifikanten Unterschiede zur gesunden Wt-Kontrollgruppe (Ril30: p=0,375; Fasl0:
p=0,5306; Fas10Ril30: p=0,333).

Es fillt eine Verlangsamung der Schrittgeschwindigkeit des rechten Hinterlaufes ab dem
Tag 99 bei der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe auf: Die Schrittgeschwindigkeit der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe ist in der ANOVA mit Messwiederholungen in den
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finf Untersuchungszeitpunkten (Tag 99 bis Tagl27) signifikant langsamer als die der
gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,018). Die Unterschiede der Behandlungsgruppen sind
in diesen Zeitraum im Vergleich zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe nicht signifikant
(Ril30: p=0,266; Fas10: p=0,424; Fas30: p=0,590 Fas10Ril30: p=0,828). Neben der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe zeigt auch die Fas10Ril30-Gruppe eine signifikant
langsamere Schrittgeschwindigkeit als die gesunde Wt-Kontrollgruppe (p=0,047). Die
anderen Behandlungsgruppen zeigen allesamt keinen signifikanten Unterschied zur

gesunden Wt-Gruppe (Ril30: p=0,211; Fas10: p=0,193; Fas30: p=0,091).

Schrittgeschwindigkeit rechter Hinterlauf
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Abbildung 28. Videobasierte Ganganalyse: Schrittgeschwindigkeit rechter Hinterlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine Verlangsamung der
Schrittgeschwindigkeit des rechten Hinterlaufs in der unbehandelten Veh-Gruppe
festgestellt werden: Die Tiere haben am Tag eine signifikant langsamere

Schrittgeschwindigkeit als die Tiere der gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,000). Im
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Vergleich zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe haben die Tiere der Fas30-Gruppe eine
signifikant schnellere Schrittgeschwindigkeit (p=0,027).

Die Unterschiede der anderen Gruppen (Ril30: p=0,073; Fas10: p=0,213; Fas10Ril30:
p=0,124) zur Veh-Kontrollgruppe sind nicht signifikant. Im Vergleich zur gesunden Wt-
Kontrollgruppe zeigen die behandelten Gruppen allesamt eine signifikant langsamere
Schrittgeschwindigkeit (Ril30: p=0,006; Fas10: p=0,004; Fas30: p=0,014; Fas10Ril30:
p=0,003).

Am Tag 127 betrigt die durchschnittliche Schrittgeschwindigkeit des rechten Hinterlaufes
in der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 20 +/- 6,8 cm/s, in der Ril30-Gruppe 44,73
+/- 10,7 cm/s, in der Fas10-Gruppe 38,76 +/- 24,19 cm/s, in der Fas30-Gruppe 50,8 +/-
8,78 cm/s, in der FaslORil30-Gruppe 41,08 +/- 7,5 cm/s, in der gesunden Wt-
Kontrollgruppe 86,21 +/- 8,46 cm/s.
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Abbildung 29. Schrittgeschwindigkeit rechter Hinterlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind
bei p<0,05 mit (*), p<0,01 mit (*¥) und p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte
+/- Stdf.

3.1.3.8 Schrittlinge (stride length) des rechten Vorderlaufs
Die Schrittlinge des rechten Vorderlaufs entwickelt sich in allen Gruppen in etwa konstant

bis einschlieBlich zum Tag 99. Ab diesem Zeitpunkt kann eine kontinuierliche Verkiirzung
der Schrittlinge des rechten Vorderlaufs in der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe und

den behandelten Gruppen im Gegensatz zur gesunden Wt-Kontrollgruppe beobachtet
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werden. Die gesunden Tiere der Wt-Kontrollgruppe haben iiber die gesamte Zeit eine
konstante dem Gedeihen entsprechende Schrittlinge.

In der ANOVA mit Messwiederholungen aller 12 Untersuchungszeitpunkte zeigt die
unbehandelte Veh-Kontrollgruppe einen signifikant schlechteren Verlauf als die gesunde
Wt-Kontrollgruppe (p=0,010). Die Behandlungsgruppen zeigen zur unbehandelten Veh-
Kontrollgruppen keine signifikante Verbesserung (Ril30: p=0,974; Fas10: p=0,306; Fas30:
p=0,771; Fas10Ril30: p=0,335). Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigen die
Behandlungsgruppen Ril30 (p=0,011) und die Fas30-Gruppe (p=0,013) einen signifikant
schlechteren Verlauf. Fur die Fas10-Gruppe (p=0,282) und die Fas1O0Ril30-Gruppe
(p=0,180) gilt dies nicht.
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Abbildung 30. Videobasierte Ganganalyse: Schrittlinge rechter Vorderlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere

(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind
Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine Verkiirzung der Schrittlinge
des rechten Vorderlaufs in der unbehandelten Veh-Gruppe im Gegensatz zur gesunden

Wt-Kontrollgruppe beobachtet werden (p=0,001). Im Gegensatz zur unbehandelten Veh-
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Kontrollgruppe hat die Fas30-Gruppe (p=0,002) eine signifikant lingere Schrittlinge. Der
Unterschied der anderen Behandlungsgruppen zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe ist
nicht signifikant (Ril30: p=0,153; Fas10: p=0,697; Fas30: p=0,771; Fas10Ril30: p=0,1106).
Die Behandlungsgruppen Ril30 (p=0,029), Fas10 (p=0,009) und Fas10Ril30 (p=0,050)
haben eine signifikant kiirzere Schrittlinge als die gesunde Wt-Kontrollgruppe. Fir die
Fas30-Gruppe (p=0,471) gilt das nicht.

Am Tag 127 betragt die durchschnittliche Schrittlinge des rechten Vorderlaufes in der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 3,76 +/- 0,55 cm, in der Ril30-Gruppe 4,99 +/- 0,56
cm, in der Fas10-Gruppe 4,15 +/- 1,05 cm, in der Fas30-Gruppe 6,35 +/- 1,1 cm, in der
Fas10Ril30-Gruppe 5,16 +/- 0,51 cm, in der gesunden Wt-Kontrollgruppe 7,05 +/- 0,45

cm.
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Abbildung 31. Schrittlinge rechter Vorderlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind
bei p<0,05 mit (*), p<0,01 mit (*¥) und p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte
+/- Stdf.

3.1.3.9 Schrittlinge (stride length) des rechten Hinterlaufs

Es kann eine kontinuierliche Verkiirzung der Schrittlinge des rechten Hinterlaufs in der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe und den Behandlungsgruppen iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum beobachtet werden. Die gesunden Tiere der Wt-Kontrollgruppe

haben tber die gesamte Zeit eine konstante, dem Gedeihen entsprechende Schrittlinge.
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In der ANOVA mit Messwiederholungen aller 12 Untersuchungszeitpunkte zeigt sich, dass
im Verlauf des gesamten Untersuchungszeitraums die Schrittlinge der unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe signifikant kiirzer ist als die der gesunden Wt-Kontrollgruppe (p=0,010).
Im Vergleich zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe zeigen die Behandlungsgruppen
keinen signifikanten Unterscheid (Ril30: p=0,823; Fas10: p=0,140; Fas30: p=0,2006;
Fas10Ril30: p=0,409). Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe zeigt die Ril30-
Gruppe (p=0,016) und auch die Fas30-Gruppe (p=0,001) im Gesamtzeitraum eine
signifikant langsamere Schrittlinge des rechten Hinterlaufs. Ansonsten zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zur gesunden Wt-Kontrollgruppe (Fas10: p=0,527; Fas10Ril30:
p=0,135).

Schrittlange rechter Hinterlauf
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Abbildung 32. Videobasierte Ganganalyse: Schrittlinge rechter Hinterlauf

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10
mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG
Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere
(WT) untersucht. Anzahl der untersuchten transgenen Tiere je Versuchstag und Gruppe: siche Tabelle 6. Angegeben sind

Mittelwerte +/- Stdf.

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Tag 127, kann eine Verkirzung der Schrittlinge
des rechten Hinterlaufs in der unbehandelten Veh-Gruppe im Gegensatz zur gesunden Wt-

Kontrollgruppe beobachtet werden (p=0,000). Im Gegensatz zur unbehandelten Veh-
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Kontrollgruppe haben die Ril30-Gruppe (p=0,019), die Fas30-Gruppe (p=0,002) und die
Fas10Ril30 (p=0,009) eine signifikant lingere Schrittlinge. Der Unterschied der Fas10-
Gruppe zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe ist nicht signifikant (p=0,098).

Die Behandlungsgruppen Ril30 (p=0,039) und Fas10 (p=0,027) haben ebenso wie die
unbehandelte Veh-Kontrollgruppe eine signifikant kirzere Schrittlinge als die gesunde Wt-
Kontrollgruppe. Fir die Fas30-Gruppe (p=0,265) und die Fas10Ril30-Gruppe (p=0,095)
gilt das nicht.

Am Tag 127 betrigt die durchschnittliche Schrittlinge des rechten Hinterlaufes in der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe 2,69 +/- 0,74 cm, in der Ril30-Gruppe 5,09 +/- 0,47
cm, in der Fas10-Gruppe 4,6 +/- 1,34 cm, in der Fas30-Gruppe 6,11 +/- 1,09 cm, in der
Fas10Ril30-Gruppe 5,48 +/- 0,46 cm, in der gesunden Wt-Kontrollgruppe 7,32 +/- 0,34

cm.

Schrittlange rechter Hinterlauf am Tag 127
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Abbildung 33. Schrittlinge rechter Hinterlauf am Tag 127

Untersucht werden SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh, n=9), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30,
n=8), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10, n=5), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30, n=7) und 10 mg/kg KG Fasudil in
Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30, n=7) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde
Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind
bei p<0,05 mit (*), p<0,01 mit (**) und p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte
+/- Stdf.

3.1.4 Kognitiver Test (novel object recognition test)

Eingeschlossen werden die Tiere aus der Verlaufsstudie. Es werden in den Gruppen Veh,
Ril30, Fas10, Fas30 und Fasl10Ril30 pro Gruppe und pro Versuchstag mindestens 9,
maximal 12 Videos in die Auswertung erstellt und ausgewertet, lediglich am Lebenstag 102

koénnen in der Fas10-Gruppe nur 6 Videos erstellt und ausgewertet werden. In der Wt-
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Gruppe wurden je Versuchstag 7 Videos erstellt und ausgewertet (Tabelle 7). Die Videos
wurden mithilfe der Computersoftware Ethovision XT 8.5 (Noldus, Wageningen,
Niederlande) ausgewertet. Dabei werden einerseits die zurtickgelegte Strecke als Parameter

und der aus den Erkundungszeiten zu errechnende discrimination index (DI) gewihlt.

Untersuchungstag 50 88 102 116
Veh 11 9 9 10
Ril30 12 9 9 9
Fas10 11 9 6 9
Fas30 12 10 9 9
Fas10Ril30 12 9 9 10
Wt 7 7 7 7

Tabelle 7. Kognitiver Test: Anzahl aufgenommener und ausgewerteter Videos
Die zuriickgelegte Strecke dient dabei als Maf3 fiir das generelle Explorationsverhalten der
Tiere: Am Lebenstag 50 unterscheidet sich die im Mittel zuriickgelegte Strecke in den
verschiedenen Gruppen nicht signifikant voneinander (Abbildung 37 A). Im Einzelnen
betragt die im Mittel zurtickgelegte Strecke in der Veh-Gruppe 2085,09 +/- 522,39 c¢m, in
der Ril30-Gruppe 1668,14 +/- 222,51 c¢m, in der Fas10-Gruppe 1818,15 +/- 544,91 cm, in
der Fas30-Gruppe 1235,39 +/-378,64 cm, in der Fas10Ril30-Gruppe 1399,79 +/- 325,36
cm, in der We-Gruppe 850,59 +/- 236,35 cm.

Am Lebenstag 88 unterscheidet sich die im Mittel zuriickgelegte Strecke in den
verschiedenen Gruppen nicht signifikant voneinander (Abbildung 37 B). Im Einzelnen
betragt die im Mittel zurtickgelegte Strecke in der Veh-Gruppe 2235,51 +/- 546,27 c¢m, in
der Ril30-Gruppe 1246,06 +/- 203,23 c¢m, in der Fas10-Gruppe 1616,07 +/- 526,82 cm, in
der Fas30-Gruppe 2080,72 +/- 478,65 cm, in der Fas10Ril30-Gruppe 1663,66 +/- 242,88
cm, in der Wt-Gruppe 909,57 +/- 264,45 cm.

Am Lebenstag 102 legen die Tiere der Ril30-Gruppe im Mittel signifikant mehr Strecke
zurick als die Tiere der Veh-Gruppe. Ansonsten unterscheidet sich die im Mittel
zurickgelegte Strecke in den verschiedenen Gruppen nicht signifikant voneinander
(Abbildung 37 C). Im Einzelnen betrigt die im Mittel zuriickgelegte Strecke in der Veh-
Gruppe 974,76 +/- 325,51 cm, in der Ril30-Gruppe 1900,5 +/- 324,12 cm, in der Fas10-
Gruppe 1530,85 +/- 424,08 cm, in der Fas30-Gruppe 1687,76 +/- 482,08 cm, in der
Fas10Ril30-Gruppe 1052,61 +/- 329,76 cm, in der Wt-Gruppe 1887,51 +/- 452,82 cm.
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Am Lebenstag 116 legen die Tiere der Fas30-Gruppe im Mittel signifikant mehr Strecke
zurtick als die Tiere der Fas10Ril30-Gruppe. Ansonsten unterscheidet sich die im Mittel
zuriickgelegte Strecke in den verschiedenen Gruppen nicht signifikant voneinander
(Abbildung 37 D). Im Einzelnen betriagt die zuriickgelegte Strecke im Mittel in der Veh-
Gruppe 1304,82 +/- 389,75 cm, in der Ril30-Gruppe 1396,83 +/- 301,17 cm, in der Fas10-
Gruppe 107598 +/- 345,13 cm, in der Fas30-Gruppe 1502,86 +/- 278,69 cm, in der
Fas10Ril30-Gruppe 594,81 +/- 120,27 c¢m, in der Wt-Gruppe 1545,45 +/- 488,83 cm.
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Abbildung 34. Kognitiver Test (novel object recognition test): Zurtckgelegte Strecke

Untersucht werden am Lebenstag 50 (A), am Lebenstag 88 (B), am Lebenstag 102 (C) und am Lebenstag 116 (D)
SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10 mg/kg KG Fasudil
(Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol
(Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT)
untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p<0,05 mit (*) markiert, n. s. nicht signifikant.
Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf. Als n angegeben ist jeweils die Anzahl der in die Auswertung mit cinbezogenen

Videos (siche Tabelle 7).

Als Parameter fiir die kognitive Leistungsfahigkeit dient der DI: Aus den Erkundungszeiten
der Maus an dem bekannten und dem unbekannten Objekt lasst sich der discrimination index
errechnen (Antunes und Biala 2012). Er eribt sich aus der Differenz der verbrachten Zeit
beim unbekannten minus der beim bekannten Objekt dividiert durch die Gesamtzeit, die
bei den Objekten verbracht wurde. Dabei ergeben sich dimensionslose Werte zwischen -1
und 1. Ein hoher Wert spricht fir eine gute Diskriminationsverhalten und eine gute

kognitive Leistungsfihigkeit der Miuse, ein niedriger Wert dafiir, dass das neue Objekt
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nicht als ein solches wahrgenommen wurde. Da an jedem unterschiedlichen Versuchstag
verschiedene Objekte verwendet werden, kann eine Vergleichbarkeit zwischen den Tagen
nicht gewihrleistet werden, da bestimmte Objekte moglicherweise eine grolere Anziehung
auf die Tiere austiben als andere und die Eigenschaft des Unbekanntseins, die fir die
Diskrimination zum alten Objekt nétig ist, nur fur das jeweils unbekannte Objekt gelten
kann. Daher werden die Werte nur am einzelnen Versuchstag mittels einer univarianten
ANOVA auf Unterschiede untersucht:

Der discrimination index unterscheidet sich in den Gruppen an keinem gewihlten
Untersuchungszeitpunkt signifikant voneinander.

Am Lebenstag 50 betrigt der discrimination index im Mittel in der Veh-Gruppe 0,17 +/-
0,14; in der Ril30-Gruppe 0,36 +/- 0,21; in der Fas10-Gruppe 0,31 +/- 0,15; in der Fas30-
Gruppe -0,02 +/- 0,12; in der Fas10Ril30-Gruppe 0,12 +/- 0,17; in der Wt-Gruppe 0,18
+/-0,15.

Am Lebenstag 88 betrigt det discrimination index im Mittel in der Veh-Gruppe -0,25 +/-
0,21; in der Ril30-Gruppe -0,23 +/- 0,19; in der Fas10-Gruppe -0,07 +/- 0,2; in der Fas30-
Gruppe 0,21 +/- 0,16; in der Fas10Ril30-Gruppe 0,1 +/- 0,24; in der Wt-Gruppe -0,02
+/-0,3.

Am Lebenstag 102 betrdgt der discrimination index im Mittel in der Veh-Gruppe -0,09 +/-
0,14; in der Ril30-Gruppe 0,01 +/- 0,22; in der Fas10-Gruppe -0,4 +/- 0,22; in der Fas30-
Gruppe 0,03 +/- 0,18; in der Fas10Ril30-Gruppe 0,21 +/- 0,2; in der Wt-Gruppe -0,13
+/-0,13.

Am Lebenstag 116 betrigt der discrimination index im Mittel in der Veh-Gruppe 0,3 +/-
0,11; in der Ril30-Gruppe -0,02 +/- 0,25; in der Fas10-Gruppe 0,26 +/- 0,13; in der Fas30-
Gruppe 0,43 +/- 0,17; in der Fas10Ril30-Gruppe 0,1 +/- 0,15; in der Wt-Gruppe 0,19 +/-
0,19.
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Abbildung 35. Kognitiver Test (novel object recognition test): discrimination index

Untersucht werden am Lebenstag 50 (A)

>

am Lebenstag 88 (B), am Lebenstag 102 (C) und am Lebenstag 116 (D)

SOD1G93A-transgene weibliche Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol (Ril30), 10 mg/kg KG Fasudil
(Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30 mg/kg KG Riluzol
(Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 7 SOD1-Wildtyp-Tiere (WT)

untersucht. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant (n. s.). Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

Als n angegeben ist jeweils die Anzahl der in die Auswertung mit einbezogenen Videos (siche Tabelle 7).
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3.2 Querschnittstudie nach prisymptomatischer Behandlung mit

Fasudil und Riluzol ab Lebenstag 50

Es wird eine Querschnittsanalyse der lumbalen Alpha-Motoneuronenanzahl am 120.
Lebenstag durchgefithrt, um die Wirkung in den verschiedenen Behandlungsgruppen zu
untersuchen. Aullerdem wird das Ausmall der Muskelatrophie des M. gastrocnemius
evaluiert. Die Tiere werden im Rahmen einer prasymptomatischen Behandlung ab dem 50.
Lebenstag oral behandelt. Eine gesunde Wt-Gruppe und eine unbehandelte transgene Veh-
Gruppe dienen als Kontrolle. Am 120. Lebenstag werden den euthanasierten Tieren das
Rickenmark fiir die immunhistochemische Analyse und der M. gastrocnemius zur

Atrophie-Bestimmung entnommen.

3.2.1 Evaluation der Atrophie des Musculus gastrocnemius

Es werden jeweils 5 Tiere aus den 4 Behandlungsgruppen (Fas 10, Fas30, Ril30,
Fas10Ril30) und aus der Veh-Gruppe, sowie 10 Tiere aus der Wt-Gruppe analysiert.
Evaluiert wird der prozentuale Anteil des M. gastrocnemius am Koérpergewicht.

Dieser ist an Tag 120 im unbehandelten transgenen Tier im Vergleich zum Wildtyptier
signifikant vermindert (Wt 0,57% +/- 0,02; Veh: 0,36% +/- 0,01). Der prozentuale
Verlust an Muskelmasse im Vergleich zum gesunden Tier betrigt somit 36,84%.

Im Vergleich zur unbehandelten Veh-Gruppe ist der prozentuale Anteil am Korpergewicht
des Musculus gastrocnemius in den Behandlungsgruppen Ril30 (0,51% +/- 0,03), Fas10
(0,52% +/- 0,03) und Fas30 (0,49% +/-0,03) signifikant erhoht. Der Muskelanteil der
Tiere aus der Ril30-Gruppe und der Fas10-Gruppe unterscheidet sich nicht signifikant von
den gesunden Tieren. Hier ldsst sich ein prozentualer Verlust von 10,52% bzw. 8,77 %
zeigen. Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe haben neben der unbehandelten
Veh-Kontrollgruppe auch die Fas30-Gruppe und die Fas10Ril30-Gruppe ein signifikant
geringeren Muskelanteil am Korpergewicht. Hier betrigt der prozentuale Verlust im
Vergleich zum gesunden Tier 14,04% bzw. 26,32%. Es kann keine signifikante Erhéhung
des prozentualen Anteils am Korpergewicht bei Tieren unter der Kombinationsbehandlung

Fas10Ril30 festgestellt werden (Fas10Ril30: 0,42% +/- 0,04).



3 Ergebnisse 81

Atrophie des Musculus Gastrocnemius links

wv
4
S 0,8 [ kkk NS NSk kkk
3 [ I [ [ I |
E_ 07 * % * % % % n.s.
v R
ST 0,6 { | | | ]
o c
50 T T "
a2 0,5 B
S8
Sz 04 —
3 g
§ h% 013 il |
=
8 r% 0,2 - || | Sl
=
T 0,1 —
[ =
< 0 il T T
Q Q Q Q
N do) R
& & QQ“\\ Ag\

Abbildung 36. Anteil des Musculus gastrocnemius am Korpergewicht an Lebenstag 120

Untersucht werden pro Gruppe 5 weibliche SOD1G93A-transgene Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol
(Ril30), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30
mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 10 SOD1-
Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p<0,05 mit (*), p<0,01 mit

(%) und p<0,001 mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte +/- Stdf.

3.2.2 Histologische Evaluation der spinalen Alpha-Motoneurone

Es werden jeweils 5 Tiere aus den 4 Behandlungsgruppen (Fas 10, Fas30, Ril30,
Fas10Ril30), aus der Veh-Gruppe und aus der Wt-Gruppe untersucht. Die Gesamtzahl der
Alpha-Motoneurone pro Vorderhorn im lumbalen Rickenmark ist an Tag 120 im
unbehandelten Tier im Vergleich zum Wildtyptier signifikant vermindert (Wt: 10,56 +/-
2,72 Motoneurone; Veh: 2,74 +/- 0,5).

Ebenfalls ist die Gesamtzahl der Motoneurone in den Fasudil-Gruppen signifikant zum
Wildtyptier vermindert (Fas10: 3,36 +/- 1,12; Fas30: 3,25 +/- 0,92). Auch in den mit
Riluzol und mit der Kombination behandelten Gruppen ist die Gesamtzahl signifikant zum
Wildtyptier vermindert (Ril30: 4,33 +/-0,8; Fas10Ril30: 3,84 +/- 0,59).

Zwischen den Behandlungsgruppen und der Veh-Gruppe lassen sich keine signifikanten
Anderungen feststellen (Fas10, Fas10Ril30, Fas30, Ril30, Veh). Die Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen sind ebenso nicht signifikant.
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Abbildung 37. ChAT-Staining: Anzahl der Alpha-Motoneurone/Vorderhorn im Lumbalmark

In 5-facher VergroBerung mit Cy3 (rot) die Ubersicht iiber eine Seite eines Riickenmarksquerschnitts eines Tieres der Wt-
Gruppe (A) mit gut erkennbaren ChAT-positiven Zellen, Maf3stabbalken 100 um. In 20-facher VergroBerung mit Cy3
(rot) und DAPI (blau) die Alpha-Motoneurone im Vorderhorn eines Tieres der Wt-Gruppe (B), der Veh-Gruppe (C) der
Ril30-Gruppe (D), der Fas10-Gruppe (E), der Fas30-Gruppe (F) und der Fas10Ril30-Gruppe (G), MaB3stabbalken 50 pm.
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Abbildung 38. Alpha-Motoneurone/Vorderhorn am Lebenstag 120
Untersucht werden pro Gruppe 5 weibliche SOD1G93A-transgene Tiere, die mit Wasser (Veh), 30 mg/kg KG Riluzol

(Ril30), 10 mg/kg KG Fasudil (Fas10), 30 mg/kg KG Fasudil (Fas30) und 10 mg/kg KG Fasudil in Kombination mit 30
mg/kg KG Riluzol (Fas10Ril30) ab dem Lebenstag 50 behandelt werden. Als gesunde Kontrollgruppe werden 5 SOD1-
Wildtyp-Tiere (WT) untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei p<0,01 mit (**) und p<0,001

mit (***) markiert, n. s. nicht signifikant. Angegeben sind Mittelwerte + /- Stdf.
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4  Diskussion

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, den Einfluss von Fasudil in zwei unterschiedlichen
Dosierungen (10 bzw. 30 mg/kg KG) sowie in einer Kombinationsbehandlung mit Riluzol
auf die Erkrankung SOD1G93A-transgener ALS-Miuse zu untersuchen. Als
Kontrollgruppe dient der gesunde SOD1-Wildtyp und unbehandelte SOD1G93A-
transgene Mause. Der Therapiebeginn ist prasymptomatisch an Lebenstag 50.

Zur Untersuchung der Effekte auf verhaltensbiologische Parameter wird einerseits eine
Verlaufsstudie durchgefiihrt. Dabei wird der der Einfluss auf folgende Parameter
untersucht: das Uberleben, die klinische Entwicklung anhand des Gewichts und eines
klinisch-neurologischen Scores, auf die motorische Performance mittels Drehwalzen-
versuch (Rotarod) und mittels videobasierter Ganganalyse (CatWalk XT) und auf die
kognitive Entwicklung mittels nove/ object recognition test (NOR-Test).

Andererseits wird eine Querschnittstudie zur histologischen Untersuchung der Anzahl
lumbaler Alpha-Motoneurone und der makroskopischen Untersuchung der Atrophie des

Musculus gastrocnemius am Lebenstag 120 durchgefiihrt.

4.1  Verlaufsstudie unter prisymptomatischer Behandlung mit
Fasudil und Riluzol

4.1.1 Kein Uberlebensvorteil — Applikationsdauer von Bedeutung

Die Verlaufsstudie unter prasymptomatischer Behandlung mit Fasudil in zweil
Dosierungen, 10 mg/kg KG und 30 mg/kg, und Riluzol (30 mg/kg KG) sowie einer
Kombination beider Priparate, wobei Fasudil in der niedrigeren Dosierung verabreicht
wurde, dient dazu, einen méglichen Uberlebensvorteil der gewihlten Therapie zu
untersuchen.

Sobald die Versuchsabbruchkriterien (siche Kapitel 2.7.1.1) erfillt sind, werden die Tiere
euthanasiert. Der Tag des Versuchsabbruchs wird als Endpunkt in die Auswertung mittels
Kaplan-Meier-Schitzer aufgenommen.

Takata et al. (2013) konnen in einer Verlaufsstudie, in der Tiere des SOD1G93A-
Mausmodells ab dem 35. Lebenstag behandelt werden, ein verlingertes Ubetleben durch
eine Behandlung mit Fasudil 30 mg/kg KG und mit 100 mg/kg KG zeigen. Auch im
Rahmen unserer Forschungsgruppe koénnen wir in einer vorherigen Studie einen

Uberlebensvorteil fiirr Tiere des SOD1G93A-Mausmodells beobachten, die ab dem 50.
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Lebenstag mit Fasudil (30 mg/kg KG) behandelt werden (Tonges et al. 2014). In der
votliegenden Studie mittels log-Rank-Test zeigt sich fur Fasudil (30 mg/kg KG) nur ein
Trend zu einem verbesserten Uberleben. Die anderen Therapieregimes sind bzgl.
Uberleben nicht vorteilhaft. Giinther (2015) kann bei einem symptomatischen
Behandlungsbeginn am Lebenstag 80 ebenfalls keinen Uberlebensvorteil fiir Fasudil (30
mg/kg KG) beobachten.

So ldsst sich schlieBen, dass ein frihzeitiger Behandlungsbeginn und eine damit
einhergehende lingere Applikationsdauer die Wirksamkeit von Fasudil und vor allem
dessen Auswirkung auf das Uberleben der transgenen Tiere des SOD1G93A-Mausmodells
maf3geblich erhéht.

Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:

1. Riluzol (30 mg/kg KG), Fasudil (10 mg/kg KG), Fasudil (30 mg/kg KG), Fasudil
(10 mg/kg KG) in Kombination mit Riluzol (30 mg/kg KG) konnen in der
vorliegenden Studie mit einem Behandlungsbeginn am Lebenstag 50 das Uberleben
nicht signifikant verlingern.

2. Andere Studien kénnen einen Uberlebensvorteil fiir Fasudil (30 mg/kg KG und
100 mg/kg KG) nachweisen (Toénges et al. 2014, Takata et al. 2013). Im
Zusammenhang mit weiteren Studien (Ginther 2015) kann man schlieen, dass
dabei ein fritherer Behandlungsbeginn (Takata et al. 2013) und eine lingere
Applikationsdauer die neuroprotektive Wirksamkeit mit Uberlebensvorteil von

Fasudil begtinstigt.

4.1.2 Kein modifizierender Einfluss auf den Krankheitsverlauf

Im Rahmen der Verlaufsstudie wird die klinische Symptomatik evaluiert, um einen Einfluss
der Therapie beurteilen zu konnen. Dazu dient der klinisch-neurologische Score nach
Weydt et al. (2003), der in unserer Forschungsgruppe auch in vorherigen Studien genutzt
wurde und gut etabliert ist (siche Kapitel 2.7.1.1). Wichtigster Parameter sind Tag des
Krankheitsbeginns, d. h. erstmaliges Beobachten klinischer Symptome (Score 3) und die
Krankheitsdauer, gemessen von Krankheitsbeginn bis zum Tod. Das Fortschreiten und die
Ausbreitung der Symptome werden mit weiteren Abstufungen im Score dokumentiert und
auch hier der Tag des erstmaligen Auftretens ermittelt.

Takata et al. (2013) beobachten eine signifikante Verzogerung des Krankheitsbeginns um
fast 10% durch eine Therapie mit Fasudil in den Dosierungen 30 mg/kg KG und 100
mg/kg KG bei einem Therapiecbeginn am Lebenstag 35 und einem mittleren

Krankheitsbeginn der unbehandelten Kontrollgruppe um den Lebenstag 109. Der
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Krankheitsbeginn wird hier jedoch nicht klinisch ermittelt, sondern durch erstmaliges
Versagen beim Drehwalzenversuch (Rotarod) definiert. Die Tiere werden bei einer
konstanten Geschwindigkeit 600 s beobachtet und ein vorzeitiges Herunterfallen als
Versagen definiert. Der Effekt auf den Krankheitsbeginn kann in unserer
Forschungsgruppe, die den Krankheitsbeginn rein klinisch definiert, nicht reproduziert
werden: weder von Tonges et al. (2014) bei einem prasymptomatischen Therapiebeginn am
Lebenstag 50, noch von Giinther (2015) bei einem symptomatischen Therapiebeginn am
Lebenstag 80. Auch in der vorliegenden Studie bei einem prisymptomatischen
Behandlungsbeginn am Lebenstag 50 kann in keiner Behandlungsgruppe ein verzogerter
Krankheitsbeginn im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe beobachtet werden.

Es kann jedoch ein signifikant fritheres Auftreten erster Symptome in der Fas10-Gruppe
beobachtet werden. Im Durchschnitt zeigen diese Tiere schon mit fast 90 Tagen erste
Symptome (Tremor der Hinterldufe), wihrend unbehandelte Tiere im Durchschnitt diese
erst am Lebenstag 103 zeigen. Tiere aus der Ril30-Gruppe, aus der Fas30-Gruppe und aus
der Fas10Ril30-Gruppe zeigen einen zur unbehandelten Veh-Gruppe nicht signifikant
friheren oder spiteren Symptombeginn. Auf das Gesamtuberleben hat dieser frithere
Krankheitsbeginn in der Fas10-Gruppe keinen Einfluss, sie haben daher eine signifikant
lingere Krankheitsdauer als die Veh-Kontrollgruppe. Auch den Score 2 und den Score 1
erreichen alle Gruppen im Mittel zu Zeitpunkten, die sich nicht signifikant voneinander
unterscheiden. Fir die Behandlung mit Fas30 zeigen sich zwar hier starke Trends mit erst
spater erreichten Scores 2 und 1, die jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichen. Somit
kann in der vorliegenden Studie kein Unterschied im Zeitpunkt des Erreichens der Scores 2
oder 1 zwischen den behandelten Gruppen und der unbehandelten Kontrollgruppe
festgestellt werden. Dies bestitigt die Ergebnisse von Gunther (2015), der in bei einem
symptomatischen Behandlungsbeginn mit Fasudil (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) am
Lebenstag 80 ebenfalls keine Unterschiede im Verlauf der Symptome feststellen kann.
Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:

1. Den Krankheitsbeginn kénnen Riluzol (30 mg/kg KG), Fasudil (30 mg/kg KG),
Fasudil (10 mg/kg KG) und die Kombinationstherapie aus Fasudil (10 mg/kg KG)
mit Riluzol (30 mg/kg KG) nicht verzégern und den Krankheitsverlauf, der
anhand des klinisch-neurologischen Scores beurteilt wurde, nicht abmildern. Dies
entspricht den Ergebnissen von Tonges et al. (2014) und Gunther (2015). Dagegen
konnen Takata et al. (2013) einen verzégerten Krankheitsbeginn durch die
Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) bei einem

Behandlungsbeginn am Lebenstag 35 feststellen. Eine lingere Applikationsdauer
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durch einen frithen Behandlungsbeginn scheint einen mal3geblichen Einfluss auf
den Krankheitsverlauf zu haben.

2. Fasudil in einer niedrigen Dosis von 10 mg/kg KG ergibt per Definition einen
friheren Symptombeginn, jedoch nicht einen weiteren schlechteren klinischen
Verlauf, ecinen friheren Gewichtsverlust oder eine schlechtere motorische

Entwicklung.

4.1.3 Fasudil verbessert die motorische Performance

Ziel der vorliegenden Studie ist es, im Rahmen einer Verlaufsstudie die motorische
Entwicklung in den verschiedenen Behandlungsgruppen zu beobachten. Als
Kontrollgruppen dienen: eine unbehandelte Gruppe transgener Mause und eine gesunde
Kontrollgruppe mit Wildtyp-Tieren. Es wird einerseits zweimal wochentlich die
Motorkoordination mittels Drehwalzenversuch (Rotarod) getestet und andererseits einmal
wochentlich eine videobasierte Ganganalyse (CatWalk XT) durchgefthrt.

In der vorliegenden Studie koénnen keine signifikant lebensverlingernden, den
Krankheitsverlauf verlangsamenden Einfliisse oder giinstige Effekte auf das Uberleben der
Alpha-Motoneurone im lumbalen Rickenmark durch Fasudil, Riluzol oder die
Kombinationsbehandlung festgestellt werden. Es konnen jedoch gunstige Effekte auf die
makroskopisch untersuchte Muskelatrophie durch die Therapie mit Riluzol (30 mg/kg
KG), Fasudil in niedriger (10 mg/kg KG) und Fasudil in mittlerer Dosierung (30 mg/kg
KG) gezeigt werden: Der Anteil des Musculus gastrocnemius am Korpergewicht befindet
sich am Untersuchungszeitpunkt, Lebenstag 120, unter der Behandlung mit Riluzol und
unter der Behandlung mit Fasudil (10mg/kg KG) auf dem Niveau von gesunden Tieren,
wihrend bei den unbehandelten Tieren ein Verlust von fast 40% zu beobachten ist (siehe
Kapitel 4.2.1).

Diese Befunde werden von den FErgebnissen der motorischen Testungen der
Verlaufsstudie unterstttzt. Hier zeigen sich positive Effekte auf die Motorkoordination im
Drehwalzenversuch (Rotarod) durch die Therapie mit Fasudil in mittlerer Dosierung (30
mg/kg KG). In der videobasierten Ganganalyse konnen glnstige Effekte in mehreren
Behandlungsgruppen gezeigt werden, insbesondere an einem spiten Versuchstag,
Lebenstag 127. Auch hier sticht die Behandlung mit Fasudil in mittlerer Dosierung mit

besonders guten Ergebnissen hervor.

4.1.3.1 Fasudil (30 mg/kg KG) verbessert milde die Leistung im Drehwalzentest (Rotarod)

Ziel der Verlaufsstudie ist es mittels Drehwalzenversuch (Rotarod) die motorkoordinativen

Fahigkeiten der Miuse unter der Behandlung zu beobachten und mdogliche gilinstige
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Effekte durch die verschiedenen Behandlungen auf die motorische Entwicklung der Tiere
zu beobachten.

Takata et al. (2013) konnen durch die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG und 100
mg/kg KG) beginnend am Lebenstag 35 eine Verzégerung bei der Entwicklung von
Defiziten in der Motorkoordination zeigen. Dies gelingt auch Tonges et al. (2014) durch
die Behandlung mit Fasudil beginnend am Lebenstag 50 in der Dosierung 30 mg/kg KG
(Suhr 2017). Und Ginther (2015) kann selbst durch eine symptomatische Behandlung
beginnend am Lebenstag 80 mit Fasudil (30 mg/kg KG und 100 mg/kg KG) bei
minnlichen Tieren eine Verbesserung der motorkoordinativen Fihigkeiten im
Drehwalzenversuch beobachten (Gunther et al. 2017).

Im Rahmen der vorliegenden Studie ergibt sich im Drehwalzenversuch (Rotarod) tiber den
gesamten  Untersuchungszeitraum  kein signifikanter Unterschied zwischen der
unbehandelten Veh-Kontrollgruppe und den Behandlungsgruppen. Signifikant ist der
Unterschied nur zu den gesunden Wildtyp-Tieren (siche Abbildung 19). Im Gegensatz zu
allen anderen Gruppen unterscheidet sich die Gruppe der Tiere, die mit Fasudil in mittlerer
Dosierung behandelt wurden (30 mg/kg KG) nicht signifikant von den gesunden Tieren.
So lassen sich zusammenfassend milde bessernde Effekte durch die Behandlung mit
Fasudil (30 mg/kg KG) beobachten, die jedoch in ihrer Signifikanz hinter denen von
Takata et al. (2013) und Ténges et al. (2014) zuriickbleiben. Eine Therapie mit Fasudil in
niedriger Dosierung (10 mg/kg KG) scheint diese Wirkung nicht mehr entfalten zu
koénnen. Ebenso kann eine Monotherapie mit Riluzol oder die Kombinationsbehandlung
mit beiden Priparaten, wobei Fasudil niedrig dosiert (10 mg/kg KG) wurde, keine
gunstigen Effekte auf die Motorkoordination im Drehwalzenversuch zeigen.
Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:

1. Die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) kann in der votliegenden Studie milde
vorteilhafte Effekte auf die Motorkoordination zeigen: Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum (Lebenstag 50 bis 123) war die Gruppe nicht signifikant
schlechter als gesunde Wildtyptiere, im Gegensatz zur unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe und allen anderen Behandlungsgruppen.

2. Die Behandlung mit Fasudil in niedriger Dosierung (10 mg/kg KG), die
Behandlung mit Riluzol (30 mg/kg KG) und eine Kombination beider

Behandlungen konnen keine protektiven Effekte auf die Motorkoordination zeigen.
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4.1.3.2 Protektive Effekte durch Fasudil und Riluzol in videobasierter Ganganalyse
(CatWalk XT)

Ziel der Verlaufsstudie ist es mit der videobasierten Ganganalyse bei sich frei bewegenden
Miusen (CatWalk XT) die motorischen Fihigkeiten unter der Behandlung detailliert zu
beobachten und mogliche glinstige Effekte durch die verschiedenen Behandlungen auf die
motorische Entwicklung der Tiere noch genauer zu beobachten.

Hauptparameter ist dabei die Durchschnittsgeschwindigkeit (zzean average speed). Daneben
werden die Defizite im Gebrauch der Hinterliufe mithilfe der folgenden Parameter des
rechten Hinterlaufs analysiert: Auftrittsfliche (print area), Schrittgeschwindigkeit (swing
speed), Auftrittslange (print length) und Schrittlinge (stride length). Zum Vergleich werden diese

Parameter auch fiir den rechten Vorderlauf ausgewertet.

4.1.3.2.1 Erhohte Leistungsfihigkeit durch Fas30 in der letzten Krankheitsphase

In der vorliegenden Studie wird die Durchschnittsgeschwindigkeit als ein Parameter fir die
allgemeine motorische Leistungsfihigkeit ausgewertet. Es zeigt sich eine konstante
Entwicklung in allen Gruppen bis einschlieBlich dem Lebenstag 106. Dann insbesondere
an den letzten beiden Untersuchungstagen 120 und 127 eine signifikante Verschlechterung
der transgenen Tiere gegeniiber den gesunden Tieren. Am Lebenstag 127 kann allerdings
eine signifikant schnellere Durchschnittsgeschwindigkeit der mit Fasudil (30 mg/kg KG)
behandelten Tiere gegeniiber der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe beobachtet werden.
Dies spricht fir eine verbesserte allgemeine motorische Leistungsfihigkeit der Tiere in

dieser spiten Krankheitsphase.

4.1.3.2.2  Verminderte Paralyse der Hinterldufe durch Fas30

Die Hinterlaufe sind im Krankheitsverlauf des verwendeten Mausmodells einer besonders
rapiden Lihmungsentwicklung unterworfen, und kénnen im Zuge dessen immer weniger
zur Fortbewegung eingesetzt werden. Dies zeichnet sich zunichst dadurch aus, dass die
Tiere den stirker betroffenen Lauf auch weniger stark benutzen und dementsprechend mit
ihm weniger auftreten. Zudem koénnen Defizite beim Abrollen beobachtet werden. Die
Tiere treten mit einem betroffenen Hinterlauf nicht mehr mit dem Ful3ballen auf, sondern
nur noch mit den Zehen. In der letzten Krankheitsphase ist diese Entwicklung letztendlich
durch das Hinterherschleifen eines Laufs oder sogar beider Hinterldufe gekennzeichnet.
Diese funktionellen Uberlegungen spielen fiir die Auftrittsfliche und die Auftrittslinge eine
entscheidende Bedeutung. Sie sind bei der Interpretation der Ergebnisse der Hinter- und

Vorderlaufe zu beachten.
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Uber den gesamten Untersuchungszeitraum lisst sich kein Unterschied zwischen gesunden
Wildtyp-Tieren und transgenen Tieren feststellen. Am letzten Untersuchungstag aber, dem
Lebenstag 127, zeigt sich eine signifikant niedrigere Auftrittsfliche bei transgenen,
unbehandelten Tieren. Auch die Tiere der Fasl0-Gruppe und der Fas10Ril30-Gruppe
haben eine signifikant niedrigere Auftrittsfliche als gesunde Wildtyp-Tiere, im Gegensatz
zu den Tieren, die mit Riluzol (30 mg/kg KG) und denen, die mit Fasudil (30 mg/kg KG)
behandelt wurde. Die Fas30-Gruppe hat zudem eine signifikant hohere Auftrittsfliche als
unbehandelte transgene Tiere. Das spricht fir einen weitgehenden Erhalt der motorischen
Funktion des Hinterlaufs und eine bessere Einsetzbarkeit beim Laufen durch die Therapie

mit Fasudil (30 mg/kg KG) am Ende der Erkrankung.

4.1.3.2.3  Fasudil, Riluzol und Kombination bremsen motorische Kompensations-
mechanismen

Durch die zunehmende Lihmung der Hinterldufe sind die Mause gezwungen vermehrt die
Vorderldufe zu beanspruchen, um sich effektiv fortzubewegen. Es findet ein immer
stirkeres Hinterherschleifen der Hinterldufe statt, was eine stirkere Beanspruchung der
Vorderldufe zur Folge hat.

Es kann in der Untersuchung tGiber den gesamten Untersuchungszeitraum kein signifikanter
Gruppenunterschied zwischen gesunden und kranken Tieren festgestellt werden, aber in
der Analyse des Untersuchungszeitraums von Lebenstag 106 bis 127 mit einer ANOVA
mit Messwiederholung lisst sich eine signifikant hohere Auftrittsfliche der Vorderldufe bei
unbehandelten erkrankten Tiere im Vergleich zu den gesunden Wildtyp-Tieren feststellen.
Alle behandelten Gruppen zeigen diese signifikante Erhoéhung der Auftrittsfliche des
Votderlaufs nicht, aber unterschieden sich auch nicht signifikant von der unbehandelten
Kontrollgruppe. So lisst sich schlieBen, dass die unbehandelten erkrankten Tiere deutlich
stirker auf die Funktion der Vorderldufe zuriickgreifen mussen, um den Funktionsverlust
der Hinterldufe zu kompensieren. Eine Behandlung mit Fasudil in beiden erprobten
Dosierungen, Riluzol und eine Kombination kann die Entwicklung zumindest milde
authalten. Am letzten Untersuchungszeitpunkt, dem Lebenstag 127, kann die Behandlung
mit Riluzol die Uberbeanspruchung des Vorderlaufs als Kompensation des gelihmten

Hinterlaufs signifikant gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe senken.

4.1.3.24  Fasudil (30 mg/kg KG) erhilt den funktionellen Gebrauch des Hinterlaufs

Im Rahmen der Lihmungsentwicklung einer Extremitit geht nicht nur deren
Gesamtbeanspruchung zuriick, was sich im Ruckgang der Auftrittsfliche zeigt, auch die

funktionelle Benutzung im Schrittablauf, das normale Abrollen, die Beanspruchung des
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FuBlballens geht immer mehr verloren. Dies zeigt sich vor allem im Rickgang der
Auftrittslinge eines Laufs. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum konnte sich kein
signifikanter Gruppenunterschied zeigen. Aber in der Analyse mit einer ANOVA mit
Messwiederholung der letzten fiinf Untersuchungszeitpunkte (LLebenstag 99 bis 127) zeigt
sich eine signifikant kirzere Auftrittslinge der unbehandelten Kontrollgruppe gegentiber
den gesunden Wildtyp-Tieren. Die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) kann diese
Entwicklung vollstindig aufhalten. In diesem Zeitraum ist die Auftrittslinge signifikant
linger als die der unbehandelten Veh-Kontrollgruppe und zeigt keinen Unterschied zu den
gesunden Wildtyp-Tieren, wahrend die ubrigen Behandlungsgruppen eine solche
signifikante Besserung nicht erzielen, aber deren FErgebnisse auch nicht signifikant
schlechter sind als die der gesunden Wildtyp-Tiere. Dieselben Ergebnisse ergeben sich bei
der Auswertung des letzten Untersuchungszeitpunkts, Lebenstag 127. So ldsst sich
schlieBen, dass Fasudil (30mg/kg KG) die funktionelle Benutzung der Hintetliufe bis in
die spiate Krankheitsphase erhalt, wihrend alle anderen Behandlungen nur einen milden
protektiven Effekt haben. Fir den Vorderlauf lassen sich tber den gesamten
Untersuchungszeitraum keine Unterschiede in der funktionellen Benutzung im Sinne einer

verinderten Auftrittslinge feststellen.

4.1.3.2.5 Fasudil (30 mg/kg KG) verbessert die Beweglichkeit des Hinterlaufs in der
letzten Krankheitsphase
Neben der Funktionalitit spielt bei der Lihmung vor allem die Beweglichkeit und Kraft

einer Extremitit eine tragende Bedeutung. Fir die Messung dieser motorischen Funktionen
sind die Schrittlinge und die Schrittgeschwindigkeit, also die Schnelligkeit, mit der die
Extremitit bewegt wird, fiir die Analyse herangezogene Parameter.

Die Schrittgeschwindigkeit zeigt tber den gesamten Untersuchungszeitraum keinen
signifikanten Unterschied zwischen gesunden und unbehandelten kranken Tieren. Die mit
Fasudil (30 mg/kg KG) zeigen hier insgesamt ecine signifikant langsamere
Schrittgeschwindigkeit. In der Auswertung der letzten finf Untersuchungszeitpunkte mit
einet ANOVA mit Messwiederholung zeigt sich jedoch eine signifikant langsamere
Schrittgeschwindigkeit der unbehandelten kranken Tiere und der Tiere der
Kombinationsbehandlung gegentiber den gesunden Wildtyp-Tieren. Die anderen
Behandlungsgruppen unterscheiden sich zwar nicht signifikant von den Wildtyp-Tieren,
konnen aber in diesem Zeitraum keine signifikant schnellere Schrittgeschwindigkeit
aufweisen als die unbehandelte Kontrollgruppe. Einzig am letzten Untersuchungszeitunkt,

Lebenstag 127, kann die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) eine signifikant hohere
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Schrittgeschwindigkeit zur unbehandelten Kontrolle erzielen, verbleibt aber wie alle
anderen signifikant langsamer als die der gesunden Wildtyp-Tiere.

Die Schrittgeschwindigkeit des Vorderlaufs unterscheidet sich iber den gesamten
Untersuchungszeitraum nicht signifikant zwischen den Gruppen, einzig die Fas30-Gruppe
hat eine signifikant langsamere Schrittgeschwindigkeit als die Wildtyp-Tiere. Eine
Verlangsamung der Schrittgeschwindigkeit der Vorderliufe bei den transgenen Tieren
findet etwas spiter statt als bei den Hinterldufen: In der ANOVA mit Messwiederholung
der letzten vier Untersuchungszeitpunkte ist die Schrittgeschwindigkeit in allen Gruppen
transgener Tiere langsamer als die der gesunden Wildtyp-Tiere und von der Behandlung

kann keine der Gruppen profitieren, ebenso nicht am letzten untersuchten Lebenstag 127.

4.1.3.2.6  Fasudil und Kombination erhalten die Kraft in den Extremitaten

Die Schrittlinge kann als ein Parameter fir die Kraft einer Extremitit im Schrittablauf
gelten und die des Hinterlaufs der unbehandelten transgenen Tiere ist gesamten
Untersuchungszeitraum signifikant kirzer als die der Wildtyp-Tiere, ebenso wie die der
Fas30-Gruppe und die der Ril30-Gruppe. Nicht signifikant kiirzer als die gesunde
Kontrollgruppe sind die Werte der Fas10-Gruppe und die der Fas10Ril30-Gruppe. Es zeigt
sich allerdings kein Behandlungseffekt im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppe bei
den transgenen Tieren. Lediglich am letzten Untersuchungszeitpunkt, Lebenstag 127,
erzielt die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) und die Behandlung mit der
Kombination aus Fasudil (10 mg/kg KG) und Riluzol (30 mg/kg KG) eine bessernde
Wirkung: Die Schrittlinge ist signifikant linger als die rapide gesunkene der unbehandelten
Kontrolle und unterscheidet sich nicht signifikant von den gesunden Tieren.

So lisst sich schlieBen, dass Fasudil in niedriger Dosierung auch in Kombination mit
Riluzol insgesamt eine milde Verbesserung der Schrittlinge tber den gesamten
Krankheitsverlauf bewirken kann, in der letzten Krankheitsphase aber eine signifikante
bessernde Wirkung auf die Schrittlinge nur in Kombination mit Riluzol oder in der
héheren Dosierung (30 mg/kg KG) entfalten kann. Ein fast gleiches Bild ldsst sich fur die
Schrittlinge des Vorderlaufs zeichnen, wobei hier in der letzten Krankheitsphase
(Lebenstag 127) nur die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) ecine signifikante

Verlingerung der Schrittlinge bewirkt.

4.1.3.2.7  Fazit zur videobasierten Ganganalyse

Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:
1. Die videobasierte Ganganalyse mittels CatWalk XT ist eine gute Methode, um die

motorischen Defizite im SOD1G93A-Mausmodell vor allem in der letzten
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Krankheitsphase detailliert zu beurteilen: Die Durchschnittsgeschwindigkeit (zzean
average speed) kann als Mal3 fur die allgemeine motorische Leistungsfihigkeit, die
Auftrittsfliche (print area) als Mal3 fir die Paralyse einer Extremitit, die
Auftrittslinge (print length) fur den funktionellen Gebrauch einer Extremitit und die
Schrittgeschwindigkeit (swing speed) und Schrittlinge (stride length) als Mal3 fur die
Beweglichkeit bzw. Kraft einer Extremitit verwendet werden.

2. Die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) verringert die Paralyse der Hinterldufe
und erhoht die allgemeine motorische Leistungsfihigkeit, den funktionellen
Gebrauch der Hinterliufe und die Beweglichkeit und Kraft der Hinterldufe vor
allem in der letzten Krankheitsphase.

3. Die erkrankten Tiere verwenden bei verstirkter Paralyse der Hinterliufe
kompensatorisch mehr die Vorderldufe, was durch eine Behandlung mit Riluzol (30
mg/kg KG) abgemildert werden kann.

4. Fasudil (10mg/kg KG) verbessert auch in Kombination mit Riluzol (30 mg/kg
KG) tber den gesamten Krankheitsverlauf die Kraft und Beweglichkeit der

Vorder- und Hinterlaufe.

4.1.4 SODI1G93A-Mausmodell und kognitive Verhaltensbiologie
Die Durchfihrung des novel object recognition (NOR)-Tests dient der Beobachtung der

kognitiven Performance im Krankheitsverlauf. In den letzten Jahren sind neben der
Beobachtung von kognitiven Defiziten bei ALS-Patienten auch Gemeinsamkeiten der ALS
mit der FTLD auf der Ebene der Pathomechanismen beider Erkrankungen gefunden
worden (Brettschneider et al. 2013). So soll dieser Test, der an vier festgelegten Tagen
durchgefiihrt wird (Tag 50, 88, 102 und 116), die Frage nach einem Verhaltensunterschied
der kranken Tiere zu gesunden kliren und einen méglichen Einfluss der Behandlung auf
die kognitive Entwicklung kldren.

In der vorliegenden Studie kann kein wesentlicher Unterschied in der zuriickgelegten
Strecke (Abbildung 37) und kein Unterschied im DI (Abbildung 38) gefunden werden.
Lediglich in der zuriickgelegten Strecke ergeben sich Gruppenunterschiede an Tag 102 und
Tag 116: An Tag 102 legen die Tiere der Ril30-Gruppe signifikant mehr Strecke zuriick als
die Tiere der Veh-Gruppe, sodass entweder eine bessere motorische Performance geleistet
werden kann oder ein erhohtes Explorationsverhalten vorliegt. Dies spiegelt sich jedoch
nicht in einer erhéhten Diskriminationsfihigkeit der Tiere wider. Daneben kann eine
signifikant niedrigere zuriickgelegte Strecke der Tiere der Fas10Ril30-Gruppe im Vergleich

zur denen der Fas30-Gruppe gefunden werden. Im Vergleich zur gesunden Wt-
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Kontrollgruppe oder zur unbehandelten Veh-Kontrollgruppe kénnen diese Unterschiede
allerdings nicht gefunden werden. Die Unterschiede zwischen Wildtyp-Tieren und
transgenen Tieren, die Spalloni et al. (2006) im Explorationsverhalten gefunden haben,
koénnen nicht reproduziert werden.

Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:

1. Explorationsverhalten und Diskriminationsfahigkeit unterscheiden sich zwischen
gesunden und kranken Tieren im SOD1G93A-Mausmodell im Rahmen des NOR-
Tests nicht.

2. Die Behandlung mit Fasudil, Riluzol oder einer Kombination hat keinen
wesentlichen negativen, noch einen wesentlichen positiven Effekt auf
Explorationsverhalten oder Diskriminationsfihigkeit.

3. Zur Untersuchung der Effekte von Fasudil und Riluzol auf kognitive Parameter
mittels NOR-Test sollten in der Zukunft andere Modelle fir die ALS als das
SOD1G93A-Mausmodell, das keinen Unterschied zwischen gesunden und kranken

Tieren aufweist, genutzt werden.

4.2  Querschnittstudie nach prisymptomatischer Behandlung mit
Fasudil und Riluzol

Um einen Behandlungseffekt auf histologischer Ebene observieren zu kénnen, wird unter
Berticksichtigung vorangehender Studien der Lebenstag 120 als Analysezeitpunkt
festgesetzt: Zwar wird die Degeneration der Alpha-Motoneurone im Lumbalmark in
diesem Mausmodell schon zu einem friheren Analysezeitpunkt, am Lebenstag 100,
beobachtet (Fischer et al. 2004, Takata et al. 2013), aber im Rahmen unserer Arbeitsgruppe
konnen wir bei Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt noch keine signifikant niedrigere
Anzahl von Alpha-Motoneuronen im lumbalen Rickenmark bei SOD1G93A transgenen
Miusen im Vergleich zum Wildtyp-Tier beobachten (Gunther 2015). Daher wird ein
spaterer Zeitpunkt fir die Querschnittstudie gewihlt.

Als Untersuchungsparameter werden im Rahmen dieser Studie die Anzahl von Alpha-
Motoneuronen pro Vorderhorn und der prozentuale Anteil des Musculus gastrocnemius
am Korpergewicht am Lebenstag 120 festgelegt. Dafiir wird das Korpergewicht vor der
Euthanasie der Tiere gemessen. Nach Euthanasie, Perfusion mit PBS und 4%igem PFA
des Tieres wird der Musculus gastrocnemius préipariert und mit einer Feinwaage dessen
Gewicht gemessen. AnschlieBend wird das Rickenmark pripariert, nachfixiert und
dehydriert. Auf Kryo-Schnitten des lumbalen Rickenmarks werden die Alpha-

Motoneurone immunhistochemisch angefirbt und gezahlt.
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4.2.1 Protektive Effekte auf die Muskelatrophie durch Fasudil und Riluzol

Nach FEuthanasie am Lebenstag 120 wird der prozentuale Anteil des Musculus
gastrocnemius am Korpergewicht errechnet. Wiahrend dieser beim gesunden Tier am
Lebenstag 120 im Mittel bei 0,57% liegt, ist der Anteil beim unbehandelten transgenen Tier
zum selben Zeitpunkt auf 0,36% zuriickgegangen. Wenn dieser Muskelanteil von 0,57% als
Normwert vorausgesetzt wird, bedeutet dies fiir die erkrankten Tiere einen Verlust von
36,84% der Muskelmasse dieses Muskels. Mohajeri et al. (1998) kénnen im Alter von 18
Wochen — also ca. eine Woche spiter — einen Gewichtsverlust des Musculus gastrocnemius
von 45% bei SOD1G93A-transgenen Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren feststellen.
Die Beobachtungen zum Ausmal3 der Muskelatrophie im Rahmen der vorliegenden Studie
decken sich in etwa mit denen von Mohajeri et al. (1998). Gunther (2015) kann schon am
Lebenstag 100 — fast drei Wochen zuvor — einen signifikant geringeren Anteil des Musculus
gastrocnemius am Korpergewicht bei transgenen Tieren im Vergleich zum Wildtyp-Tier
beobachten. Zu diesem frithen Zeitpunkt beobachtet er einen Verlust von 12% des
Muskelanteils im Vergleich zum gesunden Tier. Durch die Behandlung mit 30 mg/kg KG
Fasudil kann dabei zu diesem Zeitpunkt noch kein FEinfluss auf die Muskelatrophie
beobachtet werden.

In der votliegenden Studie kann durch die Behandlung mit Fasudil (10 mg/kg KG) oder
mit Riluzol (30 mg/kg KG) der Verlust an Muskelmasse vollstindig aufgehalten werden.
Auch die Behandlung mit Fasudil (30 mg/kg KG) hat im Vergleich zu erkrankten Tieren
einen protektiven Effekt. Im Vergleich zum gesunden Tier ist der Muskelanteil der Tiere
aus der Ril30-Gruppe und aus der Fas10-Gruppe nicht signifikant gemindert, im Vergleich
zu den unbehandelten Tieren ist er signifikant erhcht (siehe Abbildung 36). Die Tiere aus
der Fas30-Gruppe haben einen signifikant hoheren Muskelanteil als unbehandelte Tiere,
aber einen geminderten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Bei den Tieren, die mit der Kombination Fasudil und Riluzol behandelt werden, kann kein
vorteilhafter Effekt beobachtet werden. Im Hinblick auf die Muskelatrophie zeigt die Rho-
Kinase-Inhibition mit Fasudil in niedriger Dosierung und die gleichzeitige antiglutamaterge
Therapie mit Riluzol keine Synergiceffekte. Im Gegenteil: Die bei der jeweiligen
Monotherapie beobachteten giinstigen Effekte werden durch eine gemeinsame Therapie
wieder aufgehoben.

An dieser Stelle lohnt ein genauer Blick auf die Wirkmechanismen beider Medikamente
und mogliche Schnittstellen, um die Hintergriinde dieser Beobachtung zu beleuchten: Eine
frihe pathogenetische Beobachtung bei der ALS ist der selektive Verlust des glutmate

transporter 1 (GLT1) im Motorkortex und Ruckenmark von ALS-Patienten, der dem
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excitatory amino acid transporter 2 (EAAT2) entspricht (Rothstein und Kuncl 1995, siche
Kapitel 1.1.5, Abbildung 2). Dieser Natrium-abhingige Transporter sorgt fur eine
Wiederaufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt in Astrozyten und ist einer der
zentralen Transporter zur Gewihrleistung einer Glutamat-Clearance im synaptischen Spalt:
Sein Fehlen fithrt zu erhchten extrazelluliren Glutamat-Spiegeln zz vitro, die eine fiir
Exzitotoxizitit charakteristische Neurodegeneration — wie bspw. geschwollene Dendriten —
und progressive Lahmungen 7z vivo zur Folge haben (Rothstein 1996). Exzessiv erhéhte
Glutamat-Spiegel im synaptischen Spalt konnen zu einem neurotoxisch wirksamen
Einstrom von Calcium-Ionen fithren.

In ALS-Modellen kann zudem eine erhéhte Caspase 3-Aktivitit demonstriert werden
(Pasinelli et al. 2000). Eine proteolytische Spaltung am zytosolischen C-Terminus von
EAAT2 durch Caspase 3 und eine damit einhergehende Inhibition scheint fiir den
Funktionsverlust des Transporters ursichlich zu sein. Durch die Behandlung mit
rekombinanter humaner Caspase 3 von murinen Ruckenmarkslysaten verliert der
Transporter dosisabhingig seine Immunoreaktivitit im Western Blot, wihrend eine
niedrigere Bande, die dem N-Terminus von EAAT?2 entspricht, entsprechend vermehrt
nachweisbar wird (Boston-Howes et al. 2000).

Riluzol erhoht die Glutamat-Wiederaufnahme dosisabhingig durch eine unselektive
Aktivierung von Glutamat-Transportern, darunter auch EAAT2. Die molekularen
Wirkmechanismen von Riluzol auf EAAT2 sind nicht geklirt. Eine Hypothese ist, dass
cher die Glutamat-Affinitit des Transporters als seine Expression erhoht wird (Fumagalli
et al. 2008, Foran und Trotti 2009).

Die Aktivierung von ROCK basiert auf der Unterbrechung der Kinase-Einheit von
regulatorischen Elementen im C-Terminus, was durch die Bindung von RhoA verursacht
wird, aber auch durch die Abspaltung des C-Terminus durch Caspase 3 verursacht werden
kann (Jacobs et al. 2006, Coleman et al. 2001, siche Kapitel 1.3.1). So fiihrt eine erhéhte
Caspase 3-Aktivitit bei ALS neben einer Inaktivierung von EAAT2 zu einer erhéhten
ROCK-Aktivitit und verursacht so auf beiden Wegen eine fortschreitende
Neurodegeneration. Es kann somit geschlussfolgert werden, dass Fasudil und Riluzol
Mechanismen blockieren, die durch Caspase 3 mit ausgelost werden.

Dartberhinaus kann gezeigt werden, dass durch eine Fasudil-Behandlung die Expression
von EAAT2 in Astrozyten erh6ht wird, sowohl im Zytosol als auch an der Zelloberfliche
(Lau et al. 2011). So kann durch Fasudil die Expression und durch Riluzol die Affinitit des
Transporters erhoht werden. Beide Mechanismen sollten so letzendlich zu einer

verbesserten Glutamat-Clearance fuhren.
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In Anbetracht dieser grundsitzlichen Uberlegungen auf molekularer Ebene liegt der
Schluss nahe, dass sich Fasudil und Riluzol in ihrer Wirksamkeit prinzipiell erginzen
konnen. Eine gemeinsame Verabreichung erscheint vor diesem Hintergrund sinnvoll, und
additive oder sogar synergistische Effekte sind denkbar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Querschnittstudie unterstiitzen die These der
synergistischen Wirkung nicht. Im Gegenteil: Vorteilhafte Effekte beider Medikamente
gehen bei gemeinsamer Verabreichung verloren.

In diesem Modell koénnten bisher unbekannte molekulare Wirkmechanismen beider
Medikamente als Ursache dieser Beobachtung in Frage kommen. Dabei konnte Caspase 3
als Modulator der Effekte beider Medikamente eine entscheidende Rolle spielen. Denkbar
sind Steuerungsmechanismen, die bei gemeinsamer Verabreichung einen stimulierenden
Einfluss auf die Caspase 3-Aktivitit haben und so die giinstigen Effekte aufheben.

Dabei muss als Ursache der schidlichen Wechselwirkung auch die Dosierung beleuchtet
werden: So koénnte Fasudil in einer hoheren Dosierung in Kombination mit Riluzol die
dargelegten Synergiemechanismen moglicherweise wirksamer nutzen. Denn in den
Ergebnissen der votliegenden Vetlaufsstudie schneidet Fasudil 30 mg/kg KG durchweg
besser ab als in niedriger Dosierung. Eine genau ausbalancierte Dosierung beider Priparate
erscheint sinnvoll. Daher sollten weitere In-vivo-Untersuchungen mit hoher dosiertem
Fasudil in Kombination mit Riluzol erfolgen. Die gemeinsamen molekularen
Synergiemechanismen beider Praparate sind noch immer als vielversprechend zu werten.
Eine In-vitro-Untersuchung der Expression von EAAT2 und des extrazelluliren Glutamat-
Spiegels unter der Kombinationsbehandlung mit Fasudil und Riluzol sind sinnvolle
Untersuchungen fir die Zukunft, um die Frage nach moglicherweise dosisabhingigen
Wechselwirkungen zu kliren. Dabei sollte auch der Einfluss auf diese Parameter durch
Caspase 3 berticksichtigt werden.

Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:

1. Der Lebenstag 120 ist ein guter Analysezeitpunkt fir Querschnittstudien, die die
Muskelatrophie  bei  Tieren des transgenen SOD1G93A-Mausmodells
makroskopisch untersuchen: Es ldsst sich ein signifikant niedrigerer Anteil des
Musculus gastrocnemius am Korpergewicht im Vergleich zu gesunden Wildtyp-
Tieren zeigen.

2. Fasudil (10 mg/kg KG) und Riluzol (30 mg/kg KG) halten den Muskelanteil am
Korpergewicht am Lebenstag 120 auf dem Niveau von gesunden Wildtyp-Tieren,

welcher signifikant hoher ist als der von transgenen unbehandelten Tieren.
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3. Fasudil (30 mg/kg KG) hat einen protektiven Effekt auf die Muskelatrophie, halt
den Muskelanteil jedoch nicht auf dem Niveau von gesunden Tieren.

4. Durch eine Kombination von Fasudil in der niedrigen Dosierung (10 mg/kg KG)
mit Riluzol (30 mg/kg KG) vetliert sich der protektive Effekt beider Substanzen
trotz denkbarer molekularer Synergiemechanismen. Eine Untersuchung der
Kombinationsbehandlung mit einer hoéheren Dosierung von Fasudil ist eine
sinnvolle Untersuchung fir die Zukunft. Zudem sollte ein mdglicherweise
dosisabhingiger Effekt einer Kombinationsbehandlung auf die Glutamat-Clearance

im synaptischen Spalt und die Expression von EAAT2 7 vitro untersucht werden.

4.2.2 Unbeeinflusster Verlust der Alpha-Motoneurone im lumbalen Riickenmark

Die Anzahl der Alpha-Motoneurone pro Vorderhorn am Lebenstag 120 wird mithilfe der
immunhistochemischen ChAT-Firbung an Gefrierschnitten des lumbalen Riickenmarks
untersucht. Sie soll den Einfluss von Fasudil in niedriger (10mg/kg KG) und mittlerer
(30 mg/kg KG) Dosierung und Riluzol sowie einer Kombinationsbehandlung auf die
Degeneration der Alpha-Motoneurone untersuchen.

Bei unbehandelten SOD1G93A-transgenen Tieren der Veh-Kontrollgruppe zeigt sich eine
signifikant geringere Anzahl von Alpha-Motoneuronen pro Vorderhorn im Vergleich zu
gesunden Tieren aus der Wt-Kontrollgruppe. Es kann ein Verlust von 68% der
Motoneurone im Vergleich zum Wildtyptier bei diesen Tieren festgestellt werden (siche
Abbildung 10). Mogliche protektive Effekte der gewahlten Therapieansitze auf die Anzahl
der Alpha-Motoneurone sollten sich also im Vergleich zur unbehandelten Veh-
Kontrollgruppe gut darstellen lassen.

Zu einem fritheren Analysezeitpunkt, dem Lebenstag 100, haben andere Autoren zuvor
einen Verlust von 35% bis 50% im Vergleich zum Wildtyp-Tier beschrieben (Fischer et al.
2004, Takata et al. 2013). Die Autoren nutzen zur histologischen Analyse und
Quantifizierung der Alpha-Motoneurone allerdings eine weniger spezifische Farbemethode,
die Nisslfirbung. Die Beobachtung des noch stirkeren Verlusts von Motoneuronen zu
einem spiteren Zeitpunkt im Rahmen der vorliegenden Studie, der fiir eine noch weiter
fortgeschrittene Degeneration kennzeichnend ist, decken sich mit den Beobachtungen der
Autoren. Im Rahmen unserer Forschungsgruppe wurde die Firbung der ChAT-positiven
Motoneuronen im lumbalen Riickenmark in vorangegangenen Studien etabliert und
durchgefiihrt. Hier kann am Lebenstag 100 jedoch kein signifikanter Verlust an Alpha-
Motoneuronen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren gezeigt werden. Die Autoren empfehlen

daher fir Querschnittstudien, die die Anzahl von Alpha-Motoneuronen im lumbalen
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Rickenmark mittels ChAT-Firbung untersuchen, einen spateren Analysezeitpunkt
(Gunther 2015, Gunther et al. 2017). Daher wird in der vorliegenden Studie der
Analysezeitpunkt fir die Querschnittstudie auf den Lebenstag 120 festgesetzt. In unserer
Studie konnte kein protektiver Effekt einer gewahlten Therapie auf den Verlust von Alpha-
Motoneuronen im lumbalen Vorderhorn beobachtet werden.

Takata et al. (2013) konnen an ihrem Analysezeitpunkt Lebenstag 100 eine signifikant
héhere Anzahl von Alpha-Motoneuronen im lumbalen Vorderhorn bei Tieren, die mit 30
mg/kg KG Fasudil behandelt wurden, im Vergleich zur unbehandelten Gruppe
beobachten. Allerdings findet nicht nur die Querschnittstudie hierbei an einem fritheren
Zeitpunkt statt, auch der Therapiebeginn wird friher gewihlt, im Lebensalter von 5
Wochen. Der protektive Effekt kann in der vorliegenden Studie in der Fas30-Gruppe am
gewihlten Analysezeitpunkt, Lebenstag 120, und einem Therapiebeginn am Lebenstag 50
nicht reproduziert werden. So muss davon ausgegangen werden, dass ein friher
Therapiebeginn einen starken Einfluss auf den neuroprotektiven Effekt der mitteldosierten
Fasudil-Therapie hat. Gunther (2015) kann ebenfalls bei einem Therapiebeginn am
Lebenstag 50 und dem Analysezeitpunkt Lebenstag 100 bzw. Lebenstag 120 keinen
signifikant protektiven Effekt der Therapie mit Fasudil 30 mg/kg KG auf die bloBe Anzahl
der Alpha-Motoneuronen im lumbalen Vorderhorn zeigen (Gunther et al. 2017). Gunther
(2015) kann jedoch in der Auswertung der Motoneuronengréf3e neuroprotektive Effekte
der Fasudil-Therapie nachweisen. Die mit Wasser behandelte Gruppe der SOD1G93A-
transgenen Tiere hat eine signifikant niedrigere kumulative Motoneuronfliche als die der
Wildtyp-Tiere. Bei den mit Fasudil (30 mg/kg KG) behandelten Tieren kann kein
signifikanter Unterschied zu den Wildtyp-Tieren gefunden werden.

In der votliegenden Studie zeigt Fasudil in der niedrigeren Dosierung (10 mg/kg KG)
keinen signifikanten Einfluss auf den Zellverlust im lumbalen Vorderhorn. Riluzol (30
mg/kg KG) und die Kombinationsbehandlung aus Fasudil (10 mg/kg KG) haben ebenso
keinen protektiven Effekt auf den Zellverlust.

Zusammenfassen lassen sich die Erkenntnisse wie folgt:

1. Lebenstag 120 ist ein guter Analysezeitpunkt fir Querschnittstudien, die die Anzahl
von Alpha-Motoneuronen im lumbalen Riickenmark mithilfe der ChAT-Firbung
bei Tieren des transgenen SOD1G93A-Mausmodells untersuchen: Es ldsst sich
eine signifikant niedrigere Anzahl von Motoneuronen pro Vorderhorn im Vergleich
zu gesunden Wildtyp-Tieren zeigen.

2. Riluzol 30 mg/kg KG), Fasudil (10 mg/kg KG), Fasudil (30 mg/kg KG) und
Fasudil (10 mg/kg KG) zusammen mit Riluzol (30 mg/kg KG) koénnen den
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Verlust von Motoneuronen, bewertet durch reine Quantifizierung der

Motoneuronzahl, nicht beeinflussen.

4.2.3 Keine Synergieeffekte durch Kombination mit niedrig dosiertem Fasudil

Die Querschnittstudie dient auch zur Untersuchung der Medikamentenvertriglichkeit. Es
sollen  mogliche  Effekte durch  Dosierungsunterschiede und  durch  eine
Kombinationstherapie auf folgende Parameter beurteilt werden: die Anzahl der Alpha-
Motoneurone im lumbalen Rickenmark pro Vorderhorn und das Ausmall der
Muskelatrophie des Musculus gastrocnemius.

Dabei soll die Frage beantwortet werden, ob Fasudil in einer niedrigeren Dosierung (10
mg/kg KG) vorteilhafter wirkt als in einer mittleren (30 mg/kg KG). Die Effekte von
Fasudil sollen mit denen von Riluzol (30 mg/kg KG) sowie mit einer
Kombinationstherapie beider Priparate verglichen werden. Bei der Kombination wird
Fasudil konsequenterweise in der niedrigen Dosierung verabreicht.

Im Rahmen der vorliegenden Studie kann kein Priparat einen protektiven Effekt auf das
Uberleben der Motoneurone zeigen. Auf der Ebene des zelluliren Motoneuroniibetlebens
zeigt zwar keine Therapie einen schidigenden Einfluss, jedoch auch keine Verbesserung
des Motoneuroniiberlebens.

Im Hinblick auf die Muskelatrophie kann ein signifikanter Unterschied zwischen gesunden
(Wt) und kranken (Veh) Tieren festgestellt werden. Behandlungserfolge im Vergleich zur
unbehandelten transgenen Kontrollgruppe erzielen die Priparate Fasudil in beiden
Dosierungen und die Riluzol-Monotherapie. Die Tiere der Fasl0-Gruppe und die der
Ril30-Gruppe weisen einen genauso hohen Muskelanteil wie die gesunde Wt-
Kontrollgruppe auf. Im Vergleich zur gesunden Wt-Kontrollgruppe ist der Muskelanteil
am Korpergewicht bei den Tieren, die mit Fasudil (30 mg/kg KG), und denen, die mit der
Kombinationsbehandlung behandelt werden, signifikant gemindert, jedoch im Vergleich
zur unbehandelten signifikant erh6ht. Keinen Effekt zeigt die Kombinationstherapie aus
Fasudil (10 mg/kg KG) und Riluzol. Es ergibt sich zudem ein signifikant niedrigerer
Muskelanteil bei der Fas10Ril30-Gruppe im Vergleich zur Ril30-Gruppe (p=0,034) und im
Vergleich zu Fas10-Gruppe (p=0,021).

Der mangelnde therapeutische Effekt der Kombinationsbehandlung deutet darauf hin, dass
die protektiven Effekte der einzeln verabreichten Priparate in kombinierter Verabreichung
wieder aufgehoben werden koénnten. Diese Beobachtung widerspricht bisherigen
Erkenntnissen tber die molekularen Wirkmechanismen beider Priparate, die eine

synergistische Wirkung einer Kombination nahelegen (siche Kapitel 4.2.1). Deshalb ist es
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moglich, dass bisher unbekannte wechselseitige Wirkmechanismen die protektiven Effekte
bei gemeinsamer Verabreichung blockieren. Als gemeinsamer Gegenspieler beider
Priparate kann Caspase 3 ausgemacht werden (Boston-Howes et al. 2006, Jacobs et al.
2006, Coleman et al. 2001). Um die molekularen Mechanismen und mogliche
Wechselwirkungen einer Kombiantionsbehandlung molekularbiologisch beurteilen zu
konnen, ist der Einfluss auf die Glutamat-Clearance und die Expression von EAAT?2 eine
sinnvolle Fragestellung fiir nachfolgende Studien (sieche Kapitel 4.2.1).

Ein anderer entscheidender Faktor kénnte die Dosierung von Fasudil sein. Es ist denkbar,
dass Fasudil in einer hoheren Dosierung kombiniert mit Riluzol in der Lage ist, die
bekannten molekularen Synergiemechanismen besser zu nutzen. Eine ausbalancierte Gabe

beider Priparate sollte das Ziel in der Zukunft nachfolgender Untersuchungen sein.

4.3  Fazit zur Therapie mit niedrig dosiertem Fasudil und in

Kombination mit Riluzol

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Effekte einer niedrig dosierten
Fasudil-Therapie und in Kombination mit Riluzol zu untersuchen. Im Rahmen der
Vetlaufsstudie zeigt Fasudil in der Dosierung 10 mg/kg KG keinen Einfluss auf das
Uberleben, die klinische Entwicklung (Kérpergewicht und klinisch-neurologischer Score)
und die motorkoordinativen Fihigkeiten (Drehwalzenversuch). Die niedrige Dosierung ist
der hoheren (30 mg/kg KG) dabei insofern untetlegen, als diese milde den Verfall
motorkoordinativer Fihigkeiten aufhilt (siche Kapitel 3.1.2). Hierfiir sprechen auch die
Ergebnisse der videobasierten Ganganalyse: Fasudil (10 mg/kg KG) verbessert im
Gegensatz zu Fasudil (30 mg/kg KG) nicht die allgemeine motorische Leistungsfihigkeit,
nicht die Lihmung und nicht den funtionellen Gebrauch der Hinterldufe in der letzten
Krankheitsphase. Jedoch kann Fasudil (10 mg/kg KG) und auch in der Kombination mit
Riluzol die Kraft und die Beweglichkeit aller Extremititen iber den gesamten
Krankheitsverlauf verbessern.

Im Rahmen der Querschnittstudie kann Fasudil (10 mg/kg KG) einen protektiven Effekt
auf die Muskeltrophik zeigen. Jedoch verliert sich dieser in der Kombinationbehandlung
mit Riluzol. Fasudil in der hoéheren Dosierung und auch Riluzol einzeln haben giinstige
Effekte auf die Muskeltrophik.

Bisherige Untersuchungen zu den Wirkmechanismen von Fasudil und Riluzol lassen eine
synergistische Wirkung auf der Ebene von gemeinsamen Effektor-Molekilen vermuten.

Durch eine Stimulierung von EAAT2 wirken beide der Exzitotoxizitit entgegen. Dass
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dieser Effekt bei einer gemeinsamen Verabreichung fehlt, ist bemerkenswert. Diese
Beobachtung bedarf weiterer Untersuchungen 7z vitro und in vive:

In vitro konnte die Untersuchung der Kombinationstherapie auf extrazellulire Glutamat-
Spiegel und auf die Expression von EAAT2 zu weiteren Erkenntnissen auf molekularer
Ebene ftuhren. Als gemeinsamer Modulator der Wirkung beider Priparate sollte der
Einfluss von Caspase 3 auf diese Prozesse beobachetet werden. Eine nihere Beleuchtung
dieser Mechanismen konnte Einfluss auf das derzeitige Krankheitsverstindnis haben und
auf mogliche neue therapeutische Angriffspunkte hinweisen.

Die bessere Wirksamkeit von Fasudil in der Dosierung 30 mg/kg KG legt nahe, dass diese
Dosierung auch in der Kombination mit Riluzol iiberlegen sein kénnte. Dies sollte iz vivo
geprift werden. Die gemeinsame Verabreichung erscheint vor dem Hintergrund der bisher
bekannten molekularbiologischen Wirkmechanismen vielversprechend. Méglicherweise ist
eine ausbalancierte gemeinsame Verabreichung wirksamer als eine jeweilige Mono-Therapie
(siehe Kapitel 4.2.1). Dies gilt insbesondere vor dem Hintergrund der giinstigen Effekte,
die Fasudil in der Dosierung 30 mg/kg KG auf die motorischen Parameter der
vorliegenden Studie hat. So kann als ein wesentliches Fazit dieser Studie geschlossen
werden, dass Fasudil in der Dosierung von 30 mg /kg KG der niedrigen Dosierung 10

mg/kg KG in seinem protektiven Effekt auf die motorische Performance tbetlegen ist.
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5  Zusammenfassung

Die ALS ist eine schwere, progressiv verlaufende neurodegenerative Erkrankung mit
infauster Prognose. In den letzten Jahren wurden zwar Fortschritte im Verstindnis der
Atiopathogenese erzielt, allerdings liegt trotz jahrelanger Forschungsbemiihungen mit dem
Priparat Riluzol bisher nur ein beim Menschen etabliertes therapeutisches Pharmakon vor.
Riluzol ist jedoch lediglich in der Lage, das Uberleben um wenige Monate zu verlingern.
Gegenstand aktueller Forschung zur Therapie der ALS ist daher die Suche nach
effektiveren Neuroprotektiva. In verschiedenen Modellen neurodegenerativer Erkran-
kungen wurde ein neuroprotektiver Effekt der Inhibition der Rho Kinase (ROCK)
beobachtet. Der ROCK-Inhibitor Fasudil ist aufgrund der bereits am Menschen gezeigten
Vertraglichkeit dabei in den Fokus gertickt. Im SOD1G93A-Mausmodell der ALS konnte
in vorherigen Studien durch eine Fasudil-Behandlung ein Gesamtiiberlebensvorteil, ein
verbessertes Ubetleben der Alpha-Motoneurone im lumbalen Riickenmark und auch eine
verbesserte motorische Funktion im motorkoordinativen Drehwalzenversuch nachge-
wiesen werden. Dabei konnte insgesamt eine bessere Wirksamkeit einer Dosierung von 30
mg/kg KG im Vergleich zu 100 mg/kg KG beobachtet werden. In der aktuellen Arbeit
sollten daher Therapieeffekte einer niedrig dosierten Therapie mit Fasudil Dosierung von
10 mg/kg KG sowie die Kombination mit Riluzol untersucht werden.

Die Untersuchungen wurden methodisch am SOD1G93A-Mausmodell in Form einer
klinischen Verlaufsstudie und einer histologischen Querschnittstudie durchgefithrt. Neben
einer gesunden Wildtyp-Gruppe und einer unbehandelten, aber erkrankten Kontrollgruppe
wurden vier therapeutisch behandelte SOD1G93A-Kohorten untersucht. Geprift und
verglichen wurde die Wirkung von niedrig dosiertem Fasudil (10 mg/kg KG), Fasudil (30
mg/kg KG), Riluzol (30 mg/kg KG) und die Kombination Fasudil (10 mg/kg KG) und
Riluzol (30 mg/kg KG). In der klinischen Verlaufsstudie wurde das Gesamtiibetleben und
die klinische Entwicklung anhand von Korpergewicht und klinisch-neurologischem Score
evaluiert. Zudem wurde die motorische Performance mittels Drehwalzenversuch (Rotarod)
und einer videobasierten Ganganalyse (CatWalk XT) untersucht. Die kognitive
Entwicklung wurde mithilfe des novel object recognition Tests bewertet.

Resultierend zeigte sich, dass Fasudil 30 mg/kg KG die motorische Performance im
motorkoordinativen Drehwalzenversuch (Rotarod) verbessert. In der videobasierten
Ganganalyse (CatWalk XT) verbessert sich zudem die allgemeine motorische

Leistungsfihigkeit und die Lahmung, der funktionelle Gebrauch, die Beweglichkeit und
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Kraft der Hinterlaufe in der letzten Krankheitsphase. Die niedrige Dosierung mit Fasudil
10 mg/kg ermoglichte, die Kraft und Beweglichkeit der Vorder- und Hinterldufe der ALS-
Miuse tber den gesamten Untersuchungszeitraum auf dem Niveau der gesunden Tiere zu
halten. In der Kombinationsbehandlung von Fasudil mit Riluzol stellten sich dhnliche
Effekte dar, die aber in der Wirksamkeit nicht Gberlegen waren. Keine der Behandlungen
wies einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben auf. In der histologischen
Querschnittstudie am Lebenstag 120 stellte sich in den Therapiegruppen kein verbessertes
Uberleben der Alpha-Motoneurone dar. Eine Atrophie des Musculus gastrocnemius wurde
durch Fasudil in der niedrigen Dosierung und ebenso durch Riluzol vollstindig verhindert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich in dieser Studie auch fir die
niedrige Dosierung von Fasudil 10 mg/kg eine vorteilhafte Verinderung mototischer
Parameter im SODI1G93A-Modell darstellt und somit das Potential der ROCK-
Inhibitionstherapien bei ALS bestitigt. Eine Kombinationstherapie von Fasudil mit Riluzol
weist keine additiven Effekte auf, so dass die durch Fasudil und Riluzol gemeinsam
beeinfluBten molekularen Mechanismen detailliert untersucht werden miissen, um

verbesserte Therapieansitze zu erarbeiten.
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