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1. Einleitung
1.1. Die Krankheit Amyotrophe Lateralsklerose

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine progressiv degenerative Krankheit des
motorischen Nervensystems, bei der sowohl das erste als auch das zweite (alpha)-Motoneuron im
ZNS betroffen sind. Nach ihrem Erstbeschreiber, dem franzdsischen Neurologen und
Mitbegriinder der modernen Neurologie Jean-Martin Charcot, wird sie auch Charcot-Krankheit
genannt. Der Begriff Motoneuronerkrankung oder motor neuron disease schlieBBt dariiber hinaus
auch jene Unterformen der ALS mit ein, die sich durch isolierte Degeneration des ersten (Primére
Lateralsklerose) oder zweiten (Spinale Muskelatrophie) Motoneurons manifestieren (Wijesekera

und Leigh 2009).

1.2. Epidemiologie

ALS ist mit einer Inzidenz von 2/100.000 und einem mittleren Diagnosealter bei Madnnern von
65,2 Jahren und bei Frauen von 67,0 Jahren eine seltene Krankheit des dlteren Menschen. Méanner
erkranken mit 3/100.000 etwas hdufiger als Frauen (2/100.000), weil die spinal beginnende ALS
bei Ménnern hdufiger auftritt als bei Frauen. Geographische Unterschiede in der Inzidenz finden
sich nicht. Die Schwere der Krankheit und die daraus resultierende geringe mittlere
Lebenserwartung von 2-4 Jahren fithren insgesamt zu einer niedrigen Pravalenz (Logroscino et

al. 2010; Uenal et al. 2014; Calvo et al. 2017).

1.3. Klinisches Bild und Symptomatik

Die klassische Form der ALS, welche bei ungefdhr zwei Drittel aller Patienten vorliegt,
manifestiert sich durch einen kontinuierlichen, irreversiblen Untergang beider Motoneurone und
fiihrt daher bei den betroffenen Patienten, bedingt durch die Denervation, zu einer
Muskelatrophie (und einem damit verbundenen Gewichtsverlust). Diese bedingt einen
Kraftverlust, welcher meist in den distalen Extremitdten beginnt und sich zu einer kompletten
Parese aller Muskelgruppen entwickelt. Die Augenmuskulatur bleibt klassischerweise bis zuletzt
erhalten, wohingegen die Atemmuskulatur auch schon im frithen Krankheitsstadium (z. B. bei

axialen Verlaufsformen) betroffen sein kann. Die Patienten versterben schlieBlich meistens an



einer Aspirationspneumonie, die durch die zunehmenden Schluck- und Atemstorungen mit
konsekutiv erhohtem Infektionsrisiko bedingt ist (Wijesekera und Leigh 2009).

In der klinisch-neurologischen Untersuchung konnen Faszikulationen, Crampi, eine
Affektlabilitdit wie z. B. pathologisches Weinen oder bulbidre Symptome wie Sprech- und
Schluckstorungen einen Hinweis auf eine ALS liefern. Treten letztgenannte Symptome bereits
sehr friih im Krankheitsverlauf auf, kann dies auch ein Hinweis auf die bulbire Form der ALS
sein, welche auflerdem durch Sialorrhoe und eine Schwiche des unteren Teils der
Gesichtsmuskulatur gekennzeichnet ist. Diese Klassifikation ist keine rein akademische
Einteilung, sondern dient auch dem klinischen Informationsgewinn, weil die bulbdre Form der
ALS mit einer deutlich schlechteren Prognose einhergeht (Ganesalingam et al. 2009; Talman et

al. 2016).

1.4. Diagnosestellung

Die Problematik der Diagnosestellung erkennt man daran, dass bei ALS-Patienten von
Symptombeginn bis zur Diagnosestellung im Durchschnitt mehr als ein Jahr vergeht, wobei die
grofle Standardabweichung in einer Studie von Logroscino et al. 2010 (370.9 Tage = 372.4) einen
Hinweis auf die Unterschiede hinsichtlich der Versorgung und Kenntnisse der behandelnden
Arzte iiber die Erkrankung liefern kann. Dies zeigt sich um so mehr bei anderen Formen von
Motoneuronerkrankungen wie der isolierten Ldhmung einer Extremitit (flail limb syndrome) oder
der priméren Lateralsklerose, bei denen die Diagnosestellung im Mittel ca. 18 Monate nach dem
ersten Auftreten der Symptomatik erfolgt (Talman et al. 2016).

Sie erfolgt anhand der Airie-House-Kriterien, welche aus einer Aktualisierung der El-Escorial-
Kriterien von 1994 im Jahr 2009 hervorgingen (Brooks 1994; Brooks et al. 2009). Die Kriterien
setzen fiir die Diagnose einer ,,definitiven ALS* eine Affektion des 1. und des 2. Motoneurons
mit progressiver Ausbreitung der Symptome in drei von vier Korperregionen (bulbér, zervikal,
thorakal, lumbosakral) voraus. Gleichzeitig darf es keine andere elektrophysiologische oder
neuroradiologische Erklarung fiir diese Symptome geben. Je weniger Korperregionen betroffen
sind, desto wunsicherer wird die Diagnosestellung, wobei Denervierungszeichen in der
Elektromyografie (EMG) und typische klinische Symptome wie Dysarthrie oder Kraftverlust den
behandelnden Arzten wichtige Hinweise liefern kdnnen. Spezifische Untersuchungen wie

Liquor- oder Blutmarker zur Diagnose der ALS sind bisher trotz umfangreichster



Forschungsbemiihungen nicht bekannt. Die ALS, auch wegen der mit ihr verbundenen
weitreichenden medizinischen und psychosozialen Folgen, bleibt damit bis heute eine

Ausschlussdiagnose.

1.5. Atiologie und Pathogenese

Klassisch werden zwei Formen der ALS unterschieden: die sporadische oder auch idiopathische
Form (sALS), deren Ursache nach wie vor unbekannt ist, und die familidre ALS (fALS), bei der
die Krankheit durch genetische Verdnderungen entsteht. Diese sind meist hereditdr bedingt,
konnen aber auch wie bei vielen anderen Erkrankungen durch Neumutationen verursacht werden.
Die fALS liegt bei 10% aller ALS Fille vor (Wijesekera und Leigh 2009; Lattante et al. 2015).
Neben genetischen Ursachen wurden auch Umweltfaktoren beschrieben, welche das Risiko, an
ALS zu erkranken, erhohen. In den letzten Jahren zeigt sich jedoch zunehmend, dass der Begriff
»ALS* oder ,Motoneuron-Erkrankung® zu kurz greift, da auf Grund des sehr heterogenen
Krankheitsbildes eine Subklassifizierung nétig ist (Turner et al. 2013). Dies ist Teil des

derzeitigen wissenschaftlichen Diskurses.

1.6. Familiire ALS-Formen
1.6.1. SOD1 als genetische Grundlage der ALS

1993 wurde von Rosen et al. eine dominante Mutation des Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase-1-
Gens (SOD1) beschrieben, welche fiir ca. 12% der fALS-Fille verantwortlich ist. Bis heute sind
iiber 100 verschiedene Mutationen mit unterschiedlichen Schweregraden der hervorgerufenen
Erkrankung beschrieben (Andersen 2006).

Der SODI-Genlocus codiert die Superoxid-Dismutase-1, ein Enzym, welches im gesunden
Zustand freie Radikale in Korperzellen abbaut und somit den oxidativen Stress in Zellen senkt
(Rosen et al. 1993; Wijesekera und Leigh 2009; Lattante et al. 2015). Die freien Radikale oder
auch ,,Superoxide® entstehen physiologisch als Nebenprodukt der mitochondrialen
Atmungskette. Im mutierten Zustand ist die Aktivitit der SOD1 auf weniger als die Hilfte
reduziert. So wurde zunédchst angenommen, dass diese Dysfunktion zu einer Akkumulation von
toxischen, freien Radikalen fiihrt, die konsekutiv betroffene Motoneurone schddigen (Deng et al.

1993; Orrell et al. 1995). Ausgehend von dieser Idee und dem damaligen Verstindnis der



Pathogenese flihrte diese Entdeckung zu der Annahme, dass eine Therapie mit Antioxidantien
den oxidativen Stress und damit die Erkrankung effektiv bekdmpfen konne (vgl. Unterpunkt
1.8.). Diese These wurde in den folgenden Jahren allerdings dadurch widerlegt, dass es in
verschiedenen SOD1-Mausmodellen trotz einer gleichbleibenden (Borchelt et al. 1994), einer
deutlich erhohten (Wong et al. 1995) oder einer génzlich fehlenden SODI-Enzymaktivitét
(Reaume et al. 1996) zum Ausbruch der Erkrankung kommt und die SOD1-Aktivitdt daher nicht
mit dem Krankheitsbeginn oder der Krankheitsschwere korreliert (Bowling et al. 1995; Cleveland
et al. 1995; Cleveland und Rothstein 2001).

Als weiterer moglicher Pathomechanismus als Folge einer SOD1-Mutation wird die Aggregation
von Proteinen verdéchtigt, die auch bei vielen anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.
B. M. Parkinson oder der Demenz vom Alzheimer Typ nachgewiesen werden konnte (Forman et
al. 2004). Diese Vermutung beruht auf der Tatsache, dass fehlgefaltete SOD1-Proteine sich im
Krankheitsverlauf im Sinne eines gain of function zunehmend an die dullere mitochondriale
Membran sowie im Intermembranspalt anlagern und somit die dort ablaufenden Prozesse storen
konnten (Pickles und Vande Velde 2012; Tafuri et al. 2015). Der selektive Untergang der
Motoneurone ldsst in diesem Kontext annehmen, dass die Proteinablagerungen nicht zu einer
generellen Schadigung der mitochondrialen Atmungskette fithren, sondern die Zellen durch einen
anderen Mechanismus spezifisch schidigen. Dieser Mechanismus konnte z. B. eine Verdnderung
von Kalziumtransportern und Regulationsproteinen sein, welche eine selektive
Schéadigungsanfilligkeit von Riickenmarksneuronen gegeniiber Kalziumschwankungen erklart
(Fuchs et al. 2013). Auch konnte gezeigt werden, dass SODI1-Aggregate in Motoneuronen und
Astrozyten bereits vor Beginn der klinischen Symptomatik auftreten und durch
Zusammenlagerung insoluble protein complexes (IPCs) bilden, die den axonalen Transport in
Neuronen behindern, welcher essentiell fiir das Zelliiberleben ist (Bruijn et al. 1998; Dupuis et al.
2000; Julien 2001). Weiterhin fiihren die Aggregate zu Mikrogliaaktivierung und zur Blockade
des Ubiquintin-Apoptose-Mechanismus, und damit konsekutiv zur Schidigung von Neuronen
(Bruijn et al. 2004; Forman et al. 2004).

Neben den bereits erwidhnten Mechanismen werden auflerdem die Aktivierung von Caspasen und
Veridnderungen in Bcl-2 als mogliche Pathomechanismen diskutiert (Forman et al. 2004). Der
genaue Mechanismus der Zellschiddigung durch die SODI-Mutation ist jedoch nach wie vor

unklar und Gegenstand intensiver Forschung.



1.6.2. Genverdnderungen im Spektrum von ALS und frontotemporaler Demenz (FTD)

Schon 2005 wurde gezeigt, dass sich cytoplasmatische Ubiquitin-Einschliisse bei Patienten mit
Motoneuronerkrankung sowie bei Patienten mit kombinierten Formen von ALS/FTD finden, und
daher postuliert, dass diese ein Spektrum derselben klinischen Erkrankung darstellen (Mackenzie
und Feldman 2005). Eine genetische Grundlage fiir dieses Erkrankungsspektrum wurde daher
immer wahrscheinlicher. Seit der Entdeckung der SOD/-Mutation 1993 wurden im Laufe der
Jahre weitere Genloci entdeckt, die fALS bedingen. Weil viele der Mutationen mit einer geringen
Penetranz und/oder mit einer geringen Erkrankungsrisikoerhohung assoziiert sind, werden
inzwischen Haupt- und Nebengene unterschieden. Zu den Hauptgenen zdhlt unter anderem
TARDBP, welches fiir ca. 4% der fALS-Fille verantwortlich ist und TDP-43 codiert. Dieses
Protein wurde gleichermallen in Aggregaten bei der ALS und der frontotemporalen Demenz
(FTD) nachgewiesen (Neumann et al. 2006; Kabashi et al. 2008). Uber die genaue Funktion von
TDP-43 ist bisher wenig bekannt; es spielt eine Rolle in der RNA-Prozessierung und im RNA-
Transport zwischen Nucleus und Cytosol (Therrien et al. 2016).

Ein weiteres Hauptgen ist FUS, das ebenfalls fiir ca. 4% der fALS Fille verantwortlich ist und
ebenfalls die RNA-Prozessierung beeinflusst, wobei es an spiterer Stelle die gleiche
Signalkaskade beeinflusst wie TDP-43 (Kabashi et al. 2011). Es wird daher angenommen, dass
RNA-Dysfunktion eine wichtige Rolle in der Pathogenese von fALS spielt (Ling et al. 2013).

[Disorder A JA§f® ________|FO
Clinical features Muscle atrophy Disinhibition
Dysphagia Apathy
Dysarthria Change in personality
Spasticity Unusual verbal, physical, or sexual behavior
Hyperreflexia Loss of semantic understanding
Babinski’s sign Apraxia
Fasciculation Hallucinations
Respiratory failure
Pathology Ubiquitin inclusions Ubiquitin inclusions FTD-Tau FTD-TDP
TDP-43 inclusions TDP-43 inclusions FTD-FUS
FUS inclusions FUS inclusions
Genes mutated CYorf72 CYorf72 PGRN
SOoD1 TARDBP CSorf72
TARDBP FUS MAPT
FUS vCcP CHMP2B
OPTN sasTMm1
PFN1 UBQLN2
MATR3 CHCHD10
TUBA4A
TBK1

“Although the clinical signs of ALS and FTD are discordant, there is an overlap in the pathological and genetic markers in these diseases. Furthermore, patients who
represent shared clinical as well as either genetic or pathological markers of disease are currently recognized as having ALS/FTD.

Abbildung 1: Das Spektrum von ALS und FTD

Die Tabelle stellt die genetischen Mutationen, pathologischen Auffilligkeiten und klinischen Manifestationen im
ALS/FTD-Spektrum dar. Abbildung entnommen aus Lattante et al. 2015 mit freundlicher Genehmigung des Elsevier
Verlags.



Nachdem Talbot 2010 bereits das baldige Ende der genetischen Entdeckungen als Ursache der
ALS postuliert hatte, konnte mit der Entdeckung von nichtcodierenden, sich wiederholenden
Sequenzen, sogenannten hexanukleotid repeats im C9orf72-Gen die These einer genetischen
Verbindung zwischen ALS und FTD erneut untermauert werden. Diese Verdnderung ist nach
derzeitigem Kenntnisstand gleichermallen fiir ca. 23% der fALS-Félle und ca. 12% der familidren
FTD-Fille verantwortlich (DeJesus-Hernandez et al. 2011). Auch hier ist der genaue
Pathomechanismus noch unbekannt; eine Verbindung zur RNA-Prozessierung wird auch bei

diesem Gen vermutet (Renton et al. 2013).
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goateco o] [R0000008e0
PPURRIYY fovttteeet
00000RE004 ::fifiifii
1 O

__________________

PEPPPLYRYPY
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@® TDPA43 ) sQsTM1 () Unknown

TRENDS in Genetics

Abbildung 2: Ubersicht iiber die derzeit bekannten genetischen Ursachen von ALS

Auf der linken Seite der Abbildung sind die sporadischen ALS-Fille und die Haufigkeit von gefundenen Mutationen
abgebildet. Auf der rechten Seite finden sich die familidiren ALS-Félle und entsprechende Mutationen. Die SOD1
Mutation findet sich nach C9orf72 am hiufigsten. Entnommen aus Lattante et al. 2015 mit freundlicher
Genehmigung des Elsevier Verlags.

In diesem Spektrum der Krankheiten verursacht die SODI-Mutation jedoch nach bisherigen
Erkenntnissen eine ALS-Form, die keine TDP-43-Aggregate zeigt und auch nicht die mit
TARDPB oder FUS assoziierten phénotypischen Verdanderungen aufweist. Es wird daher davon
ausgegangen, dass der SOD[-assozierten fALS ein anderer, losgeloster Mechanismus zu Grunde
liegt (Mackenzie et al. 2007; Kabashi et al. 2011; Lattante et al. 2015). Wicks et al. (2009)
zeigten, dass kognitive Defizite bei Patienten mit SOD/ assoziierter fALS seltener vorkommen
als in nicht SOD[-assoziierter fALS. Aullerdem konnte in einer klinischen Genotyp-Phanotyp-

Korrelationsstudie von zehn Patienten mit SOD/-Mutation kein Patient die Diagnosekriterien



einer FTD erfiillen. Im Vergleich erfiillten zwei von zehn Patienten mit 74RDBP-Mutation die
Kriterien fiir eine FTD (Millecamps et al. 2010). Bisher finden sich in der Literatur jedoch keine
Studien, die in Tiermodellen gezielt nach kognitiven Defiziten bei einer SOD1-G93 A-Mutation
suchen oder diese berichten.

Es gibt noch mehrere weitere Gene, welche bisher in Zusammenhang mit fALS gebracht werden
konnten wie z. B. SOSTMI1, PFNI, UBQLN2 oder VCP (Renton et al. 2013). Nach dem
derzeitigen Wissensstand gibt es somit zahlreiche genetische Ursachen, die durch
unterschiedliche Mechanismen zu fALS fiihren und groBtenteils gleichzeitig eine FTD
hervorrufen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die raschen Fortschritte in der
Hochdurchsatzsequenzierungstechnologie die Entdeckung weiterer Gene in den néchsten Jahren
ermoglichen werden. Auch die Rolle von epigenetischen Faktoren mit Einfluss auf
Genexpression und -regulierung wurde fiir ALS bisher kaum adressiert und birgt viel Potenzial,

das Krankheitskonzept ,,ALS* zu verstehen (Al-Chalabi et al. 2013).
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Abbildung 3: Pathomechanismen von ALS mit entsprechenden Genverinderungen
Entnommen aus Therrien et al. (2016) mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags.




1.7. Andere Risiko- und Protektionsfaktoren fiir ALS

Neben familidrer Disposition gibt es weitere Risikofaktoren fiir ALS wie z. B. die mit
professionellem FuBballspielen oder aktivem Militdrdienst verbundenen Kopftraumata oder die
Exposition gegeniiber bestimmten Pestiziden (Chlorkohlenwasserstoffe, polychlorierte
Biphenylene und polybromierte Biphenylene) (Chio 2005; Su et al. 2016). Eine danische
populationsbasierte Studie lieferte dagegen zum Beispiel den Hinweis darauf, dass Diabetes Typ
2 einen protektiven Faktor gegeniiber ALS darstellt (Kioumourtzoglou et al. 2015).

Die ALS scheint daher - dhnlich wie Morbus Parkinson - der klinische Phanotyp einer sehr
heterogenen Gruppe von genetischen Ursachen sowie Umweltfaktoren zu sein, welche alle

letztendlich zu einem dhnlichen Schidigungsmuster und Krankheitsbild fiihren.

1.8. Behandlungsstrategien von Amyotropher Lateralsklerose

Derzeit gibt es keine Moglichkeit, ALS zu heilen. Seit 1996 ist zusitzlich zu der umfangreichen
symptomatischen Therapie durch Physio-, Ergo-, Logo- und Psychotherapeuten das Medikament
Riluzol in der Dosierung 100 mg/d zur oralen Applikation zugelassen (Wokke 1996). 2017 wurde
mit Edaravone, welches iiber eine anti-oxidative Wirkung verfiigt, in den USA das zweite

Medikament zugelassen (Abe et al. 2014).

1.8.1. Riluzol in der Behandlung von ALS

Am Menschen wurde 1994 gezeigt, dass die Behandlung mit dem antiglutamaterg wirkenden
Riluzol (6-(Trifluormethoxy)-1,3-benzothiazol-2-amin) bei der bulbdren Form der ALS das
Uberleben signifikant verlingert und den Schwund der Muskelkraft verzégert (Bensimon et al.
1994). Eine auf diesen Ergebnissen aufbauende Studie zur Findung der optimalen Dosierung
zeigte bei 100 mg/kg Korpergewicht das beste Nutzen-Nachteil-Verhéltnis und konnte weiterhin
den zwar geringen, aber signifikanten Uberlebensvorteil der Behandlung auch bei der spinalen
Form der ALS bestdtigen (Lacomblez et al. 1996). Diese Dosierung wurde in der Folge fiir die
Markteinfithrung gewdhlt. Damit war Riluzol das erste und einzige Medikament, welches speziell

bei ALS eingesetzt wurde.



Seit der Einflihrung des Medikaments werden diese geringen positiven Effekte, welche unter
anderem hohen Medikamentenkosten gegeniiberstehen, kontrovers diskutiert. 2003 zeigte jedoch
eine Metaanalyse von Miller et al. (2003) wiederholt einen geringen positiven Effekt.

Metaanalysen der Cochrane Cooperation bestétigten dies wiederholt und zeigten zuletzt 2012,
dass neben den zwei bereits erwdhnten Studien zwei weitere Arbeiten die Wirksamkeit von
Riluzol belegen (Bensimon et al. 2002). Die Autoren empfahlen weiterhin eine Behandlung von
ALS-Patienten mit Riluzol (Miller et al. 2012). Auch die aktuelle deutsche S1 Leitlinie zur
Behandlung von ALS spricht sich fiir eine Behandlung aus (DGN 2014). Auch in einer
Kohortenstudie mit {iber 1400 ALS-Patienten konnte bei den mit Riluzol behandelten Patienten
eine leicht verbesserte motorische Leistungsfahigkeit nachgewiesen werden. AuBBerdem zeigte
sich bei den Patienten mit einer Behandlung von 100mg Riluzol Tagesdosis eine geringere
Sterblichkeit, welche bei Patienten mit einer geringeren Dosis oder ohne Behandlung nicht auftrat
(Chen et al. 2016). In diesem Kontext ist es jedoch erwdhnenswert, dass auf Grund der spéten
Diagnosestellung eine Behandlung mit Riluzol im Mittel erst zehn bis zwdlf Monate nach
Symptombeginn begonnen werden kann, sodass Patienten bei einer mittleren Uberlebenszeit von
44 Monaten wihrend ca. 25% ihrer Erkrankungsdauer keine Behandlung erhalten (Talman et al.
2016; Calvo et al. 2017). Dieser Fakt veranlasste Knibb et al. (2016) zur Entwicklung eines Tools
zur einfachen Abschdtzung der Effekte von Riluzol und weiteren verschiedenen
Behandlungsmethoden wie z. B. die nicht invasive Beatmung, welche das Uberleben ebenfalls
verlingert. Das Tool besteht aus vier Graphen, welche es Arzten erleichtern sollen, ihre Patienten
hinsichtlich der Therapieoptionen zu beraten. Eine weitere Studie konnte in verschiedenen
Subgruppen einen unterschiedlichen Behandlungserfolg mit Riluzol feststellen. Altere Patienten
sowie Patienten mit einem bulbdren Krankheitsbeginn zeigten eine grofere Verbesserung der
Uberlebensrate als Patienten mit einem Krankheitsbeginn in den Extremitiiten (Zoccolella et al.

2007).

1.8.2. Experimentelle Behandlungsansitze

Sehr viele verschiedene Substanzen und Medikamente wurden bereits in priklinischen Modellen
auf ihren giinstigen Effekt auf die ALS-Pathologie getestet, konnten jedoch in klinischen Studien
keinen Nachweis einer Lebenszeitverlingerung erbringen (Cleveland und Rothstein 2001).

Basierend auf der Theorie des durch die SOD1-Mutation erhOhten oxidativen Stresses in Zellen,



hatte die Gabe von Vitamin E zu einem der erfolgversprechendsten Ansdtze gehort, da die die
Hoffnung bestand, dass ALS durch die antioxidative Wirkung giinstig zu beeinflussen sei. Leider
konnte fiir eine Hochdosistherapie kein signifikant positiver Effekt gezeigt werden (Graf et al.
2004). Im Gegensatz dazu konnte fiir Edaravone, welches ebenfalls antioxidativ wirkt, ein
positiver Effekt auf den Krankheitsverlauf nachgewiesen werden (Abe et al. 2014)

Auch fiir die neuroprotektive Substanz Xaliproden konnte in einer klinischen Phase-III-Studie
iiber einen Trend hinaus keine signifikanten Einfliisse auf die Krankheitsprogression von ALS
nachgewiesen werden (Meininger et al. 2009).

Neue Hoffnung auf ein krankheitsmodifizierendes Medikament resultierte aus den Ergebnissen
einer Phase-Ila-Studie mit Bromocriptin, welche ithren Focus auf funktionelle Parameter wie
Kommunikation und Nahrungsaufnahme legte (Nagata et al. 2016). Leider wurden auch diese
Hoffnungen durch die negativen Ergebnisse von Dexpramipexol — ebenfalls ein Dopaminagonist
— nicht erfiillt, da in einer groen Studie keine Vorteile einer Behandlung gegeniiber Placebo

nachgewiesen werden konnten (Cudkowicz et al. 2013).

1.9. Experimentelle Methoden und Behandlungsansiitze in Tiermodellen der ALS
1.9.1. Das SOD-G93A-Mausmodell

Nach der Entdeckung der SODI-Mutation konnte innerhalb kurzer Zeit das entsprechende SOD-
G93A-Mausmodell entwickelt werden, welches die fALS im Tiermodell simuliert (Gurney
1994). Dieses Modell wurde seitdem in zahlreichen Experimenten sowie den Vorstudien und
Publikationen zu diesem Experiment verwendet (Tonges et al. 2013; Giinther 2015; Giinther et
al. 2017) und gilt nach wie vor als das am haufigsten verwendete Mausmodell zur Simulation der
fALS fiir Forschungszwecke. Die Grundlage bildet die Mikroinjektion von transgener DNS in
befruchtete Mauseizellen, die danach in ein scheintragendes Weibchen vom Stamm C57BL/6J
implantiert werden. Die hemizygoten Nachkommen werden danach mit einer SJL/J-Mauslinie
verpaart, um einen transgenen Mausstamm zu griinden. Der daraus resultierende B6SJL-
Mausstamm wird von Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) geziichtet und wird auch im
vorliegenden Experiment als Grundlage verwendet.

Die SODI1-G93A-Mutation wird autosomal dominant von der Elterngeneration an die FI1-
Generation weitervererbt, sodass bei vollstindiger Penetranz im Durchschnitt 50% der

Nachkommen an fALS erkranken.
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1.9.2. Klinisches Erscheinungsbild und Uberleben

Die klinische Symptomatik der transgenen Tiere beginnt durchschnittlich an Lebenstag 91 + 14
Tage mit einem Tremor der Hinterldufe und zeigt sich im weiteren Verlauf durch eine
progrediente Muskelatrophie sowie durch spastische Paralysen der Extremititen (Chiu et al.
1995). Konsistent dazu erkrankten die unbehandelten weiblichen Tiere in den Vorstudien unserer
Arbeitsgruppe im Mittel an Tag 88,75 + 3,14 (Glinther 2015). Die Muskelatrophien treten
wihrend des Krankheitsverlaufes zundchst an den Hinterldufen auf, was zu einem
»Watschelgang® fiihrt, bei dem die Tiere beim Laufen mit dem Riicken hin und her wackeln. Im
weiteren Verlauf ist es den Tieren nicht mehr moglich, ihr Becken vom Untergrund zu heben,
sodass sie sich zur Fortbewegung mit den VorderfiiBen nach vorne ziehen miissen. Betrifft die
Parese schlieBlich auch die Vorderbeine, wird eine Fortbewegung zunehmend schwieriger und
die Tiere sind nicht mehr in der Lage, das Futter zu erreichen oder sich selbststindig aus der
Riicken- bzw. Seitenlage in die Bauchlage zu drehen, was den Endpunkt des Experimentes
darstellt. Der beschriebene Krankheitsverlauf umfasst insgesamt ca. 4 Monate (Chiu et al. 1995;
Giinther 2015), wobei die exakte Lebenserwartung der Tiere je nach Studie zwischen 123 + 3,4
Tagen (Miana Mena et al. 2009) und 143,7 £ 2,3 (Klivenyi et al. 1999) variiert. In den
Vorstudien unserer Arbeitsgruppe zeigte sich mit 141,2 + 2,5 Tagen eine &hnliche
Lebenserwartung (Giinther 2015).

Verschiedene klinische Parameter und Versuchsmethoden sind in der Literatur beschrieben
worden, um den Verlauf der Erkrankung zu quantifizieren und moglichst friih einen Unterschied
zwischen Wildtypen und transgenen Tieren festzustellen.

Das Korpergewicht der Versuchstiere wird als objektiver und sensibler klinischer Parameter des
Gesundheitszustands beschrieben, welcher sowohl durch die progredienten Muskelatrophien als
auch durch eine mogliche Verringerung der Nahrungsaufnahme in schweren Krankheitsstadien
beeinflusst wird. Beeinflusst werden kann er jedoch auch durch viele gewohnliche Faktoren wie
z. B. Dehydration, welche nicht in Zusammenhang mit ALS stehen (Weydt et al. 2003). In einer
Studie von Smittkamp et al. (2008) zeigte sich an Lebenstag 108 zum ersten Mal eine Differenz
der Mittelwerte der Gruppe der Wildtypen von der Gruppe der transgenen Tiere, welcher vor
allem durch eine Stagnation der Gewichtszunahme der erkrankten Tiere in Kombination mit einer

weiteren Gewichtszunahme der Wildtypen verursacht wurde. Miana Mena et al. (2009)
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beschrieben eine Gewichtsdifferenz der Gruppen bereits ab der zweiten Lebenswoche, was die
Spannbreite der in der Literatur beschrieben Unterschiede verdeutlicht.

Zum Nachweis des Verlusts der motorischen Leistungsfiahigkeit sowie der progredienten
Lahmungen ist der Drehwalzentest (Rotarod-Test) eine etablierte Methode, welche je nach
Studiendesign frither oder spater einen Unterschied zwischen Wildtypen und transgenen Tieren
zeigen konnte. Zwei Studien zeigten diesen bei einem konstanten Setting aus 15 Rotationen pro
Minute (rotations per minute (rpm)) und einem Mittelwert aus 3 Laufen pro Untersuchung ab
Lebenstag 98 (Weydt et al. 2003; Miana Mena et al. 2009). Es finden sich in der Literatur auch
andere Versuchsdesigns mit Beschleunigung, wie z. B. drei Laufe, beginnend mit 1 rpm mit einer
Beschleunigung von 1 rpm alle zehn Sekunden bis zum Herunterfallen der Maus (Klivenyi et al.
1999) oder einer Beschleunigung von 4 auf 40 rpm in 300 Sekunden (Mead et al. 2011) .

Ein relativ neues Verfahren zur Bestimmung motorischer Defizite von Méusen und Ratten stellt
die automatische Analyse des Gangbildes dar, deren Signifikanz beziiglich der Detektion von
frithen klinisch funktionellen Auffalligkeiten im SOD-G93A-Mausmodell derzeit diskutiert wird,
da die Ergebnisse in der Literatur variieren. Zuerst wurden friih messbare Unterschiede der
motorischen Leistungsfahigkeit mit Hilfe dieser Methoden von Mitarbeitern des Jackson-
Konzerns, welcher den SOD1-G93A-Mausstamm ziichtet und vertreibt, berichtet (Wooley et al.
2005). Im Gegensatz dazu konnte eine andere Studie iiberhaupt keine motorischen Defizite
feststellen (Guillot et al. 2008).

Im Vergleich zum Drehwalzentest war der Ganganalyse-Test mit dem Noldus Catwalk XT™
(Noldus Information Technology, Wageningen, Niederlande) als Analysegerét in einer neueren
Studie erst spédt in der Lage, Gruppenunterschiede zwischen WT und transgenen Tieren zu
zeigen. Es wurden jedoch auch frilhe Verdnderungen berichtet, welche sich im Verlauf des
Versuches erstaunlicher Weise wieder zuriickbildeten (Mead et al. 2011). In einer weiteren
Studie mit dem gleichen Analysegerdt wurden signifikante Abweichungen der transgenen Tiere
beziiglich der Parameter Schrittlinge step length und Dauer eines Laufes run duration ab
Lebenswoche 17 (Lebenstag 119) gefunden (Knippenberg et al. 2010). Kritisch betrachtet
erscheinen die Ergebnisse beider letztgenannter Studien auf Grund der geringen Gruppengrofie
von (n=5 bzw. n=4), einer hohen Standardabweichung und einer statistischen Analyse mittels
separaten ANOVAS ohne die Einbeziehung einer Messwiederholung fragwiirdig und sollen auf

ihre Reproduzierbarkeit in diesem Experiment tiberpriift werden.
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1.9.3. Kognitive Leistungsfahigkeit

Verglichen mit klinischen und motorischen Parametern ist die kognitive Leistungsfahigkeit der
Versuchstiere im SOD-G93A-Mausmodell bisher wenig untersucht worden. In einer Studie
wurden die Versuchstiere fiir einige Zeit in einer Box mit fiinf unterschiedlichen Objekten
platziert und danach wieder zuriick in ihren Kéfig gesetzt. Nach rdumlichem Vertauschen von
zwei Objekten wurden die Tiere erneut in die Box platziert, wobei die Kontakte der Tiere zu den
Objekten gezdhlt wurden. Insgesamt explorierten die transgenen Tiere im Vergleich zu den
Wildtypen die vertauschten Objekte hdufiger, sodass die Autoren den transgenen Versuchstieren

ein besseres raumliches Gedéchtnis zuschrieben (Spalloni et al. 2006).

1.9.4. Der Novel Object Recognition Test (NOR-Test)

Der Novel Object Recognition Test (NOR) wurde 1988 durch Ennaceur und Delacour etabliert
und wurde seitdem in zahlreichen Versuchskonfigurationen eingesetzt und modifiziert (Ennaceur
und Delacour 1988; Antunes und Biala 2011). Ziel des Tests ist zu priifen, ob ein
Versuchssubjekt zwischen einem neuen und einem bekannten Objekt differenzieren kann. Dies
kann auf einfache, nicht invasive Weise gezeigt werden, indem die Versuchssubjekte mehr Zeit
mit der Erkundung von neuen Objekten verbringen als mit solchen, die ithnen schon bekannt sind.
Allen Testmodifikationen ist dabei gemeinsam, dass zunichst auf eine Phase der Gewohnung an
die Testarena eine Phase mit zwei gleichen Objekten folgt. Als drittes gibt es eine Latenzzeit,
welche das Versuchssubjekt an einem anderen Ort als der Testarena verbringt und als letztes eine
Erinnerungsphase, in der sich neben einem bekannten Objekt ein neues Objekt in der Arena
befindet (siche Methodenteil).

Um die Fihigkeit der Diskrimination zwischen den Objekten zu quantifizieren, entwickelten
Ennaceur und Delacour (1988) den sogenannten ,Diskriminations-Index* (DI), welcher
wiederholt auch in weiterfilhrenden Studien verwendet wurde (Silvers et al. 2007). Dieser
berechnet sich nach der Formel: [DI = (TN - TF)/(TN + TF)]. Die Zeit, in der das Testsubjekt das
neue Objekt exploriert, wird als TN bezeichnet und die Zeit, in der das Testsubjekt das bekannte
Objekt exploriert, wird als TF bezeichnet. Der Index kann somit zwischen den Werten +1 und -1
liegen, wobei 0 keine Priferenz anzeigt und +1 das reine Explorieren des neuen Objekts. Falls
jedoch das Erinnerungsvermogen der Méuse durch Krankheit oder Genverdnderungen

beeintrachtigt ist, kann die Maus sich eventuell nicht mehr an das schon gezeigte Objekt erinnern,
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was zu einer Angleichung der Betrachtungszeiten fiir beide Objekte flihrt. Der Test ist allerdings
anfillig fiir andere Einflussfaktoren wie Angstlichkeit oder motorische Leistungsfihigkeit der
Tiere. Storungen der Tiere durch Gerdusche oder Licht, welche eine Angstreaktion der Méuse
hervorrufen sind daher mafigebliche Einflussfaktoren und kdnnen nicht sicher aus den Analysen

herausgerechnet werden.

1.9.5. Immunhistochemische Analysen des Zentralnervensystems (ZNS)

Immunhistochemische Methoden sind ein etabliertes Instrument zur Darstellung von bestimmten
Zelltypen in Gewebepidparaten. Die Methode basiert auf spezifischen Antikorpern, welche sich an
Zielstrukturen im Gewebe binden und in einem zweiten Schritt durch einen weiteren
fluoreszierenden Antikorper markiert werden.

Acetylcholin ist ein typischer Neurotransmitter prigangliondrer Neurone des vegetativen
Nervensystems, postgangliondrer parasympathischer Neurone und vor allem von Motoneuronen
im ZNS. Die Synthese von Acetylcholin wird durch das Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT)
und durch den Abbau durch die Acetylcholinesterase ermdglicht. Signifikante Mengen an ChAT
scheinen nur in cholinergen Neuronen vorhanden zu sein und stellen damit einen geeigneten
Marker fiir Motoneurone dar, indem diese durch ChAT-Antikorper markiert werden.

Im SOD-G93A-Mausmodell konnte der vermehrte Untergang des zweiten Motoneurons im
ventralen Horn des lumbalen Riickenmarks bei transgenen Tieren im Vergleich zu Wildtypen
immunhistochemisch nachgewiesen werden (Gurney 1994; Chiu et al. 1995). Seither wird diese
Analysemethodik auch zum Vergleich von Versuchsgruppen in Behandlungsstudien verwendet

(Klivenyi et al. 1999; Yoo und Ko 2012).

1.9.6. Experimentelle Behandlungsansitze

Am SOD-G93A-Mausmodell wurden bisher liber 150 Behandlungsstudien mit symptomatischer
und prasymptomatischer Gabe von verschiedenen Substanzen durchgefiihrt, welche in einer
Metaanalyse zusammengefasst wurden (Benatar 2007). Der positive Einfluss aller Behandlungen
auf das Uberleben liegt im Mittel bei 12,2 (CI 8,7-16,8) Tagen. Interessanterweise zeigen die drei
Studien mit Riluzol als Behandlung lediglich eine Differenz der Uberlebenstage der
Versuchstiere von 2,5 (CI -0,79-5,79) (Angelov et al. 2003), 5,9 (CI 4,05-7,75) (Waibel et al.
2004) und 3,0 (CI 0,08 — 5,92) (Gurney et al. 1996) Tagen im Vergleich zu unbehandelten
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Tieren. Das grofite Potenzial sehen die Autoren in Minocyclin, Cox-2-Inhibitoren und anti-
oxidativen Substanzen wie Kreatinin.

In diesem Zusammenhang weisen die Autoren jedoch auf eine mangelnde Qualitdt eines
Grofiteils der Studien hin, da die Untersucher oft nicht verblindet waren und die
Versuchsgruppen nicht randomisiert wurden. AuBlerdem wurde auf einen groBen publication
bias, also dem vermehrten Verdffentlichen von positiven Studien gegeniiber Studien mit
negativem Ergebnis, hingewiesen. Ferner wird oft der inhaltliche Fehler begangen, statistische

Signifikanzen mit klinischer Relevanz zu verwechseln (Benatar 2007).

1.10. ROCK-Inhibition durch Fasudil in der Behandlung von neurodegenerativen

Erkrankungen
1.10.1. Die Rho-Rock-Signalkaskade

Rho-Kinasen (ROCK) sind Serin/Threonin-Kinasen mit zwei &hnlichen Unterformen. ROCK1
findet sich in Herz, Lunge und anderem nicht-neuronalem Gewebe; ROCK2 hingegen findet sich
im ZNS und in Muskeln (Nakagawa et al. 1996). Die Zielproteine von ROCK werden durch
Phosphorylierung reguliert und spielen eine wichtige Rolle fiir Zellform, Zellzyklus, Apoptose
und axonales Wachstum (Tonges et al. 2011). Dabei ist ROCK unter anderem iiber die LIM-
Kinase (LIMK) in der Lage, das axonale Wachstum zu inhibieren oder mit Leichtketten-Myosin
als direktem Substrat eine Kontraktion des Aktomyosins hervorzurufen (Amano et al. 1996;
Maekawa 1999; Ng und Luo 2004). ROCK aktiviert auBerdem direkt das phosphatase and tensin
homologue (PTEN), welches zu einer verminderten Proteinbiosynthese und Zellwachstum in
betroffenen Zellen fiihrt (Shi und Wei 2007; Park et al. 2010). Von diesen drei Signalkaskaden
scheint die iiber LIMK, Cofilin und schlieBlich Aktin (AKT) vermittelte Destabilisierung des
Zytoskeletts die wichtigste zu sein, da eine direkte Hemmung der LIMK zu dhnlichen Effekten
fiihrt wie eine Hemmung von ROCK, jedoch nur eine ROCK-Inhibition das Zelliiberleben von
verletzten Neuronen verldngern konnte (Koch et al. 2014). Dies konnte durch die Tatsache
bedingt sein, dass ROCK2-Aktivierung neben den beschriebenen Mechanismen auch eine
Erh6éhung von Calpain verursacht, welches bei axonaler Degeneration durch Kalziumeinstrom
ebenfalls erhoht wird. ROCK?2 ist somit als ein Hauptregulator von axonaler Degeneration sowie

axonalem Wachstum und Zelliiberleben anzusehen (Koch et al. 2014).
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1.10.2. Der ROCK-Inhibitor Fasudil

Fasudil (HA1077/AT877) (1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)homopiperazine) ist ein Chinolin-
basierender Ligand, welcher ROCK kompetitiv an der ATP-Bindungsstelle hemmt (Jacobs et al.
2005). In Japan wurde Fasudil urspriinglich auf Grund seiner starken vasodilatatorischen
Wirkung zur Privention von Vasospasmen in der Behandlung nach einer Subarachnoidalblutung
zugelassen; zugleich zeigte es eine gute Vertraglichkeit beim Menschen (Zhao et al. 2006; Zhao
et al. 2011). In der Behandlung von Patienten mit Rechtsherzversagen und konsekutivem
Bluthochdruck im Lungenkreislauf konnte intravends appliziertes Fasudil die Sterblichkeit von
Patienten senken (Jiang et al. 2015). Auf Grund dieser positiven Ergebnisse sind

Medikamentenstudien am Menschen mit Fasudil somit prinzipiell moglich.

1.10.3. Auswirkungen von ROCK-Inhibition auf neuronale De- und Regeneration

Zahlreiche Studien mit pharmakologischen Inhibitoren von ROCK, wie Fasudil oder Y-27632,
zeigten in verschiedenen Geweben einen positiven Effekt auf das Zelliiberleben, die axonale
Regeneration und das Wachstum von Neuriten in vivo und in vitro. Als Grundlage ist die
Hemmung der beschriebenen Signalkaskaden anzusehen (Yamashita et al. 2007; Lingor et al.
2008; Tonges et al. 2012; Koch et al. 2014).

Auch klinisch-funktionell konnte die Relevanz von ROCK-Inhibition durch Studien mit
rickenmarksgeschidigten Méusen gezeigt werden (Hara et al. 2000; Dergham et al. 2002). Eine
Metaanalyse von 2014 zeigte bei mit ROCK-Inhibitoren behandelten Tieren — trotz eines
geschitzten publication bias von ungefahr einem Drittel - ein um 15% verbessertes funktionelles

Ergebnis bei behandelten Tieren (Watzlawick et al. 2014).

1.10.4. ROCK-Inhibition im SOD-G93A-Mausmodell der ALS

Beziiglich des SOD-G93A-Mausmodells konnte in Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe
und anderen Studien gezeigt werden, dass eine prasymptomatische Behandlung der transgenen
Maiuse ab Lebenstag 50 mit dem ROCK-Inhibitor Fasudil (in einer Konzentration von 30 mg/kg
Kérpergewicht), sowohl einen Uberlebensvorteil als auch eine Verbesserung der motorischen
Leistungsfahigkeit bewirkt. Hinzu kommt, dass die Aktivierung von Mikrogliazellen im ZNS
verlangsamt wird (Takata et al. 2013; Tonges et al. 2013; Giinther et al. 2017). Bei einer
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symptomatischen Behandlung ab Lebenstag 80 oder einer Behandlung mit einer hoheren
tdglichen Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht konnten diese Ergebnisse in unserer
Arbeitsgruppe nicht repliziert werden (Gilinther 2015); in der Studie von Takata et al. 2013 hatte

diese Dosis einen positiven Effekt gezeigt.

1.11. Zielsetzung der Arbeit und Studiendesign

In einer vorangegangenen Studie konnte die neuroprotektive Wirkung von Fasudil in vitro und in
vivo bereits belegt und in einer weiteren Studie der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Paul Lingor und
Prof. Dr. Lars Tonges erneut bestétigt werden (Takata et al. 2013; Giinther et al. 2017).

Ziel des ersten Teils der Studie ist zu erforschen, ob eine priasymptomatische
Kombinationsbehandlung mit Fasudil und Riluzol die positiven Effekte der beiden Substanzen
kombiniert und am SOD-G93A-Mausmodell, verglichen mit einer mit Wasser behandelten
Kontrollgruppe, zu einer Verbesserung des Uberlebens bzw. der kognitiven oder motorischen
Leistung fiihrt. AuBlerdem werden in zwei weiteren Versuchsgruppen, welche in Monotherapie
mit Fasudil bzw. Riluzol behandelt werden, die bereits beschrieben positiven Effekte fiir Riluzol
und Fasudil tberpriift. Weiterhin soll gezeigt werden, dass die SOD-Mutation — wie
vorbeschrieben — nicht zu Einbullen der Gedéchtnisleistungen fiihrt und sich daher die transgenen
Versuchstiere, unabhingig von ihrer Behandlung, in dieser Hinsicht nicht von einer
Kontrollgruppe aus Wildtyptieren unterscheiden. Das Studiendesign entspricht einer kontrolliert
randomisierten Behandlungsstudie.

Der zweite Teil der Studie wird als kontrollierte, randomisierte Querschnittsstudie konzipiert und
dient der Fragestellung, ob eine prasymptomatische Kombinationsbehandlung mit Fasudil und
Riluzol bzw. eine Monotherapie einer der beiden Substanzen am SOD-G93A-Mausmodell zu
einer Erhaltung der Motoneurone im Riickenmark fiihrt. Dafiir wird eine weitere Kohorte Méuse
in selbiger Art und Weise wie im ersten Teil des Experiments in drei Versuchsgruppen und eine
Kontrollgruppe aufgeteilt und ebenfalls prasymptomatisch behandelt. Im mittleren Teil der
klinischen Erkrankung werden die Tiere an Lebenstag 120 getotet und das Riickenmark auf
histologische Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe

untersucht.
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1.11.1. Hypothesen des Experiments

1. Maéuse aus dem SOD1-G93A-ALS-Mausmodell leben ldnger, wenn sie prasymptomatisch mit
einer Kombination von Riluzol und Fasudil behandelt werden.

2. Méuse aus dem SOD-G93A-ALS-Mausmodell profitieren hinsichtlich ihrer motorischen
Leistungsfahigkeit davon, dass sie prasymptomatisch mit einer Kombination von Riluzol und
Fasudil behandelt werden.

3. Die Gedachtnisleistung der Versuchstiere aus dem SOD-G93A-ALS-Mausmodell ist im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe aus Wildtypen nicht eingeschréinkt.

4. Der neuronale Untergang der alpha-Motoneurone im Riickenmark von Méusen aus dem
SOD-G93A-ALS-Mausmodell ist bei priasymptomatischer Kombinationsbehandlung mit
Fasudil und Riluzol weniger stark ausgeprigt als bei einer mit Wasser behandelten

Kontrollgruppe.
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2. Methodik und Material

2.1. Standardmaterialien

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

zum Einsatz kamen (sog. Standardmaterialien).

Gerite

Bezugsquelle/Hersteller

Axioplan Fluoreszenzmikroskop

Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

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

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

Eismaschine AF 100, Scotsman Ice Systems, Milano, Italien

Feinwaage bis 0,01 g

LE6202S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Feinwaage bis 0,1 mg

BL210S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Gefrierschnittmaschine (Kryostat)

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

Gefrierschrank (-20 °C)

Robert Bosch Hausgerdte GmbH, Miinchen,
Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C)

Forma, ThermoQuest Analytische Systeme GmbH,
Egelsbach, Deutschland

Inkubationsschrank (37 °C)

Heraeus B20, Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

Kiihlschrank (5 °C)

Liebherr-Hausgerite Ochsenhausen GmbH,
Ochsenhausen, Deutschland

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

Mikrowelle Robert Bosch Hausgerdte GmbH, Miinchen,
Deutschland

Ganganalyseapparat Noldus CatWalk XT, Noldus Information

Technology bv, Wageningen, Niederlande
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pH-Meter

pH-Meter PD20, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

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

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

Schwenktisch

Stuart 3D gyratory rockers - SSM3, Bibby
Scientific Limited, Stone, Vereinigtes Konigreich

Vortex Reagenzglasmischer

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

Wasserbad

3043, Kottermann GmbH & Co KG, Hénigsen,
Deutschland

Verbrauchsmaterialien/ allgemeine
Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

Deckgléschen Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co K@, Braunschweig Deutschland

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

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

Paraformaldehyd A3813, AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Phosphate buffered solution

A0964, AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Pipettenspitzen ohne Filter

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

Reagenzrohre (25 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

Safe-Lock-ReaktionsgefaB3e (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

Tabelle 1: Standardmaterialien
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2.2. Versuchsgruppen

Es wurden drei Behandlungsgruppen und eine Kontrollgruppe definiert. Die Zuteilung der Tiere
auf die Gruppen erfolgte nach dem Zufall, wobei genau darauf geachtet wurde, dass Geschwister
aus einem Wurf in unterschiedliche Behandlungsgruppen eingeteilt wurden. Aullerdem wurd der
Untersucher hinsichtlich der Behandlungsgruppen bis zum Abschluss der statistischen
Auswertung verblindet.

Die erste Gruppe wurde mit Fasudil 30 mg/kg Korpergewicht pro Tag behandelt (Fas30). Gruppe
2 wurde mit Riluzol 30 mg/kg Korpergewicht pro Tag behandelt (Ril30). Gruppe 3 wurde sowohl
mit Fasudil als auch mit Riluzol mit jeweils 30 mg/kg Korpergewicht pro Tag behandelt
(FasRil30). Gruppe 4 diente als Kontrollgruppe und erhielt lediglich normales Trinkwasser
(H20). Alle Gruppen umfassten 14 Versuchstiere. Zusdtzlich wurde als Positivkontrolle eine

Gruppe von fiinf Wildtyptieren in das Experiment eingeschlossen (WT).

Behandlungsgruppe Behandlungssubstanz Anzahl der Versuchstiere
Gruppe 1 Fasudil 30 mg/kg Korpergewicht pro 14
Tag
Gruppe 2 Riluzol 30 mg/kg Kdrpergewicht pro 14
Tag
Fasudil und Riluzol jeweils 30 mg/kg
Gruppe 3 Korpergewicht pro Tag 14
Gruppe 4 Trinkwasser 14

Tabelle 2: Ubersicht iiber die vier Behandlungsgruppen

2.3. Tierzucht und Mauslinie

Alle Tierexperimente wurden nach Grundlagen und Regeln des Forschungsrates und der
Gesetzgebung des Bundeslandes Niedersachsen  durchgefiihrt. Der  entsprechende
Tierversuchsantrag ist im Anhang beigefiigt. Der Untersucher erfiillte die gesetzlichen
Vorschriften zum Durchfiihren von Tierversuchen.

Der genetische Hintergrund der verwendeten Mauslinie war, wie in der Einleitung beschrieben,
der High-copy B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J Genotyp (Mausstamm Nummer 002726, Jackson
Labs, Bar Harbor, USA). Fiir die Zucht wurden zunichst transgene SOD1-G93A-Bocke mit 12
Wildtyp-Weibchen der Linie B6SJLF1/] (Mausstamm Nummer 100012, Jackson Labs, Bar
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Harbor, USA) in der Zentralen Tierexperimentellen Einheit der Universititsmedizin Gottingen,
Deutschland (nachfolgend abgekiirzt mit ,,ZTE®) verpaart. Die Verpaarung erfolgte jeweils mit
einem Bock und zwei Weibchen, wobei einer der vier Bocke auf Grund starker Aggressionen
gegeniiber den Weibchen nicht zum Ziichten geeignet war und aus dem Experiment
ausgeschlossen wurde. Weiterhin wurde die Zucht so ausgelegt, dass die Wiirfe moglichst
zeitgleich erfolgten, sodass die Nachkommen spéter gleich alt waren und somit an den gleichen
Tagen getestet werden konnten.

Im Verlauf des Experiments musste fiir die Zucht auf transgene Bocke der F1-Generation
zuriickgegriffen werden, die dafiir mit den Weibchen der Elterngeneration verpaart wurden.
Dabei wurde sichergestellt, dass die Tiere nicht miteinander verwandt waren, um eine Inzucht
auszuschlieBen. Dieses Vorgehen ist ein gingiges Verfahren in der Aufrechterhaltung von SOD-
Mauskolonien, da die Zeitspanne, in der die ménnlichen Tiere furchtbar sind, nur ca. einen Monat
betrigt.

Innerhalb der Nachkommen tritt die SOD-G93A-Mutation auf Grund der heterozygoten
ménnlichen  Mutationstrdger und der homozygoten Wildtyp-Weibchen mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 50% auf. Da die Mutation einem dominanten Erbgang folgt, erkranken
alle Méause, welche die Mutation tragen.

Zur Identifizierung der transgenen Nachkommen wurden am 14. Lebenstag der Tiere durch die
Tierpfleger der ZTE Schwanzspitzenbiopsien von 3 mm Lénge entnommen. Diese wurden mit
Hilfe der im Anschluss beschriebenen Polymerasekettenreaktion (PCR) und Gelelektrophorese

auf die Mutation hin untersucht.

2.4. Die Genotypisierung

Fiir die Genotypisierung wurden die Schwanzspitzen aus der ZTE in die experimentelle
Einrichtung (Neurobiologisches Labor Prof. Béhr, Waldweg 33, Gottingen, Deutschland)
geschickt. Hier wurden diese jeweils zur Extraktion der DNA mit 200 pl Extraktionslosung (0.2
mg/ml Proteinase K, 0.2% SDS und 5 mM EDTA in PBS (phosphate-buffered solution)) fiir 12
Stunden bei 55 °C inkubiert. Danach wurde die Proteinase K-Aktivitit gestoppt, indem die
Temperatur auf 85 °C fiir 45 Minuten erhoht und damit das Protein denaturiert wurde. Nachdem
die Proben einzeln mit einer Vortex-Maschine durchgemischt worden waren, wurde jeweils 200

pl der Losung zusammen mit 1 pl des 100 nM Primers (jeder Primer ist spezifisch fiir das
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menschliche SODI-Gen bzw. fiir das menschliche Interleukin-Gen (IL): hSODI1-forward,
CAATGTGACTGCTGACAAAG; hSODI1-reverse, GTGCGGCCAATGATGCAAT; IL 5’-
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT,

IL Reverse 5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC), 200 pl dNTPs, 1 ul Tag-Polymerase
(Rekombinante DNA-Polymerase, interne Laborherstellung) und 1290 pl sterilem Wasser
vermischt. Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde danach mit der ,,iCycler real time PCR
machine* durchgefiihrt: Ein Zyklus 94 °C, 5 min; 35 Zyklen a 94 °C, 30 sec, 58 °C 30 sec, 72 °C
60 sec und als letztes ein Zyklus 72 °C 5 min.

Nach der PCR folgte die Darstellung der spezifischen SOD und /L Banden durch eine
Gelelektrophorese auf einem 1,5% Agarose-Gel. Das menschliche /L Genprodukt, welches als
Positivkontrolle diente, wird bei 324 Basenpaaren (BP) visualisiert; das SOD1-Genprodukt, falls
vorhanden, bei 236 BP.

Hierzu wurden die Reaktionsgefdlle mit 3 pl Ladepuffer (15 % Ficoll 400 DL, 100 mM LiCl, 100
mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure), 0,05 ml Bromphenol in 50 ml H,O) versetzt und
erneut mit einer Vortex-Maschine durchmischt.

Fiir die Herstellung des 1,5% Agarosegels wurden 1,2 g Agarose (AppliChem, Darmstadt) in 60
ml TBE (1x Tris-Base-EDTA-Puffer) in einem Erlenmeyerkolben in einer Mikrowelle durch
kurzes Sieden gelost und anschlieBend 1,2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen) hinzugegeben und durch Schwenken gleichméBig verteilt. Das fliissige Gel
wurde nun in einen Gelschlitten (BioRad Laboratories, Miinchen) gegossen und zwei passende
Kéamme (BioRad Laboratories, Miinchen) zur Taschenformung eingetaucht. Nach circa einer
Stunde ist das Gel ausgehdrtet und wurde in eine Gelelektrophoresekammer (BioRad
Laboratories, Miinchen; Pufferfliissigkeit = TBE) eingesetzt. In die Geltaschen wurde nun mit
jeweils 15 pl einer Probe pipettiert, und die Gelelektrophorese fiir ca. 40 Minuten bei 80 Volt
durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden die DNA-Fragmente elektrophoretisch nach ihrer
Lange aufgetrennt. Durch das Anlegen einer Spannung an das Gel wandert die negativ geladene
DNA zur positiven Elektrode. Die Gelmatrix dient dabei als Gitternetzwerk, durch das die DNA-
Fragmente je nach GroBe langsamer oder schneller wandern. Eine mitlaufende DNA-Leiter (100
ng/ul, Dianova, Hamburg) mit verschieden grolen Fragmenten dient als Marker fiir bestimmte
Orte im Gel, bei denen sich DNA-Fragmente spezifischer DNA-Linge befinden. Durch die
Bindung von Ethidiumbromid an die DNA kann das zu bestimmende DNA-Molekiil unter UV-

Licht und mit Hilfe eines an eine Kamera angeschlossenen Computers und dem
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Computerprogramm Quantity-One 4.2.2 (BioRad Laboratories, Miinchen) detektiert werden. Bei
der Arbeit mit dem krebserregenden Ethidiumbromid wurden zum Arbeitsschutz spezielle
Handschuhe und gesonderte Pipetten benutzt; auBerdem wurden die Materialien gesondert
entsorgt. Das Genprodukt einer SOD-G93A-Mutante wurde schlieBlich anhand einer DNA-
Bande im Bereich von 236 Kilobasen identifiziert. Wildtyp-Tiere haben an dieser Stelle keine
spezifische Bande. Die generelle Analysemethodik wurde identisch zu den Vorexperimenten von

Giinther (2015) durchgefiihrt.

300 kb -
200 kb -

Abbildung 4: Quantifizierung des SOD-Genprodukts mittels Gelelektrophorese
DNA Leiter mit Markierungen fiir 200 und 300 Kilobasen; H,O = Negativkontrolle Wasser; wt ¢ = Negativkontrolle
Wildtyp; tg ¢ = transgene Positivkontrolle; wt = Wildtyptier; tg = transgenes Tier. Modifiziert nach Giinther 2015.

2.5. Tierhaltung und Applikation der Versuchssubstanzen

An ihrem 30. Lebenstag wurden die Tiere aus der ZTE in die experimentelle Einrichtung
(Neurobiologisches Labor Prof. Bidhr, Waldweg 33, Gottingen, Deutschland) transferiert. Vor Ort
wurden sie neu auf IVC-Kéfige (individually ventilated cage) je mnach zukiinftiger
Behandlungsgruppe aufgeteilt. Dies erfolgte mindestens eine Woche vor dem Beginn der
verschiedenen Tests, damit sich die Tiere aneinander gewoOhnen konnten und dadurch
bestmogliche experimentelle Bedingungen gewéhrleistet wurden. Die Kéfige und die
dazugehorigen Trinkflaschen waren jeweils mit den Buchstaben A-D, entsprechend der Gruppe

markiert.
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Die Versorgung der Tiere und Reinigung der Kéifige wurde durch die Tierpflegerinnen und
-drztinnen der ZTE libernommen. Durch die separate Kéfigventilation waren die Luftfeuchtigkeit
und Temperatur stets konstant. Auch der Versuchsraum selbst wurde stets bei konstanter
Luftfeuchtigkeit von 60% und 23 °C Raumtemperatur gehalten. Eine Frischluftanlage sorgte fiir
den Austausch der kompletten Raumluft alle 60 Sekunden. Die Tiere erhielten eine vollwertige
Alleinfuttermischung (ssniff, Soest) als Futter, welche als Trockenpellets durch die
Gitterabdeckungen unbegrenzt erreichbar zur Verfiigung stand.

Die Versuchssubstanzen wurden jeweils im Trinkwasser gelost und die Fliissigkeitszufuhr wurde
iiber Trinkbehilter an den Kifigen ermdglicht, wobei diese regelméfig vom Untersucher selbst
kontrolliert wurden. Die Wasserflaschen wurden wochentlich mit frischem Wasser und den darin
gelosten Substanzen aufgefiillt. Dabei wurde auf die Erfahrung aus vorangegangenen
Experimenten der Arbeitsgruppe zuriickgegriffen, dass die Mause im Mittel 20 Gramm wiegen
und pro Tag 4 ml Wasser trinken. Der Trinkflaschenwechsel erfolgte im Sinne der Verblindung
nicht durch den Untersucher selbst.

Im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf (ab einem klinischen Score von 2 — siehe 2.6.) wurden die
Pellets mit Wasser zu Brei aufgeweicht und in einer Plastikschale am Kéfigboden platziert, um
den durch Lihmung funktionell beeintrichtigten Tieren die Nahrungs- und Fliissigkeitszufuhr zu
erleichtern. Dieses Vorgehen entspricht dem der Vorexperimente der Arbeitsgruppe (Giinther

2015).

2.6. Bestimmung eines klinischen Punktesystems als Verlaufsparameter der Erkrankung

und des Uberlebens

Zur klinischen Bestimmung des Krankheitsbeginns, zur Verlaufskontrolle der Erkrankung und
zur statistischen Vergleichbarkeit von Schwere und Progress der Erkrankung zwischen den
Behandlungsgruppen wurde ein klinisch-neurologischer Untersuchungsbefund (clinical score)

nach Weydt et al. (2003) alle drei Tage wie folgt erhoben:
4 Punkte - keinerlei neurologische Defizite, wildtypdhnliche Verhaltensweise, vollstindige

Beinstreckung/-spreizung weg von der lateralen Mittellinie, wiahrend die Maus kopfiiber am

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

2 Punkte - Gestortes Gangbild im Sinne eines ,,Watschelgangs®“, Gang auf allen vier
Extremitdten noch moglich. Ab diesem Punktwert werden Futterpellets mit Wasser zu Brei
aufgeweicht und in einer Plastikschale am Kéfigboden platziert.

1 Punkt - Lihmung mindestens einer hinteren Extremitdt, wobei diese beim Laufen
hinterhergezogen wird. Die Vorderldufe sind nicht betroffen. Das Tier ist in der Lage,
selbststandig Futter zu erreichen und aufzunehmen. Das Tier dreht sich innerhalb 30 Sekunden
selbststindig von der Riicken- in die Bauchlage.

0 Punkte - Unfahigkeit des Tieres, sich selbststindig in weniger als 30 Sekunden aus der
Riicken- in die Bauchlage zu drehen, oder es sind Lahmungserscheinungen in mehr als zwei
Extremitéten 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
iiber 48 Stunden einen Gewichtsverlust von iiber 20% des Maximalgewichtes, ohne dass in dieser
Zeit eine erneute Gewichtszunahme erreicht werden kann.

Der Score wurde wihrend des kompletten Versuchs vom gleichen Untersucher erhoben, um

unterschiedliche subjektive Betrachtungsweisen auszuschlieen.

2.6.1. Krankheitsbeginn und Beginn der schweren Erkrankung

Der Krankheitsbeginn wurde auf den ersten Testtag festgelegt, an dem eine Maus einen
klinischen Score von 3 erreicht hat und somit zum ersten Mal Krankheitszeichen zeigte. Wenn
eine Maus einen Score von 2 direkt nach einem Score von 4 aufwies, wurde dieser Testtag als
Krankheitsbeginn gewertet. Der Beginn der schweren Erkrankung entspricht dem Testtag, an
dem eine Maus zum ersten Mal einen klinischen Score von 2 aufwies und somit erste
Lihmungszeichen zeigte. Ab diesem Punkt wurde das klinisch-neurologische
Untersuchungsintervall auf 24 Stunden verkiirzt, um mdgliche Abbruchkriterien genauer

feststellen zu konnen.
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2.6.2. Uberleben und Versuchsende

Nach dem zuvor beschriebenen Punkteschema des klinischen Status wurde bei Erreichen des
Punktwertes Null ein sofortiges Einschldfern des Versuchstiers mittels CO, durchgefiihrt. Die
Anzahl der Tage von Geburt bis zu diesem Tag geht als Uberlebenszeit in die statistische

Auswertung ein und stellt damit die erreichte Lebenszeit des Tieres dar.

2.7. Klinisch funktionelle Testmethoden
2.7.1. Drehwalzentest Rotarod

Wie in der Einleitung beschrieben, dient der Drehwalzentest zur Analyse der motorischen und
koordinativen Leistungsfahigkeit der Mause und hat sich sowohl in der Literatur als auch in
vorangegangenen Experimenten unserer Arbeitsgruppe als effizientes Tool zur Detektion von
motorischen Ausfillen bewiesen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die motorische
Leistungsfahigkeit der Versuchstiere nach einer kurzen Zeit der Eingew6hnung an das Rotarod
konstant bleibt und es zum Versuchsbeginn keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe gibt. Mit Beginn der Erkrankung wurde erwartet,
dass die Behandlung mit Fasudil, Riluzol und der Kombination aus beiden Stoffen dazu fiihrt,
dass die Laufleistung der Méuse auf dem Rotarod im Vergleich zur Kontrollgruppe erst spiter
abnimmt und dass sie im Verlauf des Experiments durchschnittlich ldnger auf dem RotaRod
laufen konnen.

Ab dem 50. Lebenstag der Méduse wurden diese zwei Mal pro Woche auf einem Rotarod
(Rotarod for mice 47600, UGO BASILE, Comerio, Italien) getestet. Dies entspricht Lebenstag
50, 53, 57, 60, 64, 67, 71, 74, 78, 81, 85, 88, 92, 95, 99, 102, 106, 109, 113, 116, 120, 123, 127,
130, 134, 137, 141, 144, 148 und 151.

Der Aufbau des Tests wurde dabei im Vergleich zu Miyagishi et al. (2012), Fischer et al. (2004),
Miana Mena et al. (2009), Alves et al. (2011) und Giinther (2015) von einer konstanten
Umdrehungszahl zu einer sich beschleunigenden Umdrehungszahl der Walze verdndert, dhnlich
wie in der Arbeit von Klivenyi et al. (1999) oder Mead et al. (2011). Die Mause wurden auf eine
geriffelte Walze aus Gummi gesetzt, welche von zwei Umdrehungen pro Minute kontinuierlich
iiber eine Zeit von fiinf Minuten auf 30 Umdrehungen pro Minute beschleunigt wurde, sodass die

Tiere zundchst langsam und dann schneller vorwirts laufen mussten, um sich auf der Walze zu
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halten. Wenn die Méause erschopft vom Laufen waren und sich daher nicht mehr auf der Walze
halten konnten, fielen sie von der Walze auf eine 2cm tiefer liegende, weiche Unterlage. Bei
diesem Versuch wurde die Zeit, welche die Maus insgesamt auf der Walze verbringt, durch eine
automatische Stoppuhr gestoppt. An jedem Testtag durchlduft eine Maus jeweils drei
Durchginge, wobei jede Maus zwischen den Durchgéngen eine Mindestzeit von 20 Minuten zum
Erholen hatte. So wurde sichergestellt, dass die Miuse die weiteren Laufe nicht schon erschopft
antraten. Der Mittelwert aus allen drei Durchgingen diente als Tagestestwert fiir die jeweilige
Maus. Das Abbruchkriterium des Tests war erreicht, wenn sich die Maus vor dem Beginn des
Tests, also bei stillstehender Walze, nicht mehr von allein auf der Walze halten konnte.

Von diesem Versuchsautbau wurde erwartet, dass er durch die héhere Drehzahl gegen Ende des
Versuchs eine groflere Herausforderung zu Beginn des Experiments fiir die noch gesunden
Maiuse bietet. AuBlerdem wurde erwartet, dass er durch die kleinere Drehzahl am Anfang des
Versuches auch bereits erkrankten Tieren die Moglichkeit gab, sich zu Beginn noch auf der
Walze zu halten, ohne direkt herunterzufallen. Insgesamt wurde also eine grof3ere
Differenzierung der motorischen und koordinativen Leistungsfdhigkeit angestrebt; dies mit dem
Ziel der friiheren Detektion von motorischen Ausfillen und einer besseren Verlaufsbeurteilung

der erkrankten Tiere.

2.7.2. Ganganalyse-Test ,,Catwalk XT*
2.7.2.1. Versuchsautbau und Durchfiihrung der Aufzeichnung des Gangbildes

Der Catwalk XT™ (Noldus, Wageningen, Niederlande) bestand aus einer zwei Meter langen und
ca. 10 cm breiten Glasplatte, welche von ihrer langen Seite aus mit einer griinen Lampe
durchleuchtet wurde. Oberhalb der Glasplatte waren zwei bewegliche Winde befestigt, die in
einem Abstand von 4 cm zueinander eingestellt wurden, sodass ein Laufweg zwischen ihnen
entstand. Der Laufweg war an den beiden kurzen Seiten durch einsetzbare Gitter begrenzt, sodass
die Méuse zwar wenden und hin und her laufen konnten, es ihnen aber nicht mdglich war, den
Laufweg zu verlassen. Uber den beiden Winden und somit 10 cm iiber der Glasplatte befand sich
eine hochklappbare, rot leuchtende Fldche. Einen Meter unterhalb der Glasplatte war eine
Kamera befestigt, welche den kompletten Laufweg von unten filmte und das Bild in Echtzeit an
einen angeschlossenen Computer ibertrug. Die Messungen fanden in einem dunklen und

gerduschfreien Raum statt.
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Abbildung 5: Catwalk XT

Teil A zeigt den Ganganalyseapparat Catwalk XT. Die obere Lampe ist ausgeschaltet und hochgeklappt. Darunter
befindet sich die Glasplatte mit zwei seitlichen Begrenzungen. Der rechts im Bild befindliche Tierstall wurde fiir
dieses Experiment nicht verwendet. B zeigt den Analysevorgang mit bereits markierten Pfotenabdriicken (LF =
Linker Vorderfu3, RF = Rechter Vorderfull, LH= Linker Hinterfull, RH = Rechter HinterfuB).

Mit Beginn am 50. Lebenstag wurde einmal pro Woche das Gangbild der Versuchstiere mit dem
Catwalk aufgezeichnet. Fiir die Gangbildaufzeichnung wurden die Tiere innerhalb des Laufkéfigs
auf die eine Seite der Glasplatte gesetzt, sodass sie die Strecke von selber hin und her ablaufen
konnten. Durch die griine Beleuchtung der Glasplatte durch die Lampe von der Seite erzeugten
die Pfoten der Tiere bei Berlihrung der Glasplatte einen gut sichtbaren griinen Abdruck, welcher
je nach Aufdruckstirke bzw. Gewicht der Tiere variierte. Die Kamera zeichnete diese Abdriicke
und damit den Laufweg der Maus in Echtzeit auf.

Es wurden pro Untersuchungstag fiir jede Maus drei Durchlidufe aufgezeichnet, welche vom
Computer sofort hinsichtlich moglicher Ausschlusskriterien analysiert wurden. Diese waren
erstens eine ungleichmifBige Laufgeschwindigkeit (mehr als 70% Abweichung vom Mittelwert
der Laufgeschwindigkeit wéhrend der Aufzeichnung), zweitens ein Unterschreiten der
Mindestlaufgeschwindigkeit (weniger als 3 cm/s) und drittens ein Uberschreiten der
Maximallaufgeschwindigkeit (mehr als 50 cm/s). Diese Kriterien sorgten dafiir, dass Laufe, bei
denen spiter eine Analyse des Gangbildes nicht moglich gewesen wiére (wie z. B. in denen die

Maus wihrend des Laufens anhilt und erst spater weiterlduft), vom Computer sofort automatisch
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ausgeschlossen wurden. Die Maus wurde wéhrend des Experiments so lange ungestort auf der
Glasplatte sitzen gelassen, bis drei Liufe zusammengekommen waren, die den oben genannten
Kriterien entsprachen. Dies dauerte in der Regel nicht ldnger als fiinf Minuten pro Maus. Die
Tiere wurden dabei nicht von au3en beeinflusst.

Das Abbruchkriterium des Tests war erreicht, wenn die Maus innerhalb von zehn Minuten nicht
mehr in der Lage war, einen Lauf zu absolvieren, der den vorgegebenen Parametern entsprach,

oder élter war als Lebenstag 127.

2.7.2.2. Analyse des Gangbildes mit der Software Noldus Catwalk XT

Nach Aufzeichnung und Abschluss der drei Testlaufe pro Testtag und Maus wurden diese mit
Hilfe der Software Noldus Catwalk XT (Noldus Information Technology, Software Version 9.1)
ausgewertet. Daflir wurden zundchst von der Software automatisch die FuBabdriicke, die
Nasenspitze und der Schwanz der Maus erkannt und zugeordnet. Diese Zuordnung wurde danach
manuell auf ihre Korrektheit iiberpriift. Einzelne, von der Software falsch oder nicht erkannte
Abdriicke wurden manuell korrigiert bzw. erginzt. Im Anschluss wurden die Aufzeichnungen im
Hinblick auf verschiedene Parameter durch die Software automatisch analysiert. Die drei
Testldufe pro Testtag und Maus wurden filir jeden Parameter in einem Mittelwert

zusammengefasst und die Ergebnisse automatisch in einer Excel-Tabelle ausgegeben.

2.7.2.3. Verwendete Parameter des Gangbildes

Wie eingangs beschrieben, lag der Fokus der Auswertungen auf den Parametern, welche bereits
in vorangegangenen Experimenten mit SOD-G93A-Méusen verwendet worden waren. Dies
waren die Schrittlinge der Vorderbeine (stride length), die Flache der FuBabdriicke der
HinterfiiBe (print area) und die Schrittzeit (swing speed) (Mead et al. 2011). Hinzu kam die
Dauer eines Laufs (run duration) (Knippenberg et al. 2010). Die Schrittlinge entspricht dem
mittleren Abstand der ldngsten Zehe zu dem Fersenabdruck des gleichen Fulles im
darauffolgenden Schritt. Die Fliche der HinterfiiBe ist grofer als die der VorderfiiBe und durch
das hohere Gewicht besser zu visualisieren. Sie entspricht der mittleren Fliache aller FuBBabdriicke
der drei Laufe. Die Schrittzeit entspricht der mittleren Zeit pro Schritt, also vom Abheben eines
FuBes bis zum Absetzen desselben Fulles auf der Glasplatte. Die von der Maus bendétigte Zeit

zum Uberqueren der kompletten Glasplatte entspricht der Laufzeit.
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Alle vier Parameter waren so konzipiert, dass sie als weitere Methode neben dem Drehwalzentest
direkt die klinischen Funktionseinschrankungen der Versuchstiere detektieren und damit indirekt
die progressiven Lihmungen im Verlauf beobachten. Die Parameter sind in der Literatur
hinsichtlich ihres Verlaufes unterschiedlich beschrieben, sodass sich eine Pradiktion auch an
klinischen Uberlegungen orientieren sollte. Es ist somit anzunehmen, dass die Schrittlinge im
Rahmen der progressiven Lahmungen kontinuierlich abnimmt und die Dauer eines Laufs sowie
die Schrittzeit im Verlauf zunehmen. Beziiglich der Flache der FuBBabdriicke kann ebenfalls eine
Steigerung angenommen werden, da die distale Extremitidtenmuskulatur bei der ALS zuerst von
Krankheitssymptomen betroffen ist, und somit die Pfotenmuskulatur nicht mehr in der Lage ist,

die einzelnen Zehen zusammenzuhalten.

2.7.3. Novel Object Recognition Test

Fir den Novel Object Recognition Test (NOR) wurde von den UMG-Werkstitten
(Humboldtallee 23, Gottingen, Deutschland) eine 1,0 x 1,0 Meter groBe Box aus grauem
Hartplastik hergestellt. In dieser Box wurde auf der einen Seite mittig eine Markierung 10 cm
von der Wand der Box entfernt eingezeichnet. Auf diese Markierung wurde spéter die zu testende
Maus am Anfang jedes Durchlaufs mit dem Blick zur Wand — also mit dem Blick
entgegengesetzt zu den Testobjekten — gesetzt. Auf der anderen Seite der Box wurde auf beiden
Seiten je eine Markierung eingezeichnet, auf die die jeweiligen Objekte wihrend des Tests
gesetzt wurden.

Ein Versuchsdurchlauf gliederte sich in 4 Phasen, welche in Abbildung 6 dargestellt sind. Zu
Beginn des Versuchs wurde die zu testende Maus fiir 3 Minuten in die leere Arena gesetzt, damit
sie sich an diese gewohnen kann (Familiarisationsphase). Danach wurden fiir 5 Minuten zwei
identische Objekte zusétzlich zur Maus in der Arena platziert (Lernphase). Nach der Lernphase
wurde die Maus fiir 10 Minuten zuriick in ihren Kifig gesetzt (Verzogerungsphase) und die
Versuchsarena und die Versuchsobjekte mit Papiertiichern und 70%igem Alkohol sehr griindlich
gereinigt, sodass keine Riickstinde von Kot oder Urin mehr vorhanden waren. Auflerdem diente
die Reinigung dazu, dass eventuelle Eigengeriiche der Testmiuse beseitigt wurden. Ein
,Markieren* von Bereichen oder Testobjekten durch die Maus wurde somit verhindert. Als vierte
und letzte Phase wurden eins der alten Objekte und ein neues Objekt wieder in die Arena gestellt.

Danach wurde die Maus wie beschrieben fiir flinf Minuten in die Arena gesetzt. Nach fiinf
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Minuten wurde die Maus behutsam aus der Versuchsarena genommen und zuriick in ihren Kéfig
gesetzt.

Als Objekte wurden an Tag 50 zwei grofle Labor-Glasflaschen (alte Objekte) und eine gelbe
Pipettenspitzenbox (neues Objekt), an Tag 88 zwei graue Handschuhboxen (alte Objekte) und ein
blauer Messbecher (neues Objekt), an Tag 102 zwei durchsichtige Glaskolben (alte Objekte) und
ein quadratischer, undurchsichtiger Kunststoffbehilter (neues Objekt) und an Tag 116 zwei halb-

durchsichtige Mineralwasserflaschen (alte Objekte) und ein weil3-griiner Pappkarton gewéhlt.

-
*Familiarisationsphase
*(Die Maus befindet sich alleine in der Arena)

*Lernphase
*(Zwei identische Objekte werden in der Arena positioniert)

*Verzogerungsphase
*(Die Maus verbringt die Zeit in ihrem Kéfig)

*Erinnerungsphase
*(Ein Objekt aus der Lernphase + ein neues Objekt, Videoanalyse )

Abbildung 6: Ablauf der vier Phasen des NOR-Tests

Die fiinfminiitige Erinnerungsphase wurde durch eine Kamera live aufgezeichnet. Die Kamera
wurde dazu durch ein Stativ sowie einen an der Wand befestigten Draht so positioniert, dass sie
sich ca. zwei Meter iiber der Mitte der Versuchsarena befand. Es wurde dabei darauf geachtet,
dass im Bild keine Lichtreflexe vorhanden waren und die Kamera exakt mittig und bei jedem
Versuchsdurchgang identisch positioniert wurde. Der Test wurde fiir jede Maus an den
Lebenstagen 50, 88, 102 und 116 durchgefiihrt.

Die Videos wurden mit der Software Noldus EthoVision XT (Version 8.1, Noldus Information
Technology, Wageningen, Niederlande) geschnitten und analysiert. Als Erstes wurde dazu
innerhalb des Videos die Zone markiert, welche die Versuchsarena darstellt (vgl. Abbildung 7,
schwarz schraffierte Fliche), um mogliche Artefakte zu verhindern. Diese Zone wurde von der
Software auf Testmiuse durchsucht, die spéter in die Berechnung miteinbezogen wurden. Darauf
folgte die Definition einer Strecke zur Skalierung. In diesem Versuch wurde dazu die

Kantenldnge der Versuchsarena benutzt, welche 100 cm in der Realitdt entsprach. Danach wurde
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jeweils das alte und das neue Objekt mit einer Zone markiert (vgl. Abbildung 7: innere blaue
Fliache) und durch die Software eine Zone hinzugefiigt, die einen 2-cm-Umkreis um das Objekt

bildete.

Calibration (all arenas)
distance: 100 cm

Abbildung 7: Versuchsaufbau NOR-Test mit eingezeichneten Analysezonen
Die Abbildung zeigt die Zonen novel object bzw. familiar object, die vom Computer generierten Analysezonen (NO
+ 2 bzw. FO + 2), die Analysefldche Arena 1 sowie den Kalibrierungspfeil (calibration (all arenas)).

Wihrend der Analyse des Versuchsvideos konnte die Software erkennen, an welcher Position
sich die Maus in der Arena befand, und damit errechnen, wie viel und wie schnell sich die Maus
wéhrend der fiinf Minuten bewegte. AuBlerdem wurde aufgezeichnet, wie oft und wie lange sich
die Maus mit ihrer Nasenspitze in den Zonen ,,Objekt + 2 cm* aufhielt. Diese Zeit wurde
entsprechend dem originalen Versuchsdesigns von Ennaceur und Delacour (1988) als
Exploration des Gegenstands gewertet und spéter als ,,Diskriminations-Index* ausgewertet. Als
weitere Verlaufsparameter wurden die ,,zuriickgelegte Distanz* (distance moved) und die ,,Zeit
ohne Bewegung* (time spent immobile) ausgewertet. Die ,,zuriickgelegte Distanz* entsprach der
von der Maus wihrend der fiinfminiitigen Erinnerungsphase zuriickgelegten Strecke. Die ,,Zeit
ohne Bewegung* entsprach der Zeit, die von der Maus wéhrend der Erinnerungsphase mit Sitzen

verbracht wurde. Diese Parameter dienten zum einen dem zusitzlichen Vergleich der

33



Versuchsgruppen und zum anderen dem Vergleich der unterschiedlichen Testtage um eventuelle

Storeinfliisse an bestimmten Tagen zu detektieren.

2.7.4. Bestimmung des Korpergewichts

Vor jedem Drehwalzentest wurde an den entsprechenden Tagen das Gewicht der Versuchstiere in
Gramm mit einer Waage und einem Becherglas bestimmt. Die Méduse wurden einzeln vorsichtig
in das Becherglas gesetzt und gewogen. Nachdem eine Maus gewogen worden war, wurde das
Becherglas mit Wasser und Alkohol gereinigt und abgetrocknet, um Verfalschungen der weiteren
Messungen vorzubeugen. Das Wiegen erfolgte vormittags zu einer standardisierten Zeit, um
Fehler durch unterschiedliche Nahrungsmittelaufnahme bzw. unterschiedliches Trinken im

Tagesverlauf zu minimieren.

2.8. Immunbhistologische Quantifizierung von a-Motoneuronen im Riickenmark in einer

Querschnittsstudie

Um zu einem definierten Zeitpunkt (d120) die Anzahl der a-Motoneurone im Riickenmark zu
quantifizieren und damit mogliche Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der
Kontrollgruppe festzustellen, wurde eine weitere Kohorte Miause geziichtet, welche in keine
anderen Experimente miteinbezogen wurde. Diese Miuse wurden nach dem schon beschriebenen
Prinzip zuféllig in Behandlungsgruppen eingeteilt und wéhrend der Behandlungsphase
regelmifBig untersucht, um den gesundheitlichen Zustand und einen eventuell nétigen Abbruch
des Experiments festzustellen. Insgesamt wurden pro Behandlungsgruppe fiinf und fiir die

Wildtypgruppe drei Méuse in das Experiment miteinbezogen.

2.8.1. Entnahme und Priparation des Riickenmarks nach Giinther et al. (2012)

An Lebenstag 120 wurden die Méuse zunéchst durch das langsame Einstromen von CO; in ihren
Kéfig betdubt und danach mit einer Paraformaldehyd-Losung (PFA) perfundiert. Dies erfolgte
nach der etablieren Methode von Giinther et al. (2012). Hierzu wurde die betdubte Maus zunéchst
griindlich inspiziert, um einen Atemstillstand festzustellen. Danach wurde durch Kratzen einer
Pfote mit einer spitzen Pinzette ein moglicher Schmerzreflex iiberpriift. Falls dieser noch

vorhanden war, wurde weitere 30 Sekunden abgewartet. War der Reflex nicht mehr vorhanden,
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konnte eine sehr tiefe Betdubung angenommen werden. Die Maus wurde als nichstes von ihrem
Kifig auf eine Styroporplatte transferiert und durch das Einbringen von Nadeln durch die Pfoten
auf einer Unterlage fixiert. Danach wurde das Fell und die Haut durch einen medianen
Langsschnitt mit einem scharfen Skalpell (“Préazisa Plus”, Dahlhausen, Koln, Deutschland) am
Oberbauch durchtrennt. Nach dem Durchtrennen der Rippen mit einer spitzen Schere (,,Cohan-
Vannas Spring Scissors®, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) beidseits wurde das
Sternum mit den medialen Teilen der Rippen nach cranial abgeklappt, um das Herz und die
Lungen freizulegen. Nun wurden mit einer 18G Fliigelkaniile, welche durch einen diinnen
Schlauch mit einem Infusomaten verbunden war 100 ml 4 °C kalter Phosphat-Buffer-Solution
(PBS) in die freipriparierte, noch schlagende linke Herzkammer eingebracht. Durch gezielte
Einschnitte in Nase und Leber der Maus konnte das Blut abflieBen und es wurde eine komplette
Perfusion sichergestellt. AnschlieBend erfolgte die Perfusion mit 100 ml einer 4 °C kalten
4%igen Paraformaldehyd-Losung (PFA), was zu einer kompletten Erstarrung des Tieres fiihrte.
Zur Entnahme des Riickenmarks wurde die Maus nunmehr bduchlings mit Nadeln auf der
Unterlage fixiert und danach dorsal ein medianer Langsschnitt entlang der Wirbelsdule
durchgefiihrt. Die Haut wurde zur Seite geklappt und die Riickenmuskulatur mit einem Skalpell
entfernt, sodass die Wirbelbdgen sichtbar wurden. Danach wurden diese mit einer gewinkelten
Schere soweit lateral wie moglich durchtrennt. Dabei wurden von cranial beginnend die
Wirbelbdgen bis zum Kreuzbein entfernt, sodass der Spinalkanal er6ffnet und damit das
Riickenmark freigelegt werden konnte. Nach dem Durchtrennen der Spinalnervenwurzeln mit
einer sehr feinen Nadel wurde das Riickenmark entnommen und fiir eine Stunde in einer PFA-
Losung bei 4 °C. gelagert. Danach erfolgte die Dehydrierung des Gewebes durch die Lagerung in
einer 30%igen Saccharoselosung. Die suffiziente Dehydrierung war gegeben, wenn das
Riickenmark auf den Boden des Becherglases abgesunken war, was in der Regel nach 15-20
Stunden der Fall war.

Zum Erstellen der transversalen Gewebeschnitte wurde die Intumescencia lumbalis des
Riickenmarks mit einem Skalpell abgetrennt, in eine Kryomatrix (Shandon Cyromatrix, Thermo
Fisher Scientific Inc, Kalamazoo, Michigan, USA) eingebettet und mit einer
Gefrierschnittmaschine ,Kryostat®“ (CM-3050-S, Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland) geschnitten. Um eine moglichst gleichmifBige Verteilung der unterschiedlichen
Hohen der Intumescencia lumbalis auf die Objekttrager zu gewéhrleisten, wurden drei Sets mit

jeweils fiinf Objekttrigern verwendet. Die 20 um dicken Schnitte wurden zunéchst im ersten Set
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nacheinander auf die Objekttrager 1 bis 5 verteilt, sodass der sechste neben dem ersten Schnitt
auf Objekttrager 1, der siebte neben dem zweiten Schnitt auf Objekttrager 2 usw. platziert wurde.
Der Abstand zwischen den benachbarten Schnitten auf einem Objekttriger betrug auf diese
Weise 100 um und ein Objekttrager deckte mit fiinf Schnitten somit eine Riickenmarksldnge von
500 um ab. Das Schneiden der beiden weiteren Sets erfolgte nach dem gleichen Prinzip, sodass

insgesamt 1500 pm pro Riickenmark geschnitten wurden.

2.8.2. Immunhistochemische Darstellung der a-Motoneurone

Die Objekttrager wurden zunéchst fiir 30 Minuten in einem Warmeschrank bei 60 °C getrocknet.
Fiir eine bessere Haftung der nachfolgend verwendeten Antikérper an den entsprechenden
Antigenen wurden die Objekttrager flir weitere 30 Minuten in 90 °C heiler 10 mM
Zitronensaurelosung aufbewahrt. Nach zwei weiteren Spiilschritten mit PBS fiir jeweils fiinf
Minuten wurden die Schnitte auf dem Objekttrager mit einem Konturfettstift (Pen, Dako)
umrandet, sodass die spiter verwendeten Losungen auf dem Objekttrager nicht verlaufen
konnten. Als nédchstes wurden die Schnitte fiir eine Stunde mit einer Phosphatpufferlésung mit
5% NDS (Normal Donkey Serum, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) und 0,2%
TritonX100 (T-8787, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) inkubiert. Nach einem erneuten
Abspiilen der Objekttrager mit PBS und einem dreimal 15-miniitigen Waschen der Objekttriger
in einer mit PBS gefiillten Glaskiivette auf einem Schwenktisch wurde der Primérantikorper
Anti-ChAT (Choline Acetyltransferase, goat, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA)
1:100 aufgetragen und die Objekttrager fiir zwolf Stunden bei 4 °C aufbewahrt. Im Anschluss
folgten nach drei weiteren Waschschritten die Inkubation des fluoreszierenden
Sekundérantikorpers Cy3 (donkey anti goat, Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer
Verdiinnung von 1:300 fiir eine Stunde in einer abgedunkelten Box bei 4 °C und drei weitere
Waschschritte. Zur Farbung und damit zur eindeutigen Identifikation von Zellkernen wurde eine
DAPI-Lésung (4,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-aldrich, St. Louis, Missouri, USA) fiir fiinf
Minuten aufgebracht. Danach wurde diese in einem Waschschritt von 3 mal 5 Minuten wieder
abgespiilt. Zuletzt wurden die Objekttrager mit Mowiol (Hoechst, Frankfurt, Germany) betraufelt

und mit einem Deckgldschen eingedeckelt.
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Abbildung 8: Ubersichtsdarstellung eines lumbalen Vorderhorns nach ChAT-
Firbung

Es zeigen sich die durch ChAT-AK rot angefirbten alpha Motoneurone sowie deren durch
DAPI blau angefarbte Zellkerne.

2.8.3. Quantifizierung der a-Motoneurone

Pro Maus wurde aus jedem der drei Schnitt-Sets ein Objekttrager zufdllig ausgewidhlt und
mikroskopisch ausgewertet. Fiir die Darstellung der a-Motoneurone in einem Axioplan
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) wurden
ein cy3 Filter (rot) und fiir Darstellung der Zellkerne ein DAPI Filter (blau) gleichzeitig
verwendet. Als o-Motoneurone wurden alle ChAT-positiven Zellen, die sich anatomisch im
Vorderhorn befinden und einen eindeutig im Zellkorper liegenden Zellkern zeigen, definiert und
manuell ausgezdhlt. Dabei wurde darauf geachtet, dass mindestens 10 Querschnitte, also 20
Vorderhorner pro Tier vorhanden waren. Von jedem Vorderhorn wird mit Hilfe einer Kamera
(AxioCam HRm, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) ein Bild angefertigt. Der
Mittelwert der Anzahl der Motoneurone tiber alle Vorderhorner eines Versuchstieres wurde als N
= 1 gezdhlt. Zur statistischen Analyse wurden t-Tests von unverbundenen Stichproben zwischen

den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe gerechnet.
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2.9. Analysemethodik

Wihrend der Versuche wurden die erhobenen Daten auf einem Datenblatt erfasst und danach
direkt in ein Excel-Datenblatt {ibertragen und aufbereitet. Grafiken und Tabellen wurden
ebenfalls mit Microsoft Excel fiir Mac (Version 14.3.0, Microsoft, Redmond, Washington,
U.S.A.) erstellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit IBM SPSS Advanced
Statistics Version 20.0 (IBM, Armonk, New York, U.S.A.).

Fehlende Werte wurden soweit moglich durch listenweisen Fallausschluss nicht mit in die
Analyse miteinbezogen, falls diese weniger als 5% der Gesamtwerte ausmachten. Im NOR-Test
wurden fehlende Werte durch statistische Analyse und multiple Imputation ergéinzt, um bei einer
hohen Rate von fehlenden Werten eine sinnvolle statistische Analyse zu ermoglichen.
Uberlebensanalysen wurden mittels Log-Rank-Test durchgefiihrt; fiir Analysen des
Erkrankungsbeginns und des Krankheitsverlaufs wurden auf Grund von konstanten
GruppengroBBen Mann-Whitney-U-Tests verwendet.

Fir Zeitreihenanalysen wurden ANOVAS mit Messwiederholung verwendet, deren
Freiheitsgrade mit einem Maulchy-Test auf Sphérizitit tiberpriift und bei nicht gegebener
Varianzgleichheit nach Greenhouse-Geisser korrigiert wurden. Post-hoc-Analysen erfolgten bei

Varianzgleichheit mit einem Tukey-Test bzw. bei ungleichen Varianzen mit einem Dunnet-Test.
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3. Ergebnisse

3.1. Uberleben

Zur Bestimmung der mittleren Uberlebenszeit der Behandlungsgruppen nach einer
prasymptomatischen Behandlung ab Lebenstag 50 wurde, wie im Methodenteil beschrieben, fiir
jede Maus der Zeitraum von der Geburt (Tag 0) bis zum Tag des Einschlidferns (Todestag)
bestimmt. Insgesamt féllt auf, dass die Gruppen im Mittel etwa gleich alt werden, wobei die
durchschnittliche Uberlebenszeit bei 140 Tagen liegt. Die Ril30-Gruppe lebte im Mittel am
langsten (Mean = 143 Tage; SEM = 2.435), die H,O-Gruppe am zweitlingsten (Mean = 142
Tage; SEM = 3.754), die Fas30-Gruppe am drittlingsten (Mean = 139; SEM = 3.041) und die
FasRil30-Gruppe am kiirzesten (Mean = 138; SEM = 2.676). Jeweils ein Tier aus der Ril30-
Gruppe und ein Tier aus der Fas30-Gruppe musste an Tag 121 und 134 wegen anderweitiger
Krankheit aus dem Versuch genommen werden.

Die grafische Auswertung der Uberlebensdaten erfolgte mit einem Kaplan-Meier-Diagramm
(vgl. Abbildung 9). Die beiden aus dem Versuch genommenen Tiere wurden in den jeweiligen
Kurven zensiert. Deskriptiv konnte festgestellt werden, dass die Uberlebenskurven der
Behandlungsgruppen sehr eng beieinander lagen und sich nicht offensichtlich voneinander
unterscheiden. Ein Trend lieB sich nicht ausmachen. Zur statistischen Analyse wurde ein Log-
Rank-Test benutzt, der keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zeigte (Xz(g) =
1,579; p = .664), sodass von weiteren paarweisen Vergleichen abgesehen wurde.
Zusammenfassend ldsst sich daher feststellen, dass sich die Behandlungsgruppen im Uberleben

nicht von der Kontrollgruppe unterscheiden.
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Abbildung 9: Kaplan — Meier — Diagramm fiir das Uberleben der Behandlungsgruppen
H,0: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil/kg (jeweils n = 14).

3.2. Klinisch funktionelle und kognitive Tests
3.2.1. Klinischer Score
3.2.1.1. Krankheitsbeginn

Der Krankheitsbeginn wurde, wie im Methodenteil beschrieben, bei klinischer Untersuchung der
Mause per Inspektion festgestellt. Der Tag, an dem die ersten Symptome auftraten, wurde als
Krankheitsbeginn gewertet. Im Mittel lag dieser in der Ril30-Gruppe an Tag 105 (SEM = 4,95),
in der H,0-Gruppe an Tag 101 (SEM = 3,55), in der Fas30-Gruppe an Tag 92 (SEM = 3,85) und
in der FasRil30-Gruppe an Tag 108 (SEM = 3,17) (vgl. Abbildung 10).

In einer univariaten Varianzanalyse zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Intersubjektfaktors
,QGruppe* auf die Variable ,,Tag des Krankheitsbeginns* (F3y= 3,033; p = .037; n* = .149). Eine
weitere Aufschliisselung durch einen Post-Hoc-Tukey-Test ergab zwar einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen Fas30 und FasRil30 (p = .037), aber keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 10: Darstellung des mittleren klinischen Krankheitsbeginns

H,0: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil’kg (jeweils n=14). Angegeben sind Mittelwerte +/- Standardfehler; * = p<0.05. Der
Krankheitsbeginn entsprach einem erstmaligem klinischen Score von 3.

Zur weiteren Analyse wurden die Daten in einem Diagramm nach Kaplan-Meier aufgetragen. Es
fallt auf, dass die Kurve der Fas30-Gruppe ab Tag 75 unter den Kurven der anderen Gruppen
liegt, wobei die Kurven der Ril30- und Kombinationsbehandlungsgruppe iiber den anderen
Kurven liegen. Zur statistischen Analyse wurde ein Mann-Whitney-U-Test gerechnet, der einen
generellen signifikanten Gruppenunterschied feststellen konnte (x2(3) = 9,245; p = .026),
spezifisch aufgeschliisselt ergaben sich signifikante Unterschied von Fas30 gegentiber Ril30 (X2(3)
=4,574; p = .032) sowie gegeniiber FasRil30 (X2(3) = 6,740; p = .008). Keine Gruppe unterschied
sich signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Kaplan — Meier — Diagramm zur Darstellung des klinischen Krankheitsbeginns

H,0: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil’kg (jeweils n=14). Das Diagramm zeigt den kummulativen Anteil der gesunden Tiere je
Versuchsgruppe (n=14) im zeitlichen Verlauf des Experiments.

3.2.1.2. Beginn der schweren Krankheit

Auch der Beginn der schweren Krankheit wurde durch klinische Untersuchung der Mause per
Inspektion wie bereits beschrieben festgestellt. Im Mittel lag dieser fiir die H;O-Gruppe an Tag
126 (SEM = 2,66), die Ril30-Gruppe an Tag 135 (SEM = 3,35), fiir die Fas30-Gruppe an Tag
121 (SEM = 2,64) und fiir die FasRil30-Gruppe an Tag 127 (SEM = 1,97) (vgl. Abbildung 12).
Dabei fillt zunédchst auf, dass der Wert fiir die Ril30-Gruppe deutlich hoher liegt als die Werte
der anderen zwei Behandlungsgruppen, jedoch mit 3,35 Tagen auch den groBten Standardfehler
hat (H,O: SEM = 2,66; Fas30: SEM = 2,64; FasRil30: SEM = 1,97). Der fiir den
Krankheitsbeginn noch erkennbare Unterschied der Gruppen Fas30 und FasRil30 ist nun deutlich
kleiner.

Die statistische Analyse durch eine univariate ANOVA zeigte einen signifikanten Einfluss des
Intersubjektfaktors ,,Gruppe* auf die Variable ,,Beginn der schweren Krankheit* (F3) = 4,642; p
=.006 > = .211). Durch die post-hoc durchgefiihrten Tukey-Tests konnte zwar ein signifikanter
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Unterschied zwischen den Gruppen Ril30 und Fas30 (p = .003), jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe nachweisen werden.

Alter (Tage)
o
(V)]

®H20 W Ril30 B Fas30 B FasRil30

Abbildung 12: Darstellung des mittleren Beginns der schweren Krankheit

H>0: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil/kg (jeweils n=14). Die Grafik zeigt den mittleren Beginn der schweren Krankheit pro Gruppe,
welcher einem klinischen Score von 2 entspricht. Die Fehlerbalken entsprechen dem Strandardfehler. * = p<0.05.

Die Daten wurden nach der Auswertung der Mittelwerte zur besseren Ubersicht in einem
Diagramm nach Kaplan-Meier aufgetragen. Es féllt auf, dass die Kurve der Fas30-Gruppe ab Tag
110 unter den Kurven der anderen Gruppen liegt, wobei anders als bei der Auswertung des
Krankheitsbeginns die Ril30 Kurve mit Ausnahme von einzelnen Beriihrungspunkten mit der
FasRil30 Kurve kontinuierlich iiber den anderen Kurven liegt. Die anderen Gruppen schneiden
die x-Achse ungefahr ab Tag 135; somit sind alle Tiere schwer erkrankt. Zu diesem Zeitpunkt
sind noch vier Tiere aus der Ril30-Gruppe nicht schwer erkrankt.

Zur statistischen Analyse wurde ein Mann-Whitney-U-Test gerechnet, der einen generellen
signifikanten Gruppenunterschied feststellen konnte (x2(3) = 9,836; p = .020), spezifisch
aufgeschliisselt ergab sich ein signifikanter Unterschied von Fas30 gegeniiber Ril30 (Xz(l) =
8,446; p = .004), sowie ein Trent fiir einen Unterschied zwischen FasRil30 und Ril30 (xz(l) =
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3,065; p = .080). Keine Gruppe unterschied sich signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (vgl.
Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung des kumulativen Anteils der nicht schwerkranken Tiere je
Versuchsgruppe im zeitlichen Verlauf des Experiments

H,O: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil/kg (jeweils n=14).

3.3. Drehwalzentest Rotarod

Bei der deskriptiven Betrachtung der Daten fillt zunéchst auf, dass fiir alle Behandlungsgruppen
sowie fiir die Wildtypen bis zum Tag 74 die verbrachte Zeit auf dem Rotarod im Mittel konstant
iiber 230 Sekunden lag, nachdem sie von Tag 50 auf Tag 53 zunéchst leicht angestiegen war. Im
Verlauf des Experiments wurde von keiner Gruppe der Maximalwert von im Mittel 300
Sekunden erreicht. Die Wildtypen zeigten wihrend des gesamten Versuches konstante
Laufleistungen von iiber 260 Sekunden. Im Gegensatz dazu verschlechterten sich die Gruppen
Ril30 und Fas30 ab Tag 85, die Gruppe FasRil30 ab Tag 102 und die Gruppe H,O ab Tag 106
kontinuierlich bis zum Ende des Experiments. Es ist auffillig, dass die Gruppe H,O dabei die
Gruppe war, die am lingsten konstante Werte zeigte. Der Abfall der Kurven war nach den

genannten Tagen sehr steil, sodass bereits an Tag 134 keine Gruppe mehr {iber eine Laufleistung
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von im Mittel 50 Sekunden kam (vgl. Abbildung 14), wobei die Grenze von im Mittel 150
Sekunden zundchst von der Fas30-Gruppe an Tag 116 mit einem Mittelwert von 118,48
Sekunden unterschritten wurde. An Tag 120 folgte die Gruppe Ril30 mit einem Mittelwert von
149,30 Sekunden und an Tag 123 die Gruppe H,O sowie die Gruppe FasRil30 mit einem
Mittelwert von 146,10 bzw. 117,02. Ab Tag 112 ist dabei jedoch zu beachten, dass bis zum
Ende kontinuierlich mehr Tiere aus dem Experiment ausschieden, da sie einen klinischen Score

von Null erreichten. Der letzte Tag mit jeweils 14 Tieren pro Behandlungsgruppe war Tag 109.

Versuchstag H,0 Ril30 Fas30 FasRil30 WT
dso 237,71 254,98 243,43 24431 273,53
ds3 259,98 267,93 252,79 263,33 272,80
ds7 274,26 265,14 249,26 279,64 287,27
deo 279,50 262,60 258,02 277,64 290,53
do4 278,33 259,02 242,57 267,74 294,13
de7 270,69 260,17 255,90 285,07 295,40
d71 265,00 253,81 247,43 279,38 292,13
d74 272,76 249,43 261,95 268,64 295,47
d78 262,40 252,21 256,10 265,93 285,73
ds81 277,26 252,50 253,79 273,38 295,13
ds8s 269,00 241,10 247,21 277,50 291,07
dss 277,55 235,33 234,36 276,12 295,87
do2 278,17 248,07 220,24 279,67 298,80
dos 268,98 241,60 230,21 278,05 297,53
do9 269,29 234,64 227,33 277,00 295,00
d102 263,19 226,98 227,95 266,57 282,47
d106 263,67 222,60 206,29 252,48 287,27
d109 248,24 216,45 186,07 240,19 297,07
d113 224,40 197,76 161,81 213,17 290,07
d116 203,36 166,93 118,48 187,26 287,47
d120 168,57 149,31 104,21 156,55 297,60
di23 146,10 129,38 75,60 117,02 294,07
d127 111,69 97,14 57,81 77,33 283,13
d130 75,29 65,31 42,38 41,38 267,67
d134 37,19 47,17 18,40 18,38 290,20
di137 18,10 24,24 11,86 9,67 291,93
d141 0,00 24,49 1,62 9,42 299,00
d144 0,00 15,79 0,00 5,76 291,80
d148 0,00 8,77 0,00 2,18 288,80
d151 0,00 0,00 0,00 1,70 292,60

Tabelle 3: Mittelwerte der Zeit auf dem Rotarod (s) der Versuchsgruppen an den entsprechenden
Versuchstagen

45



Fiir die statistische Analyse der Daten wurden zur exakteren Vergleichbarkeit der Gruppen nur
die Tage herangezogen, an denen in den Behandlungsgruppen noch jeweils alle 14 Tiere
vorhanden waren. An Lebenstag 119 wurde die erste Maus der FasRil30-Gruppe nach dem
Erreichen eines klinischen Punktwerts von Null eingeschléfert. In die statistische Berechnung
wurde daher der Zeitraum zwischen Tag 50-109, was 18 Testtagen entsprach, einbezogen (vgl.
vertikale Linie in Abbildung 14). Fiir diese Testtage wurde eine ANOVA mit Messwiederholung
gerechnet. Diese konnte zwar einen signifikanten Einfluss des Innersubjektfaktors ,,Zeit™ auf die
Variable ,,Zeit auf dem Rotarod* (F. 321)= 4,735; p = .001; n® = .078), jedoch keine Interaktion
der Gruppenzugehorigkeit mit dem Faktor ,.Zeit“ (Fa7309) = 1.341; p = .166; n’ = .087)
nachweisen.

Zur genaueren Betrachtung der Behandlungsgruppen wurden deshalb die Wildtypen aus der
weiteren statistischen Berechnung ausgeschlossen. Es wurde erneut eine ANOVA mit
Messwiederholung gerechnet. Auch in dieser Analyse zeigte sich ein signifikanter Einfluss des
Innersubjektfaktors ,,Zeit* auf die Variable ,,Zeit auf dem Rotarod* (F.251)= 7,263; p <.001; n2 =
.123). Eine Interaktion der Gruppenzugehdrigkeit mit dem Faktor ,,Zeit* konnte jedoch iiber
einen Trend hinaus nicht gezeigt (F(12.843)= 1,430; p = .148; n2 =.076) und somit ein Einfluss der
Behandlung auf die Laufleistung nicht bewiesen werden.

Zusammenfassend finden sich daher in diesem Test keine Unterschiede beziiglich der getesteten

Variablen zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Mittlere Zeit auf dem Rotarod pro Versuchsgruppe und Testtag
H,O: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil/kg. Statistische Berechnungen wurden bis Tag 109 (gestrichelte Linie) durchgefiihrt; durch das
Versterben beruhen die Mittwelwerte im weiteren Verlauf auf kontinuierlich weniger Tieren.

3.4. Ganganalyse Test ,,Catwalk*
3.4.1. Mittlere Dauer eines Versuchsdurchlaufs ,,run duration

Die mittlere Dauer eines Versuchsdurchlaufs ergab sich als Mittelwert der drei einzelnen Laufe
pro Maus an jedem Versuchstag. In Abbildung 15 wurden die Mittelwerte der Gruppen pro
Versuchstag aufgetragen. Es wird dadurch deutlich, dass die Tiere ab Tag 64 eine kontinuierliche
Laufzeit zwischen 1,5 und 2,5 Sekunden bendtigten. Ab Tag 103 stiegen die Laufzeiten vor allem
in der Fas30-Gruppe und der FasRil30-Gruppe an. Die Wildtypen bendétigten ab Tag 71 bis zum
Ende des Versuchs die kiirzesten Zeiten. Insgesamt ldsst sich jedoch eine grofe
Standardabweichung finden (vgl. Tabelle 4).

Es lagen insgesamt 52 vollstindige Datensitze vor; aufgeschliisselt nach Versuchsgruppe: Ril30
n=13, H,O n=12, Fas30 n=10, FasRil30 n=13 und WT n=4. In der statistischen Analyse durch
eine  ANOVA mit Messwiederholung =zeigte sich ein signifikanter FEinfluss des

Innersubjektfaktors ,,Zeit* auf die Variable ,,Laufdauer” (F733)=5,267; p <.001; n2 =.092). Ein
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eine Interaktion der Variablen, also ein Einfluss der Gruppenzugehorigkeit auf das Testergebnis,
konnte nicht nachgewiesen werden (F(26.964)= .978; p = .499; n’ =.077).

Nach Ausschluss der Wildtypen zeigte sich erneut eine Verdnderung der Laufdauer iiber die Zeit
(F6.663y=6,811; p <.001; n2 = .134) und kein Einfluss der Behandlung auf die Laufdauer (F(19.990
=1,048; p = .406; n° = .067).

Es zeigte sich demnach ein allgemeiner Unterschied der Laufdauer iiber den Versuchszeitraum,
jedoch =zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der

Kontrollgruppe bzw. kein Unterschied zwischen Wildtypen und transgenen Tieren.
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Abbildung 15: Mittlere Laufdauer der Miuse nach Behandlungsgruppen an den Testtagen
H,0: Kontrollgruppe (n=12); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=13); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n=10); FasRil30: Sowohl
30 mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil/kg (n=13); WT: Gesunde Wildtypen (n=4).
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Versuchstag H,0 Ril30 Fas30 FasRil30 WT

dso 1,22 3,15 1,34 1,70 0,70
ds7 0,48 3,19 1,26 0,61 0,19
do4 0,62 0,80 0,53 0,77 0,67
d71 1,88 0,69 0,67 0,47 0,78
d78 0,79 0,76 0,54 0,49 0,44
ds8s 0,54 0,59 1,20 0,66 0,50
d92 0,94 0,78 0,79 0,88 0,59
d99 1,21 1,40 0,75 0,63 0,32
d106 0,74 1,26 0,84 0,82 0,42
d113 1,10 0,70 1,70 2,52 1,67
d120 0,92 0,99 1,24 0,88 0,42

Tabelle 4: Standardabweichungen der Gruppen fiir die Mittlere Laufdauer (s) pro Testtag

3.4.2. Schrittldnge ,,stride length*

Die Schrittlinge der Vorderbeine entsprach dem Abstand von der Spitze eines Pfotenabdrucks bis
zur Spitze des Abdrucks derselben Pfote nach dem néichsten Schritt. Betrachtet wurden die fiir die
Testtage iiber die Versuchsgruppen gemittelten Werte der oberen Extremitét.

Es lagen insgesamt 45 vollstindige Datensitze vor; aufgeschliisselt nach Versuchsgruppe: Ril30
n=9, H,O n=11, Fas30 n=9, FasRil30 n=12 und WT n=4. Bei der Betrachtung von Abbildung 16
fallt zundchst auf, dass alle Gruppen eine dhnliche Schrittlinge aufwiesen, welche sich iiber den
Zeitraum des Experiments nicht dramatisch verdnderte. Die Werte lagen fiir die SOD-G93A-
Tiere von Tag 50 bis 113 im Bereich zwischen 6 und 8 cm, wobei die Werte zunéchst leicht
ansteigen und ab ungefahr Tag 85 bis zum Ende leicht abfielen. Die Wildtypgruppe zeigte einen
kontinuierlichen Anstieg von ca. 6 cm bis liber 8 cm.

Durch eine ANOVA mit Messwiederholung lie sich dieser Eindruck durch einen signifikanten
Einfluss des Faktors ,,Zeit* auf die Variable ,,Schrittlinge* bestétigen (Fs s45)= 10,916; p < .001;
n® = .214). Auch eine Interaktion der Behandlungsgruppe mit dem Testtag hinsichtlich der
Variable ,,Schrittlinge* konnte nachgewiesen werden (F(26.179) = 2,181; p = .001; n® =.179). Da
dieser deskriptiv durch die hohen Werte der Wildtypen gegen Ende des Versuchs erkldrbar
scheint (d113 und d120), wurde an diesen Tagen eine univariate ANOVA gerechnet. Diese
deckte zunichst einen signifikanten Gruppenunterschied auf (Fu) = 5,339; p = .001; n’ = .287),
welcher durch einen post-hoc Tukey-Test den Unterschied der Wildtypen zu allen anderen

Gruppen an diesen Tagen bestitigte.
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Nach Ausschluss der Wildtypen zur Uberpriifung des Behandlungseinflusses zeigte sich erneut
ein Einfluss des Faktors ,,Zeit* auf die Variable ,,Schrittlange* (F475) = 9,618; p < .001; n2 =
.206), jedoch keine Interaktion der Variablen ,,Gruppe* und ,,Zeit* (F(19.424)= 1,012; p = .382; 112
=.080).

Zusammengefasst zeigt sich im Versuchsverlauf ein genereller Unterschied der Schrittldnge.
AulBerdem findet sich ein Unterschied der Wildtypen gegeniiber den transgenen Tieren am Ende
des Versuchszeitraums. Ein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen und der

Kontrollgruppe lésst sich nicht feststellen.
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Abbildung 16: Mittlere Schrittliinge der Vorderpfoten pro Gruppe und Versuchstag
H,0: Kontrollgruppe (n=12); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=9); Fas30: 30 mg Fasudil/’kg (n=9); FasRil30: Sowohl 30
mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil/kg (n=11); WT: Gesunde Wildtypen (n=4); * = p<0.05.

3.4.3. Flache des Pfotenabdrucks ,print area*

Wie anhand von Abbildung 17 deutlich wird, zeigte sich die Fliache des Pfotenabdrucks der
HinterfiiBe durch alle Gruppen hinweg an den Tagen 50 bis 92 relativ konstant bei Werten um 0,3
cm’. Im weiteren Verlauf des Experiments nahm die Fliche bei den Wildtyptieren bis auf einen
Wert von 0,35 cm” kontinuierlich leicht zu. Bei allen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe

nahm die Flache kontinuierlich ab, wobei dies bei der Fas30-Gruppe, gefolgt von der FasRil30-
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Gruppe, am stirksten der Fall war. Die Ril30-Gruppe unterschied sich deskriptiv kaum von der
H,O-Gruppe.

Es lagen insgesamt 45 vollstindige Datensitze vor; aufgeschliisselt nach Versuchsgruppe (Ril30
n=9, H,0O n=11, Fas30 n=9, FasRil30 n=12 und WT n=4). Zur statistischen Auswertung wurde
eine ANOVA mit Messwiederholung verwendet, welche einen signifikanten Einfluss des
Innersubjektfaktors ,,Zeit“ auf die Variable ,,Fliche des Pfotenabdrucks® (Fs.2i1) = 6,254; p <
.001; 112 =.135) zeigte. Eine Interaktion der Variablen ,,Zeit* und ,,Gruppe* konnte allenfalls als
Trend gezeigt werden (F(20.843)= 1,362; p = .141; n® = .120). Deskriptiv ist dieser Gruppeneinfluss
durch die Wildtypgruppe zu erkliren, die als einzige Gruppe konstante Werte aufwies.

In einer Analyse der Versuchstiere ohne Wildtyptiere zeigte sich erneut eine signifikante
Anderung der ,,Fliche des Pfotenabdrucks® iiber den Versuchsverlauf (Fs.123) = 8,544; p < .001;
n® = .188) jedoch im Mittel der Tage — wie erwartet — kein signifikanter Einfluss der Gruppe auf
die Variable ,,Flache des Pfotenabdrucks® (Fi5368)= 0,661; p = .824; n2 =.051).
Zusammengefasst ergab sich somit sowohl eine Verdnderung der Fliche des Pfotenabdrucks iiber
den Zeitraum des Experiments als auch ein Trend zu Unterschieden der Wildtypen zu den
transgenen Tieren gegen Ende des Versuchszeitraums. Es lief3 sich allerdings kein signifikanter

Unterschied der Behandlungsgruppen gegeniiber der Kontrollgruppe im Verlauf feststellen.
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Abbildung 17: Mittlere Fliche der Hinterfuf3-Pfotenabdriicke pro Gruppe und Versuchstag
H,0: Kontrollgruppe (n=11); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=9); Fas30: 30 mg Fasudil/’kg (n=9); FasRil30: Sowohl 30
mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil/kg (n=12); WT: Gesunde Wildtypen (n=4).

3.4.4. Schrittgeschwindigkeit ,,swing speed

Die Schrittgeschwindigkeit ist, wie im Methodenteil beschrieben, die Schnelligkeit der
Extremitdtenbewegungen der Méuse wihrend des Laufens, welche in Zentimeter pro Sekunde
angegeben wird. Anhand von Abbildung 18 wird deutlich, dass diese am Anfang des
Experimentalzeitraums zunéchst leicht anstieg, und danach fiir einen Zeitraum von acht Wochen
ungefahr 80 cm/s betrug. Gegen Ende des Experiments fiel sie bei den SOD-G93A-Tieren ab Tag
106 ab. Ab Tag 85 wies die Fas30 Gruppe konstant geringere Mittelwerte als die anderen
Versuchsgruppen auf. Die gesunden Wildtyptiere erreichten ab Tag 85 hohere Mittelwerte als die
restlichen Versuchsgruppen.

Es lagen insgesamt 47 vollstindige Datensétze vor (Ril30 n=10, H>O n=11, Fas30 n=9, FasRil30
n=13 und WT n=4). Die statistische Auswertung erfolgte durch eine ANOVA mit
Messwiederholung. Es zeigte sich ein genereller, statistisch signifikanter Einfluss des
Innersubjektfaktors ,,Zeit* auf die Variable ,,Schrittgeschwindigkeit™ (F.932)= 10,070; p < .001;
n® = .193). Auch eine Interaktion der Gruppen mit der zeitlichen Komponente konnte gezeigt

werden (F7.729) = 2,002; p = .003; n2 = .160). Anhand von Abbildung 18 ldsst sich erneut
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vermuten, dass diese vor allem durch die generell hohen Werte der Wildtypen gegen Ende des
Experiments erkldrt werden kann. Dies bestétigte sich fiir Tag 113 in einer univariaten ANOVA
mit post-hoc Tests (F4)=6,772; p < .001; n® =.388; WT sig. Ril30/H,0/Fas30/FasRil30 p < .001)
sowie fiir Tag 120 (F4)= 5.530; p = .001; n® =.320; WT sig. Ril30 p = .040; H,0 p = .015; Fas30
p =.002; FasRil30 p =.001).

In einer weiteren statistischen Analyse der Versuchsgruppen ohne Wildtyptiere zeigte sich zwar
eine signifikante Verdnderung der ,,Schrittgeschwindigkeit* im Zeitverlauf (F728)= 13,272; p <
.001; 1> = .254), allerdings wie erwartet kein signifikanter Einfluss der Gruppenzugehérigkeit in
Verbindung mit der Zeit auf die Variable ,,Schrittgeschwindigkeit™ (Fo.185)= 1,027; p = .431; 112
=.073).

Zusammenfassend lédsst sich somit feststellen, dass die Schrittgeschwindigkeit in den Gruppen
mit SOD-G93A-Tieren zum Ende des Experiments signifikant sinkt und ab Tag 113
Unterschiede der transgenen Tiere zu den Wildtypen vorhanden sind. Keine Unterschiede zeigen

sich zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe.

140
% %
120
E
< 100
'% ——H20
2 80
g =¢Ril30
g
< 60 —*—Fas30
g
& —*=FasRil30
= 40
S —>=WT
wn
20
0

d50 d57 de4 d71 d78 d85 d92 d99 d106 d113 d120
Alter (Tage)

Abbildung 18: Mittlere Schrittgeschwindigkeit pro Gruppe und Versuchstag
H,0: Kontrollgruppe (n=11); Ril30: 30 mg Riluzol/’kg (n=10); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n=9); FasRil30: Sowohl 30
mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil/kg (n=13); WT: Gesunde Wildtypen (n=4); * = p<0.05
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3.5. Korpergewicht

Auffallend bei der Betrachtung der Daten zum Korpergewicht der Méuse ist, dass zundchst ein
sehr homogener Anstieg des Gewichts iiber alle Gruppen vorliegt und ca. ab Tag 81 die
Mittelwerte der Gruppen bis zum Ende des Versuchs alle um 20 Gramm liegen. Deskriptiv lassen
sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen Behandlungs- und Testgruppen feststellen (vgl.
Abbildung 19). Auch zeigen die SOD-G93A-Gruppen zunichst keinen Unterschied zur Gruppe
der Wildtypen. Ab Tag 81 sind die Wildtypen ca. ein Gramm schwerer als die SOD-G93A-
Maiuse. In Abbildung 19 sind die Ergebnisse zusammengefasst, wobei nur die Versuchstage bis
inklusive Tag 109 dargestellt sind, da ab diesem Zeitpunkt die ersten Tiere verstarben und die
Mittelwerte somit kontinuierlich in ihrer Aussagekraft verlieren. Zusitzlich zu dem
beschriebenen Zeitraum sind die Ergebnisse der Tage 109-148 in Tabelle 6 zusammengefasst. Es
lasst sich in diesen Tagen eine generelle Gewichtsabnahme um ca. 2 Gramm, also 10% des
Maximalgewichts, feststellen.

Bei der statistischen Analyse der Daten im Zeitraum Tag 50-109 durch eine ANOVA mit
Messwiederholung zeigte sich nur ein signifikanter Einfluss des Innersubjektfaktors ,,Zeit* auf
die Variable ,,Gewicht* (F(5932) = 104,469; p < .001; n2 = .668); eine Interaktion der beiden
Faktoren konnte nicht gezeigt werden (F17.795)= 1,463; p = .223; n® =.067).

Somit konnte zwar ein hochsignifikanter Gewichtsanstieg iiber die Zeit, jedoch beziiglich des
Korpergewichts kein Unterschied der Behandlungsgruppen gegeniiber der Kontrollgruppe und

kein Unterschied der transgenen Tiere im Vergleich mit den Wildtypen gezeigt werden.
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Abbildung 19: Darstellung des Korpergewichts (g) der Versuchstiere iiber die Testtage

H,0: Kontrollgruppe (n=14); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=14); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n=14); FasRil30: Sowohl
30 mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil’kg (n=14); WT: Gesunde Wildtypen (n=5). Statistische Berechnungen
wurden bis Tag 109 (gestrichelte Linie) durchgefiihrt; durch das Versterben beruhen die Mittwelwerte im weiteren

Verlauf auf kontinuierlich weniger Tieren.
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Ril30 H,O Fas30 FasRil30 WT

dso0 17,60 17,24 18,00 18,23 17,44
d53 17,92 17,80 18,18 18,57 17,76
ds7 18,17 17,71 18,59 18,66 18,08
d6o 18,47 18,64 18,82 19,19 18,72
do4 18,96 19,02 19,08 19,29 19,02
d67 18,97 19,34 19,80 19,54 19,54
d71 19,00 19,41 19,67 19,69 20,02
d74 19,19 19,51 19,72 19,99 19,22
d78 19,31 19,50 19,94 19,95 19,98
d81 19,67 19,91 20,12 20,35 20,66
d85 19,64 20,29 19,95 20,57 21,16
d88 19,72 20,23 20,20 20,98 20,98
d92 19,64 20,24 20,32 20,32 20,66
d9s 19,95 20,33 20,46 20,49 21,20
d99 20,03 20,65 20,48 20,73 21,36
d102 20,13 20,68 20,35 21,00 21,74
d10e 20,13 20,39 20,25 20,50 21,26
d109 20,09 20,14 20,02 20,46 21,98
d113 20,02 19,76 19,82 20,17 23,06
d116 19,96 19,93 19,58 20,07 22,30
d120 19,45 19,39 18,95 19,60 22,32
d123 19,29 19,33 19,28 19,20 22,72
d127 18,59 18,95 18,97 18,49 23,38
d130 18,53 18,40 19,16 17,99 23,42
d134 18,05 17,99 18,40 17,87 23,40
d137 18,19 17,16 18,17 18,08 23,72
d141 17,36 16,83 18,38 17,27 24,60
d144 17,58 16,45 17,92 16,80 24,70
d148 19,13 16,05 17,70 16,55 23,70
d151 18,80 - 17,00 17,10 24,58

Tabelle 5: Mittleres Gewicht der Versuchsgruppen an den entsprechenden Versuchstagen

3.6. Novel Object Recognition Test

Die Auswertung des Novel Object Recognition Test (NOR) wurde, wie im Methodenteil
beschrieben, mit Hilfe der Software EthoVision XT Version 8 (Noldus, Wageningen,
Niederlande) durchgefiihrt. Dabei wurden gezielt die Parameter ,,Zuriickgelegte Distanz®, ,,Zeit
ohne Bewegung“ und der ,Diskriminations-Index* ausgewertet. Wie erwartet entstanden
dadurch, dass sich die Mause wihrend der Datenerhebung teilweise nicht bewegten und somit
keine Daten hinsichtlich der Diskrimination generieren konnten, fehlende Werte fiir einzelne
Testtage (siehe Tabelle 6). Die verschiedenen Griinde hierfiir werden in der Diskussion erdrtert.

Fiir die Auswertung wurden die fehlenden Daten, wie im Analyseplan beschrieben, ergénzt.
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Fehlend

Versuchstag N
Anzahl Prozent
dso0 57 6 9,5
ds8s8 58 5 7,9
d102 47 16 25,4
d116 55 8 12,7

Tabelle 6: Anzahl der fehlenden Werte pro Testtag

3.6.1. Zuriickgelegte Distanz

Bei Betrachtung der zuriickgelegten Distanz fallt zunidchst auf, dass diese an den einzelnen
Testtagen variiert und an allen Tagen eine grof3e Streuung der Daten in allen Gruppen vorliegt.
Wie in Tabelle 7 und Abbildung 20 gezeigt, stieg der Mittelwert der Laufleistung iiber alle
Behandlungsgruppen hinweg von d50 zu d88 an, um danach an Tag 102 wieder zu fallen und an

d116 erneut anzusteigen.

Gruppe ds0 dss d102 d116
Ril30 22,88 26,59 21,85 22,13
H,0 21,34 22,34 16,38 22,23
Fas30 16,38 21,86 17,33 24,09
FasRil30 17,97 28,03 25,78 21,55
WT 22,18 22,12 17,31 34,59
Mittelwert 19,85 24,52 20,12 23,44

Tabelle 7: Gemittelte zuriickgelegte Distanz (m), differenziert nach Testtag und Gruppe
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Abbildung 20: Zuriickgelegte Distanz (m), differenziert nach Testgruppe und Testtag

H,0: Kontrollgruppe (n=14); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=14); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n=14); FasRil30: Sowohl
30 mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil’kg (n=14); WT: Gesunde Wildtypen (n=5). Die Darstellung dient der
Ubersicht; die x-Achsen Intervalle sind nicht linear skaliert. Die Fehlerbalken entsprechen + 1 SD.

Nach multipler Imputation wurden die Daten durch eine ANOVA mit Messwiederholung
analysiert. Es konnte kein signifikanter Einfluss des Innersubjektfaktors ,,Zeit* auf die Variable
,wZuriickgelegte Strecke™ und damit keine Verdnderung der Laufstrecke iiber die Zeit gezeigt
werden (F(2.508)= 1,383; p = .250; n2 =.023). Eine statistische Interaktion der Faktoren ,,Zeit* und
,Gruppe®, welche einen Gruppeneinfluss gezeigt hitte, bestand nicht (F0392)= 1,051; p = .404;
n’° = .068). Auch nach Ausschluss der Wildtypen zeigte sich bei der Analyse der
Versuchsgruppen kein Einfluss der Zeit auf die Strecke (F(7.141) = 0,944; p = 477; n’ = .050),
sodass von weiteren Analysen abgesehen wurde.

Zusammengefasst ergaben sich somit trotz der deskriptiven Abweichungen beziiglich der
zuriickgelegten Strecke keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen an allen vier

Testtagen. Auch unterschied sich die zuriickgelegte Strecke an den einzelnen Testtagen nicht

signifikant.
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3.6.2. Zeit ohne Bewegung

Die Zeit ohne Bewegung entsprach der Zeit, in der die Mause still in der Versuchsarena saflen
und sich nicht bewegten. Bei einer Zeit von 300 Sekunden pro Test-Durchlauf konnten die
Mause, wenn sie sich gar nicht bewegten, folglich fiir diesen Parameter hochstens einen Wert von
300 Sekunden erreichen. Die erhobenen Daten zeigten insgesamt sehr hohe Werte, was sich in
einem Mittelwert aus allen durchgefiihrten Durchldufen aus allen Testtagen von 249,5 Sekunden
widerspiegelte. Weiterhin zeigte sich, was bei Betrachtung der Abbildung 21 deutlich wird, dass
die Werte zwischen den Gruppen und den Testtagen kaum variierten. Alle Mittelwerte lagen
zwischen 200 und 300 Sekunden, und es ldsst sich kein Trend einer Gruppe erkennen, sich mehr
oder weniger zu bewegen als die anderen Gruppen. Auffillig ist jedoch, dass der generelle
Mittelwert aller Gruppen von Tag 50 (261,03s) iiber Tag 102 (257,38s) bis zu Tag 116 (247,88s)
abnahm. Der niedrigste Wert fand sich an Tag 88 (233,95s).
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Abbildung 21: Mittelwerte der Zeit ohne Bewegung (s) der Testgruppen an vier Testtagen

H,0: Kontrollgruppe (n=14); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=14); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n=14); FasRil30: Sowohl
30 mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil’kg (n=14); WT: Gesunde Wildtypen (n=5). Die Darstellung dient der
Ubersicht; die x-Achsen Intervalle sind nicht linear skaliert. Die Fehlerbalken entsprechen + 1 SD.
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In der statistischen Analyse durch eine ANOVA mit Messwiederholung zeigte sich nach dem
Vervollstindigen fehlender Messwerte durch multiple Imputation ein signifikanter Einfluss des
Innersubjektfaktors ,,Zeit* auf die Variable ,,Zeit ohne Bewegung®, und damit eine Verdnderung
der Zeit ohne Bewegung iiber die Versuchstage (F2s24) = 5.854; p = .002; n® = .092). Eine
Interaktion der Gruppenvariable mit der Variable ,.Zeit ohne Bewegung“, und damit ein
Gruppeneinfluss auf diese Zeit, konnte nicht nachgewiesen werden (F0.097)= 0,965; p = .477; 112
=.062).

Zusammenfassend zeigen sich an den einzelnen Testtagen signifikant unterschiedliche Zeiten,
welche die Méuse ohne Bewegung verbrachten, jedoch finden sich keine Unterschiede beziiglich

der Versuchsgruppen.

3.6.3. Diskriminations-Index (DI)

In der Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Auswertung der Diskriminations-Index (DI) Analyse
des NOR-Tests zusammengefasst. Es zeigte sich als Ausgangswert an Tag 50 in allen Gruppen
ein DI um ca. 0,3 und damit eine klare Préaferenz fiir das neue Objekt.

An Tag 88 variierten die Gruppen insgesamt stark; die Fas30-Gruppe zeigte mit einem Wert von
-0,323 den niedrigsten Wert, welcher eine Priaferenz fiir das bekannte Objekt widerspiegelt. Die
Gruppe FasRil30 priferierte mit einem Wert von 0,005 keines der beiden Objekte. Die beiden
anderen SOD-G93A-Gruppen und die Wildtypen zeigten hohere Werte (Ril30 = 0,349; H,O =
0,120 und WT = 0,203) und préferieren somit weiterhin das neue Objekt. Am dritten Testtag
(d102) fand sich erneut eine grofBere Streuung der Mittelwerte zwischen einem DI von 0,2 und
0,8. Es ist auffdllig, dass die Fas30-Gruppe, welche an Tag 88 noch einen negativen Wert
aufgewiesen hatte, nun mit einem Wert von 0,623 den zweithochsten DI zeigte. An Tag 116
lagen erneut alle Werte im positiven Bereich. Die hochsten Wert wies die Fas30-Gruppe auf (DI
=0,597), wohingegen die Ril30-Gruppe den geringsten Wert zeigte (DI = 0,115).
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Abbildung 22: Mittelwerte des DI pro Versuchstag und Versuchsgruppe

H,0: Kontrollgruppe (n=14); Ril30: 30 mg Riluzol/kg (n=14); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n=14); FasRil30: Sowohl
30 mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil’kg (n=14); WT: Gesunde Wildtypen (n=5). Die Darstellung dient der
Ubersicht; die x-Achsen Intervalle sind nicht linear skaliert. Die Fehlerbalken entsprechen + 1 SD.

Die statistische Analyse aller Gruppen erfolgte durch eine ANOVA mit Messwiederholung. Es
konnte ein signifikanter Einfluss des Innersubjektfaktors ,Zeit“ auf die Variable
,Diskriminations-Index, und damit eine generelle Verdnderung des DI {iber den
Versuchszeitraum gezeigt werden (F3) = 9,074; p < .001; n° = .142). AuBerdem konnte eine
Interaktion der einzelnen Gruppen mit der Variable ,.Zeit“ gezeigt werden (F2) = 2,072; p =
.021; 0 =.131), was eine gruppenspezifische Anderung der DI Werte im Versuchsverlauf belegt.
Nach Ausschluss der Wildtypen fiir die weitere Analyse zeigte sich erneut eine generelle
Verdnderung des DI tiber die Zeit (F3) = 8§,112; p < .001; n® = .137) und eine Interaktion der
Variablen (F) = 2,593; p = .008; n® = .132). Dieser Unterschied lies sich mittels univariater
ANOVA an Tag 88 zwischen der Fas30-Gruppe und der Ril30-Gruppe (p = .006) zeigen (F3) =
4,793; p = .005; n* = .220). An den anderen Testtagen zeigten sich keine Gruppenunterschiede.

Zusammenfassend zeigt sich an Testtag 88, verglichen mit den anderen Testtagen, ein
divergierendes Unterscheidungsvermogen zwischen neuem und altem Objekt. Dieses wurde
durch den relativ niedrigen DI der Fas30-Gruppe verursacht und fiihrte zu einem signifikanten

Unterschied zur Ril30-Gruppe, allerdings nicht zur Kontrollgruppe. Das bedeutet, dass die Fas30
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Gruppe das neue Objekt an diesem Versuchstag schlechter vom alten Objekt unterscheiden
konnte als die Ril30 Gruppe. Es finden sich an den anderen Versuchstagen keine Unterschiede

zwischen den Gruppen.

3.7. Histologische Untersuchung des Riickenmarks in einer Querschnittsstudie

Die Anzahl der a-Motoneurone pro Vorderhorn am 120. Lebenstag zeigte fiir die
Versuchsgruppen verschiedene Werte auf, die in Abbildung 23 dargestellt sind. Die mit Fas30
behandelten Tiere hatten mit im Mittel 4,2 a-Motoneuronen pro Vorderhornquerschnitt den
geringsten durchschnittlichen Wert. Mit einem Wert von 4,35 pro Vorderhornquerschnitt hatten
die mit H,O behandelten Tiere eine knapp héhere Anzahl. Darauf folgten die Ril30-Gruppe (5,75
a-Motoneurone pro Vorderhornquerschnitt) und die FasRil30-Gruppe mit im Mittel 7,07
Motoneuronen pro Vorderhorn. Die gesunden Wildtypen kamen auf im Mittel 5,97 Motoneurone.
In der statistischen Analyse mit einem t-Test bei unverbundenen Stichproben zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe FasRil30 und der Kontrollgruppe (T(s) = 2,539; p
=.035). Die anderen Behandlungsgruppen unterscheiden sich nicht von der Kontrollgruppe.

Zusammengefasst zeigt nur die Kombinationsbehandlungsgruppe eine hohere Anzahl von a-

Motoneuronen als die mit Wasser behandelte Kontrollgruppe.
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Abbildung 23: Durchschnittliche Anzahl der a-Motoneurone im Vorderhorn des Riickenmarks

H,0: Kontrollgruppe (n = 5); Ril30: 30 mg Riluzol/’kg (n = 5); Fas30: 30 mg Fasudil/kg (n = 5); FasRil30: Sowohl
30 mg Riluzol/kg als auch 30 mg Fasudil/kg (n = 5). Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler. * =
p<0.05.
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4. Diskussion
4.1. Ergebnisse der prasymptomatischen Behandlungsstudie mit Fasudil und Riluzol

Das Ziel der prisymptomatischen, randomisierten und kontrollierten Behandlungsstudie war die
Untersuchung von potentiell positiven Effekten einer Kombinationsbehandlung aus Fasudil und
Riluzol auf das Uberleben, den Krankheitsverlauf und die klinische Funktionalitit im SOD-
G93A-Mausmodell der ALS sowie die Uberpriifung von positiven Effekten von Riluzol bzw.
Fasudil in Monotherapie. Alle Untersuchungen erfolgten verblindet und wurden von demselben

Untersucher durchgefiihrt.

4.1.1. Uberleben

Um die durchschnittliche Uberlebensdauer der Versuchstiere zu erfassen, wurden diese tiglich
klinisch untersucht und beim Erreichen der im Methodenteil beschriebenen Abbruchkriterien
eingeschlifert. Der Tag des Einschldferns wurde dabei als maximal erreichter Lebenstag gezihlt.
Deskriptiv zeigten sich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen und der Behandlungsgruppe
allenfalls kleine Unterschiede von wenigen Tagen (Ril30 = 143 + 2.4 Tage, H,O = 142 + 3.754
Tage, Fas30 = 139 + 3.0 Tage, FasRil30 = 138 = 2.7 Tage). Die statistische Analyse des
Uberlebens konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der
Kontrollgruppe nachweisen, weshalb die Hypothese des lingeren Uberlebens unter
prasymptomatischer Kombinationsbehandlung mit Fasudil und Riluzol nicht bestdtigt werden
konnte. Auch eine Monotherapie mit Fasudil oder Riluzol verlingerte das Uberleben der
Versuchstiere nicht, was zum Verwerfen der ersten Hypothese fiihrte.

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch sowohl zu den Ergebnissen aus unserer Forschungsgruppe
(Tonges et al. 2013; Giinther 2015) als auch zu den Daten von Takata et al. (2013), die eine
Uberlebenszeitverlingerung von SOD-G93A-Miusen unter Monotherapie mit Fasudil 30 mg/kg
nachweisen konnten.

Fir die Abweichung der Ergebnisse dieses Experiments von den Vorergebnissen unserer
Arbeitsgruppe und von den in der Literatur berichteten Ergebnissen hinsichtlich der Behandlung
mit Fasudil gibt es mehrere mogliche Ursachen. Beispielsweise bewirkt die geringe
Stichprobengréfle von 14 Tieren pro Versuchsgruppe in diesem Experiment eine hohe

Anfilligkeit der Daten fiir Ausreifler. Kleine StichprobengréBen sind allerdings bei In-vivo-
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Studien durch den hohen Aufwand der Experimente bedingt und iiblich Somit kénnen nur wenige
Tiere, die zu einem sehr frilhen oder zu einem sehr spdten Zeitpunkt verstorben sind,
moglichweise einen groflen Einfluss in der statistischen Auswertung haben. Die Empfehlung
einer Arbeitsgruppe, welche die optimale Versuchstieranzahl fiir ALS-Mausmodelle
herausgearbeitet hat, liegt bei 24 Tieren pro Gruppe (Ludolph et al. 2010). In diesem Experiment
wurden allerdings auf Grund der zweifach-positiven Daten von Tonges et al. (2012) und Takata
et al. (2013) konservative Gruppengréflen gewihlt. Bei der Betrachtung von Abbildung 9 fillt
auf, dass es beispielsweise in der mit Wasser behandelten Kontrollgruppe einen Ausreiller gibt.
Dieses Tier lebte 184 Tage und damit 42 Tage (22,8%) langer als der Durchschnitt. Es zeigte an
Tag 137 die ersten Symptome von schwerer Krankheit, das bedeutet circa eine Woche spiter als
der Gruppendurchschnitt (126 Tage). Eine Wiederholung der Uberpriifung des
Mutationstragerstatus zum Ausschluss eines Sequenzierungsfehlers zeigte den eindeutigen
Nachweis einer SOD1-G93A-Mutation, womit das Tier korrekt als transgen eingestuft worden
war. Um zu iiberpriifen, ob sich statistische Signifikanzen ohne dieses Versuchstier zeigen
wiirden, wurde es als Ausreifler zensiert und eine erneute Analyse mit Hilfe eines Log-Rank-
Tests durchgefiihrt. Dieser Test zeigte jedoch keinen signifikanten generellen Unterschied
zwischen den Gruppen (x2(3) = 1,579; p = .664), sodass von weiteren paarweisen Vergleichen
abgesehen wurde. Es konnte somit gezeigt werden, dass das Ergebnis nicht auf Grund von

eingeschlossenen Ausreilern entstanden ist (vgl. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Kaplan — Meier — Diagramm iiber das Uberleben der Behandlungsgruppen mit
zensiertem Qutlier in der Kontrollgruppe

H,0: Kontrollgruppe; Ril30: 30 mg Riluzol/kg; Fas30: 30 mg Fasudil/kg; FasRil30: Sowohl 30 mg Riluzol/kg als
auch 30 mg Fasudil/kg (jeweils n = 14).

Ein weiterer Grund fiir die Abweichung der Ergebnisse gegeniiber Vorgidngerstudien konnte die
kontinuierliche Nahrungsaufnahme der Méuse bis zum klinischen Endpunkt des Experiments
sein, welche die Ergebnisse aller Versuchsgruppen gleichermallen beeinflusst haben kann. Es
lasst sich im Vergleich mit den Daten von Takata et al. (2013) feststellen, dass die Versuchstiere
im vorliegenden Experiment insgesamt im Mittel deutlich langer gelebt haben, obwohl die Dauer
der Behandlung, die Menge der applizierten Versuchssubstanz und die Art der Applikation
identisch waren. Die Fas30-Gruppe aus dem vorliegenden Experiment lebte, verglichen mit der
Behandlungsgruppe aus der Literatur, neun Tage langer (Mean = 139; SEM = 3,041 vs. Mean =
130,2; SEM = 1,9) (Takata et al. 2013). Dieses verlingerte Uberleben konnte das Resultat der
Bereitstellung von Futterschalen mit aufgeldsten Futterpallets fiir die Méuse sein, welche im
vorliegenden Experiment ab einem klinischen Score von II eingeleitet wurde (vgl. Kapitel 2.6).
Das Auflosen der Futterpellets, welches den Méusen eine kontinuierliche Nahrungsaufnahme bis
zu threm Tod ermdglichte, ist im Paper von Takata et al. (2013) nicht beschrieben, wurde jedoch

in den Vorexperimenten unserer Arbeitsgruppe in identischer Art durchgefiihrt. Die Tiere zeigten
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hier ein mit dieser Studie vergleichbares mittleres Uberleben von 137 Tagen (Giinther 2015). Da
auch in den Vorexperimenten Unterschiede nachweisbar waren, ist der Einfluss einer
kontinuierlichen Nahrungsaufnahme auf das Ergebnis als gering anzusehen, zumal diese
Bedingung fiir alle Mause identisch war.

Bemerkenswert ist weiterhin, dass eine Monotherapie mit Riluzol 30 mg/kg in den eingangs
erwihnten Studien das Uberleben der Versuchstiere — zwar nur marginal aber signifikant — um
wenige Tage verldngerte (Gurney et al. 1996; Angelov et al. 2003; Waibel et al. 2004), wobei in
erst- und letztgenannter Studie das Konfidenzinterwall der Behandlungsgruppe den Mittelwert
der Kontrollgruppe mit einschlieft und somit eine wirkliche Signifikanz der
Uberlebensverlingerung fraglich erscheint. Trotz dieser Zweifel erweisen sich die in diesem
Experiment erhobenen Daten somit als formal inkonsistent zu den Ergebnissen der angefiihrten
Arbeiten, weil in diesem Experiment keine Uberlebensverlingerung durch Riluzol allein
nachgewiesen werden konnte. Es ist daher anzunehmen, dass der positive Effekt von Riluzol auf
das Uberleben, welcher bei ALS erkrankten Menschen auch in Metaanalysen wiederholt
nachgewiesen wurde (Miller et al. 2012), im SODI1-G93A-Mausmodell nicht konsistent

nachweisbar ist.

4.1.2. Klinischer Score

Der Krankheitsbeginn lag in der Ril30-Gruppe an Tag 105 (SEM = 4,95), in der H,0-Gruppe an
Tag 101 (SEM = 3,55), in der Fas30-Gruppe an Tag 92 (SEM = 3,85) und in der FasRil30-
Gruppe an Tag 108 (SEM = 3,17) (vgl. Abbildung 10). Weiterhin konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen Fas30 und FasRil30 (p = .037), nicht jedoch zwischen den
Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Es zeigt sich somit, dass
sowohl die prasymptomatische Behandlung mit Riluzol oder Fasudil als auch die
Kombinationsbehandlung aus den beiden Substanzen nicht in der Lage ist, den Eintritt der
Krankheit im SOD-G93A-Mausmodell zu verzogern.

Der Beginn der schweren Krankheit lag im Mittel fiir die H,O-Gruppe an Tag 126 (SEM = 2,66),
fiir die Ril30-Gruppe an Tag 135 (SEM = 3,35), fiir die Fas30-Gruppe an Tag 121 (SEM = 2,64)
und fiir die FasRil30-Gruppe an Tag 127 (SEM = 1,97) (vgl. Grafik 11). Weiterhin zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe Fas30 und Ril30, jedoch keine Unterschiede der

Versuchsgruppen zu der Kontrollgruppe. Aus den Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass eine
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Behandlung der Tiere mit Fas30, Ril30 oder mit einer Kombinationstherapie aus beiden
Substanzen keinen Einfluss auf den Beginn der schweren Krankheit hat. Dieses Ergebnis konnte
suggerieren, dass eine prasymptomatische Behandlung keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
hat. Dies ist nicht unwahrscheinlich, da ein neuroprotektiver Effekt im verwendeten Modell sehr
grof} sein miisste, um einen statistisch signifikanten Gruppenunterschied zu zeigen. Dies liegt
zum einen an der kurzen Lebensdauer der transgenen Tiere und an der schnellen
Krankheitsprogression, welche eine Detektion von Unterschieden sowohl im Krankheitsbeginn
als auch im -verlauf erschwert. Dies ist unter anderem erkennbar an den grof3en
Standardabweichungen beim Krankheitsbeginn von 3,17 bis 4,95 Tagen, was bei einem
Erkrankungsalter von ca. 100 Tagen 3-5% der Lebenszeit entspricht. Fiir eine genauere
Untersuchung wéren hohere Versuchstierzahlen notwendig. Wie bereits erwédhnt, wurden in
diesem Experiment allerdings auf Grund der zweifach-positiven Daten von Tonges et al. (2012)
und Takata et al. (2013) konservative Gruppengréf3en gewéhlt.

Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kombinationsbehandlungsgruppe und der
mit Fasudil behandelten Gruppe fiir den Krankheitsbeginn und zwischen der Ril30-Gruppe und
der Fas30-Gruppe erscheinen fragwiirdig, da keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe gezeigt werden konnten. Ein negativer Effekt von
Fasudil allein auf den Krankheitsbeginn und -verlauf ist daher nicht nachweisbar. Die gute
Vertrédglichkeit von Fasudil, welche in den Vorstudien zu diesem Experiment beschrieben wurde,

kann somit erneut nachgewiesen werden (Giinther 2015).

4.1.3. Gewicht

Das Gewicht diente, wie in der Einleitung beschrieben, als klinischer Parameter des
Gesundheitszustands der Tiere. Im Vorfeld wurde davon ausgegangen, dass es im Verlauf des
Experiments zunidchst mit dem Altern und dem damit verbundenen Wachstum der Tiere
ansteigen und danach bei den transgenen Versuchstieren durch die progressive Muskelatrophie
sinken wiirde. Diese Vermutung wurde durch das Experiment bestitigt (vgl. Abbildung 19). Die
statistische Analyse konnte allerdings wihrend der gesamten Dauer des Experiments keine
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Versuchsgruppe feststellen. Ab
Versuchstag 92 erreichen die Wildtypen konstant héhere durchschnittliche Gewichtswerte als die

transgenen Tiere, unabhéngig von ihrer Behandlung. Der klinische Krankheitsbeginn, der fiir die
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Versuchstiere in dieser Studie im Durchschnitt auf Tag 95 bis 105 féllt, fiihrt wahrscheinlich zu
der deskriptiv sichtbaren Stagnation des Gewichts. Statistisch lieB3 sich mittels einer ANOV A mit
Messwiederholung bis einschlieBlich Versuchstag 109 kein Unterschied zwischen den
Versuchstiergruppen und den Wildtypen nachweisen. Folglich ergibt sich eine Divergenz zu den
Ergebnissen von Smittkamp et al. (2008), die an Tag 108 einen signifikanten Unterschied zeigen
konnten. Die von in einer anderen Arbeit bereits ab der zweiten Lebenswoche beschriebene
Gewichtsdifferenz der Gruppen konnte nicht gezeigt werden und wirft auf Grund der Konsistenz
der Daten aus Literatur, Vorexperimenten und den Ergebnissen dieser Studie Zweifel an der
Korrektheit dieser Daten auf (Miana Mena et al. 2009).

Es zeigte sich somit zusammenfassend, dass das Gewicht der transgenen Versuchstiere im
Verlauf des Experiments deskriptiv ab einem bestimmten Zeitpunkt krankheitsbedingt gegeniiber
den Wildtypen stagniert. Da statistisch zu keiner Zeit Unterschiede gezeigt werden konnten, kann
das Gewicht jedoch weder als geeignetes Mal} fiir eine allgemeine Friiherkennung des
Krankheitsbeginns noch als Unterscheidungskriterium zwischen bestimmten
Behandlungsgruppen dienen. Auf Grund dessen sollte in zukiinftigen Experimenten von weiteren
Analysen des Gewichts abgesehen und stattdessen ein anderer klinischer Parameter,
beispielsweise der in diesem Experiment ebenfalls erhobene klinische Score, zur

Hauptbeurteilung des Gesundheitszustandes der Versuchstiere verwendet werden.

4.1.4. Motorische Leistungsfahigkeit im Drehwalzentest

In diesem Experiment wurde die motorische Leistungsfahigkeit der Versuchstiere multimodal mit
dem Drehwalzentest Rotarod und dem Ganganalysesystem Catwalk XT getestet, um mogliche
Unterschiede der Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufzudecken.

Der Versuchsautbau des Drehwalzentests wich gegeniiber den Voruntersuchungen unserer
Arbeitsgruppe ab, da statt einer kontinuierlichen Rotationszahl ein Paradigma mit
Beschleunigung gewédhlt wurde (Gilinther 2015). Dieses war in dhnlicher Form bereits in anderen
in der Literatur beschrieben Experimenten verwendet worden (Klivenyi et al. 1999; Mead et al.
2011). Das Rational hinter dieser Anderung war eine Erschwerung des Versuchs an den friihen
Versuchstagen, um einen Abbau der motorischen Leistungsfahigkeit zu einem fritheren Zeitpunkt
aufdecken zu konnen, da die schleichend beginnenden Paralysen in einem zu einfachen Test mit

einer geringeren konstanten Rotationszahl durch einen Deckeneffekt eventuell ldnger unerkannt
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bleiben. Weiterhin sollten die Tiere im fortgeschrittenen Krankheitsstadium zumindest eine kurze
Zeit auf der Walze laufen konnen, um auch an diesen Tagen eine groBBere Detektionsbreite des
Tests zu gewihrleisten. Somit sollte ein frithzeitiger Bodeneffekt vermieden werden.

Bei Betrachtung der Ergebnisse (vgl. Abbildung 14) zeigt sich der Erfolg des neuen Paradigmas
daran, dass die Gruppe der gesunden Wildtypen, also die Positivkontrolle, im Durchschnitt an
keinem Versuchstag den Maximalwert von 300 Sekunden erreicht. Dies kann als Bestétigung
dafiir angesehen werden, dass der Test nicht zu einfach war und wie erhofft kein Deckeneffekt
eintrat. Weiterhin ldsst sich Tabelle 3 entnehmen, dass die transgenen Tiere schon von Beginn
des Experimentes im deskriptiven Vergleich schlechter waren als die Wildtypen. Eine Erh6hung
der Versuchstieranzahl in der Gruppe der Wildtypen hétte eventuell dazu gefiihrt, dass bereits an
frithen Versuchstagen ein signifikanter Unterschied zwischen den Wildypen und den transgenen
Tieren nachweisbar gewesen wire. Statistisch zeigten sich bis Tag 109 keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse sind ebenfalls
inkonsistent zu den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Tonges et al. 2013), in denen ein
positiver Einfluss der prisymptomatischen Behandlung mit Fasudil bei weiblichen Tieren
nachgewiesen werden konnte. Bei ménnlichen Tieren hatte sich kein positiver Einfluss auf die
Performance auf dem Drehwalzentest gezeigt (Glinther 2015; Giinther et al. 2017).

Auch in diesem Fall konnte eine zu geringe Stichprobengrof3e fiir die Variabilitdt der Ergebnisse
verantwortlich sein. Allerdings ldsst sich der deskriptive Eindruck von zwei Kurven-
Verlaufsarten — auf der einen Seite die Kontrollgruppe und die Kombinationsbehandlungsgruppe,
auf der anderen Seite die beiden Gruppen mit Monotherapie — auf diese Weise nicht schliissig
erkldren (vgl. Abbildung 14). Vielmehr sind die Fas30- und Ril30-Gruppe von Tag 57 bis Tag
102 deskriptiv schlechter als die beiden anderen Gruppen. Der Gedanke einer eventuell bereits ab
Versuchsbeginn bestehenden Gruppendiskrepanz ldsst sich durch mangelnde statistische und
deskriptive Divergenz an Tag 50 und 53 widerlegen. Die genauen Griinde fiir die
Ergebniskonstellation bleiben daher unklar. Da sich die Gruppen statistisch auf Grund der hohen
Varianz an den einzelnen Testtagen nicht unterscheiden, sollten die Ergebnisse jedoch nicht
iiberinterpretiert werden. Es wird weder statistisch suggeriert noch ist es inhaltlich plausibel, dass
sowohl Riluzol als auch Fasudil — beides neuroprotektive Substanzen — eine Verschlechterung

der motorischen Leistungsfahigkeit bewirken.
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4.1.5. Motorische Leistungsfahigkeit im Ganganalysetest

Durch den Ganganalysetest wurden Parameter des Gangbilds der Maiuse iiber den
Versuchszeitraum wochentlich aufgezeichnet. Die Parameter Schrittlinge der Vorderbeine (stride
length), Flache der FuBabdriicke der Hinterldufe (print area), die Schrittzeit (swing speed) und
Dauer eines Laufs (run duration) waren bereits in fritheren Arbeiten untersucht worden;
allerdings waren erst spiat Verdnderungen der SOD-G93A-Tiere gegeniiber den Wildtypen
aufgefallen (Knippenberg et al. 2010) oder die Ergebnisse waren friih aufgetreten und hatten sich
wieder zuriickgebildet (Mead et al. 2011). Ein Vergleich von verschiedenen Behandlungsgruppen
war bisher nicht erfolgt.

Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen beziiglich des Vergleichs der gesunden Wildtyptiere
und der transgenen Tiere dhnliche Ergebnisse wie die beschriebene Arbeit von Knippenberg et al.
(2010), allerdings lieB sich ein solcher Unterschied zwischen diesen Gruppen nur fiir die
Schrittgeschwindigkeit ab Tag 113 und fiir die Schrittlinge gegen Ende des Versuchszeitraums
zeigen. Fiir die Fldche des Pfotenabdrucks zeigte sich ein Trend zu einem Unterschied und fiir
den Parameter Laufdauer lieBen sich — abweichend von dem Vorexperiment — keine Unterschiede
feststellen. Signifikante Differenzen der Behandlungsgruppen gegeniiber der Kontrollgruppe oder
zwischen den Behandlungsgruppen lieen sich fiir keinen Parameter feststellen. Dies erscheint
bei Betrachtung der Abbildungen 15, 16, 17 und 18 zunéchst anders, da die Kurven besonders in
der zweiten Hélfte des Versuchszeitsraums klar abweichende Verldufe haben und deskriptiv auch
iiber einen ldngeren Zeitrdum voneinander abweichen. Der Grund der fehlenden statistischen
Signifikanz liegt hier jeweils in der groflen Streuung der einzelnen Werte (vgl. exemplarisch
Tabelle 4), welche sich bei allen untersuchten Gangbild-Parametern zeigte. Verschiedene
Faktoren, die sich durch die Krankheitsfolgen wihrend des Experiments dnderten, wie z. B.
GroBe, Gewicht oder Gesundheitszustand der Versuchstiere, scheiden als Griinde fiir die grofe
Streuung aus, da die hohe Streuung iiber den gesamten Experimentalzeitraum persistiert. Auch
systematische Fehler, wie beispielsweise Reihenfolgeeffekte oder tageszeitabhidngige
Messunterschiede, scheinen unwahrscheinlich, da kein spezifisches Muster der Streuung zu
erkennen ist. Vielmehr scheint die Methodik an sich zu einer hohen Streuung zu fiihren. In
zukiinftigen Experimenten sollte diese Streuung zunéchst durch eine Erhohung der Anzahl der
Versuchstiere und durch weitere Vorexperimente zu den verschiedenen Parametern liberpriift

werden, da die Aussagekraft der Methode gemessenen Daten ansonsten begrenzt bleibt.
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4.1.6. Kognitive Leistungsfahigkeit

Die Ergebnisse des NOR-Tests zeigen, dass die Versuchstiere wihrend des Versuchszeitraums an
allen Messzeitpunkten, auller an Tag 88, das neue Objekt deutlich mehr explorierten als das Alte,
unabhidngig von ihrer Behandlungsgruppe. Wie eingangs beschrieben, kann die Zeit der
Exploration der beiden Objekte in ein Verhédltnis gesetzt werden, um einen Diskriminations-
Index (DI) zu bilden. Mit diesem kann festgestellt werden, ob sich die Tiere an das Objekt,
welches sie schon kennen, erinnern und somit zwischen altem und neuem Objekt differenzieren
konnen (Ennaceur und Delacour 1988). In diesem Experiment zeigten sich entsprechend der
Erwartungen keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich dieses Index an
den Versuchstagen 50, 102 und 116. Daher konnte die dritte Hypothese, dass eine SOD1-G93A-
Mutation keine kognitiven Defizite hervorruft, zumindest flir die getesteten Tage angenommen
werden.

Abweichend von den Ergebnissen an den anderen Versuchstagen sind die Werte an Versuchstag
88, an dem es groBere Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Gruppen gibt. Auffillig dabei
ist, dass der Wert der Fas30-Gruppe im Vergleich zu dem vorangegangenen und dem
nachfolgenden Testtag sehr niedrig ist und damit sogar eine Priferenz der Tiere fiir das bekannte
Objekt belegt. Die FasRil30-Gruppe zeigt einen DI von circa Null, was bedeutet, dass die Méuse
keine Priferenz fiir ein bestimmtes Objekt zeigen.

Auf der Suche nach einer Erkldrung fiir dieses Ergebnis ist festzuhalten, dass der Versuchsablauf
fiir jede Gruppe und jedes Tier an den Versuchstagen gleich war, sodass dieser den Unterschied
an Tag 88 nicht erkldren kann. Variabel waren einzig das Alter der Tiere und die gewihlten
Versuchsobjekte. In der Literatur ist die Wahl der Objekte fiir den NOR-Test uneinheitlich und es
wurden bisher viele verschiedene Objekte benutzt, welche sich in Farbe, Grofle, Form und
Material stark unterscheiden. Daher gibt es fiir die Wahl der Objekte keine klaren Empfehlungen
(Antunes und Biala 2011). In diesem Experiment wurden an den verschiedenen Testtagen
unterschiedliche Objekte verwendet, um mogliche Erinnerungseffekte der Mause an die Objekte
auszuschlieen (sieche Kapitel 2.7.3.). Weiterhin wurde die Position des neuen Objektes
abwechselnd auf der rechten und linken Seite gewéhlt, um Habituationseffekte zu vermeiden.

Da die beobachtete Priaferenz der Tiere fiir das alte Objekt an Tag 88 lediglich in der Fas30-
Gruppe vorliegt, sind strukturelle Verdnderungen, welche alle Versuchstiere betreffen, als

Ursache eher unwahrscheinlich. Es ist jedoch festzustellen, dass das bekannte Objekt an Tag 88
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mit seiner Grundfldche das groBite Objekt im gesamten Versuch war und es ist anzunehmen, dass
die Versuchstiere eher eine Préferenz fiir ein grofleres Objekt zeigen. Auch nicht auszuschlieBen
ist, dass ein Objekt aus beschichteter Pappe eventuell fiir die Méuse interessanter war als ein
Objekt aus Plastik oder Glas, welches an den anderen Versuchstagen verwendet wurde.
Wiederum gegen diese These spricht, dass an Tag 116 eine griin-weile Box aus Pappe als neues
Objekt verwendet wurde, welche iiber alle Gruppen gerechnet einen niedrigeren DI-Mittelwert
erreicht, als die als neues Objekt verwendete viereckige Plastikflasche an Tag 102. AuBBerdem
zeigen die drei anderen Versuchstage konstant positive DI-Werte, unabhédngig der verwendeten
Objekte. Somit kann nicht von einer generellen Priaferenz fiir ein Objekt aus Pappe ausgegangen
werden.

Als weitere mogliche Ursache fiir die abweichenden Ergebnisse sind andere Storfaktoren, die
einzelne Miuse betreffen, eher wahrscheinlich, wie z. B. Larm oder Geruchseinfliisse, welche
trotz sorgfiltiger Desinfektion der Versuchsbox nach jedem Durchgang moglich sein konnen. Die
Maiuse zeigten sich wihrend des Versuches sehr empfindlich gegeniiber Larm und suchten bei
Gerduschen, z. B. durch ein Tiirschlagen im Flur neben dem Versuchsraum zumindest kurzzeitig
in den Ecken der Versuchsarena Schutz. Die Analyse der potentiellen Storfaktoren
»zuriickgelegte Distanz* und ,,Zeit ohne Bewegung* wéhrend des Versuchs diente deshalb dazu,
mogliche Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen an den verschiedenen Versuchstagen
zu detektieren. Es zeigte sich, dass beziiglich dieser Variablen keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Behandlungsgruppe und der Kontrollgruppe bestanden, sodass kein Anhaltspunkt
fiir einen signifikanten Einfluss von Storfaktoren gefunden werden konnte (vgl. Abbildungen 20
und 21). Es zeigten sich an den einzelnen Testtagen bei gleichbleibender Laufstecke allerdings
signifikant unterschiedliche Zeiten, welche die Mduse ohne Bewegung verbrachten. Die Zeit
nahm von Tag 50 bis Tag 116 leicht ab. Dadurch, dass die zuriickgelegte Laufstrecke konstant
blieb, ist dieses Phdnomen nicht durch die abnehmende motorische Leistungsfdahigkeit erklirbar,
sondern wahrscheinlich durch eine kontinuierliche Abnahme der Angst der Méuse durch
Habituation an den Ablauf der Testung. Wahrend der Versuchsdurchfithrung war bei den jungen
Maiusen an Tag 50 eine deutliche Angst vor dem Versuch spiirbar und sie suchten subjektiv mehr
Schutz an den Ridndern der Versuchsarena als an den darauffolgenden Tagen. Diese Beobachtung
lasst sich durch die Ergebnisse des Experiments bestdtigen. Fiir weiterfiihrende Experimente zur
genaueren Beobachtung dieses Effektes wire eine haufigere Versuchsdurchfiihrung in der

Anfangsphase sowie die Evaluation von lidngeren Habituations- und Versuchszeiten in der
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Versuchsarena sinnvoll, um den Einfluss dieser Faktoren zu verringern. AuBBerdem wire eine
Studie beziiglich der generellen Priferenz von verschiedenen Versuchsobjekten sinnvoll, um in
Folgeexperimenten gezielter die richtigen Objekte auswihlen zu kénnen.

Wie bereits im Einleitungsteil erwédhnt, konnte auch in vorangegangenen Studien von Wicks et al.
(2009) und Millecamps et al. (2010) bei ALS Patienten mit SOD1-Mutation keine Anzeichen fiir
eine FTD oder Defizite im Erinnerungsvermodgen gefunden werden. Zusammenfassend konnte
auch die vorliegende Studie am SOD1-G93A-Mausmodell diese Beobachtungen bestétigen. Fiir
die weitere Forschung zur kognitiven Leistungsfahigkeit von ALS-Patienten ist dies insofern von
Bedeutung, als dass sich eine Konsistenz der Daten im Mausmodell gegeniiber den Befunden von

Patienten zeigt und es die bisherigen Uberlegungen zum Spektrum der ALS-FTD Gene stiitzt.

4.2. Ergebnisse der histologischen Analyse des Riickenmarks in einer Querschnittsstudie

In der immunhistochemischen Analyse der alpha-Motoneurone in den Vorderhdrnern des
Riickenmarks zeigt sich wie postuliert ein signifikanter Unterschied zwischen der
Kombinationsbehandlungsgruppe (FasRil30) und der Kontrollgruppe. Die eingangs formulierte
Hypothese 4: ,,Der durch die ALS bedingte neuronale Untergang der alpha-Motoneurone im
Riickenmark ist bei prasymptomatischer Behandlung mit Fasudil und Riluzol weniger stark
ausgepragt” konnte somit bestitigt werden. Weiterhin lieen sich keine Unterschiede in der
mittleren Anzahl der alpha-Motoneurone durch die Behandlung mit Riluzol oder Fasudil in
Monotherapie zeigen.

Das Ergebnis des Experiments ist abgesehen von der beschrieben Signifikanz sehr interessant, da
deskriptiv kein Unterschied zwischen der Fas30-Gruppe und der Kontrollgruppe gefunden
werden konnte, jedoch die Kombinationsbehandlungsgruppe deskriptiv. mehr Motoneurone
aufweist als die Ril30-Gruppe. Scheinbar zeigt sich durch diese Ergebnisse also eine erhoffte
Synergie zwischen Fasudil und Riluzol beziiglich neuroprotektiver Effekte. Bei genauerer
Betrachtung wird jedoch deutlich, dass die in Abbildung 23 erkennbaren Standardabweichungen
auf Grund der geringen Versuchstierzahl in allen Gruppen so grof3 sind, dass eine solche
Interpretation der Ergebnisse eher unwahrscheinlich ist. Dies wird dariiber hinaus auch daran
deutlich, dass Abbildung 23 suggeriert, dass die FasRil30-Gruppe eine hohere Anzahl von

Motoneuronen aufweist als die Wildtyp-Gruppe, was physiologisch eher unwahrscheinlich ist.
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Auch ein Gleichbleiben der Anzahl der Neurone wire 20 Tage vor dem durchschnittlichen
Todeszeitpunkt der Tiere sehr unwahrscheinlich.

Betrachtet man den Unterschied der Anzahl der Motoneurone der Wildtyp-Gruppe (5,97) und der
Kontrollgruppe (4,35) wird deutlich, dass in der Wildtyp-Gruppe im Durchschnitt lediglich 1,5
Motoneurone pro Vorderhorn mehr vorhanden sind. Dies zeigt, dass das ganze Experiment
potentiell anféllig fiir Ausreif3er ist, und somit ein zusétzliches Motoneuron einen gro3en Einfluss
auf das Gesamtergebnis haben kann. Wie im Methodenteil beschrieben, wurden daher pro Tier
jeweils 20 Vorderhérner in 10 Querschnitten ausgezdhlt und der Durchschnitt gebildet. Die
Standardabweichung ist trotz dieser MaBnahme in allen Gruppen grof3 und es ist daher davon
auszugehen, dass trotz sorgfaltigstem Schneiden, Farben und Auszdhlen der Gewebeschnitte hier
eine potentielle Fehlerquelle liegen kann. In zukiinftigen Experimenten sollte daher auf mehr
Gewebeschnitte zuriickgegriffen werden um genauere bzw. validere Ergebnisse zu erzielen.
Weiterhin féllt bei der Betrachtung der absoluten Anzahl der Motoneurone auf, dass diese in allen
Gruppen deutlich geringer ist als in den Voruntersuchungen von Tonges et al. (2014). Der
wahrscheinlichste Grund fiir diese Diskrepanz ist der Zeitpunkt der Untersuchung, welcher in
diesem Experiment an d120 und in der Voruntersuchung an d100, also in einem weit fritheren
Stadium der Krankheit durchgefiihrt wurde. Die beiden Kohorten sind daher nur eingeschriankt
vergleichbar. Der Grund fiir die spétere Untersuchung war die Annahme, dass eine Behandlung
auch zu einem spidteren Zeitpunkt noch zu einer héheren Anzahl von Motoneuronen fiihren
wiirde. Es ist also wahrscheinlich, dass die Schwere der Krankheit gegen Ende des Experiments
selbst in den behandelten Gruppen zu einem starken Verlust von Neuronen fiihrt, sodass vorher
eventuell vorhandene Gruppenunterschiede — analog zu den motorischen Ergebnissen — sich
bereits wieder abschwichen. Trotzdem verbleiben in der Kombinationsbehandlungsgruppe
signifikant mehr Motoneurone als in der Kontrollgruppe. Unpassend zu dieser Theorie ist jedoch
die Gruppe der Wildtypen in diesem Experiment; sie weisen verglichen mit den Ergebnissen der
Studie von Tonges et al. (2014) eine ungefdhr halb so groe Anzahl an Motoneuronen auf. Da
eine Halbierung der Neurone innerhalb von 20 Tagen bei gesunden Tieren sehr unwahrscheinlich
scheint, ist dieses Ergebnis nicht plausibel, aber aktuell nicht anders zu erklaren. Auch in diesem
Fall liegt die wahrscheinlichste Ursache in der geringen Stichprobengréf3e von lediglich 5 Tieren

pro Gruppe.
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4.3. Fazit und Ausblick

Das in diesem Experiment verwendete Mausmodell ist das mit Abstand am héufigsten
verwendete Modell zur Simulation der ALS in vivo. Wie eingangs erldutert, wurde es in {iber 150
Behandlungsstudien verwendet (Benatar 2007). Trotz der Misserfolge von vielen Substanzen,
welche zunidchst vielversprechend erschienen, sind die auch am Menschen wiederholt
nachgewiesenen positiven Effekte von Riluzol — und seit diesem Jahr auch Edaravone — ein
Beweis fiir die ZweckméaBigkeit dieses Modells.

Jedoch ist zu bedenken, dass seit der Entwicklung von vor iiber 20 Jahren viele neue
Erkenntnisse, vor allem in Bezug auf die Atiologie und Pathogenese der ALS gewonnen wurden.
Der aktuelle Wissensstand ist, dass ALS sehr heterogene genetische sowie noch unbekannte
Ursachen haben kann, welche aller Wahrscheinlichkeit nach tiber unterschiedliche
Pathomechanismen und Signalkaskaden vermittelt werden. Eine einzelne Mutation im SOD-Gen
— von denen aktuell bereits iiber 100 verschiedene bekannt sind und welche die Grundlage fiir das
verwendete Modell bildet — kann somit nur einen Teil der Erkrankung ,,ALS* abbilden. Es ist
daher davon auszugehen, dass ALS, analog zum Morbus Parkinson, einen Sammelbegriff fiir
einen spezifischen klinischen Phanotyp darstellt, welcher von verschiedenen Pathomechanismen
hervorgerufen wird. Beispielsweise scheinen Mutationen in den Genen FUS oder TARDBP,
welche mit Verdnderungen im RNA Metabolismus in Verbindung gebracht wurden, einem
géinzlich anderen Pathomechanismus zu folgen als Mutationen in SOD.

Trotz dieser Kritikpunkte liefern die Daten aus diesem Experiment wertvolle Hinweise darauf,
dass eine Kombinationsbehandlung mit Fasudil und Riluzol in der Behandlung von ALS sinnvoll
sein konnte. Eine Wiederholung des Experiments mit grof3eren Tierzahlen bei gleichbleibender
Dosis der Substanzen am SOD-Mausmodell erscheint daher zunichst notwendig. Auch ist der
Einschluss einer weiteren Gruppe mit Fasudil 100 mg/kg Korpergewicht eine denkbare Option.
Weiterhin sind die derzeit verfiigbaren Tiermodelle vielfdltig und schliefen Modelle der Gene
mit ein, welche jlingst mit ALS in Verbindung gebracht wurden (Philips und Rothstein 2015).
Eine Ausdehnung der Forschung auf andere in vivo Modelle erscheint damit ebenfalls sehr
sinnvoll und weitere Experimente hinsichtlich neuer Therapiemdglichkeiten sollten trotz des
erheblichen Mehraufwands bestenfalls einen multimodalen Ansatz mit mehreren Tiermodellen

verfolgen, um dem ganzen Spektrum der ALS gerecht zu werden (Schnabel 2008).
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Das vielversprechende therapeutische Potenzial von Fasudil in der Behandlung von ALS wird
derzeit in einer multizentrischen Phase Ila Studie an Patienten untersucht (www.rock-als.uni-

goettingen.de).
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5. Zusammenfassung

Die Amyotrophe Lateralsklerose bleibt trotz intensivster Forschungsanstrengungen auch im 21.
Jahrhundert, mehr als 150 Jahre nach ihrer Erstbeschreibung, eine der schwersten bekannten
neurologischen Erkrankungen. Die Diagnose ist trotz definierter Kriterien oft langwierig und
bleibt auch auf Grund des Mangels an spezifischen Biomarkern oder Untersuchungen bzw. der
mit thr verbundenen weitreichenden psychosozialen Folgen eine Ausschlussdiagnose (Brooks et
al. 2009; Logroscino et al. 2010). Die Behandlung stiitzt sich neben einer umfangreichen
symptomatischen Therapie auf das Medikament Riluzol, dessen Wirksamkeit in einer
umfangreichen Metaanalyse zuletzt 2012 bestitigt wurde (Miller et al. 2012). Diese Wirksamkeit
ist auf eine Verlidngerung des Uberlebens um zwei bis drei Monate beschrinkt, was keinesfalls
aus ausreichend hingenommen werden kann.

Ziel der Arbeit war es daher, an einem etablierten Tiermodell, an dem bereits liber hundert
Studien mit verschiedenen Versuchssubstanzen durchgefiihrt wurden, den Rho-Kinase-Inhibitor
Fasudil in Kombination mit Riluzol auf seine giinstigen Effekte zu testen und mogliche
synergistische Effekte zu detektieren. Eine Verlingerung des Uberlebens und eine Verbesserung
der motorischen Leistungsfahigkeit von Fasudil konnte in pridsymptomatischen Studien, jedoch
nicht in symptomatischen Studien bereits mehrfach nachgewiesen werden (Benatar 2007; Tonges
et al. 2013; Giinther 2015).

In der vorliegenden Studie konnte weder fiir die pridsymptomatische Monotherapie mit Riluzol
oder Fasudil noch fiir eine Kombinationsbehandlung eine signifikante Verldngerung der
Uberlebenszeit im SOD1-G93A-Mausmodell gezeigt werden. Auch ein giinstiger Effekt auf
motorische Parameter, der bereits in vielen Studien vorbeschrieben wurde, konnte nicht repliziert
werden. Wie durch die Theorie des ALS/FTD-Krankheitsspektrums erwartet, nach der die SOD1-
Mutation eine hauptsidchlich motorische Erkrankung verursacht, konnten in der vorliegenden
Studie im Tiermodell keine Einschrinkungen des Gedéchtnisses der Tiere nachgewiesen werden.
Eine neuroprotektive Wirkung der Kombinationsbehandlung konnte anhand von histologischen
Querschnittsdaten durch eine hohere Dichte von Motoneuronen im Vorderhorn des Riickenmarks
nachgewiesen werden. Eine Monotherapie mit Fasudil oder Riluzol zeigte keine signifikanten
Unterschiede zu unbehandelten Tieren.

Da diese Befunde die Ergebnisse der Studien mit Riluzol am Menschen, und die wiederholt

gezeigten, neuroprotektiven Effekten der ROCK-Inhibition durch Fasudil nur unzureichend
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reproduzieren, miissen vor allem methodische Eigenheiten des Modells und der Konzeption hier
als Ursache beriicksichtigt werden. Kiinftige Untersuchungen sollten unter anderem mit groBBeren
Versuchsgruppen und bestenfalls mit mehreren Mausmodellen arbeiten, um das Potenzial beider
Substanzen besser belegen zu konnen. Wichtige Hinweise fiir die Wirksamkeit einer
Kombinationsbehandlung von Fasudil und Riluzol wird zusitzlich eine Phase-lia-Studie liefern,

welche sich derzeit in der Rekrutierungsphase befindet (www.rock-als.uni-goettingen.de).
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