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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Amyotrophe Lateralsklerose

Bekannt ist die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) seit mehr als 100 Jahren: federfithrend in
der Krankheitsbeschreibung gilt der franzosische Neurologe Jean-Martin Charcot. Er
dokumentierte Symptome, fertigte histologische Priparate an, machte Aussagen zu
pathogenetischen Entititen und untersuchte in Ansdtzen den Krankheitsverlauf. Eine
vollstindige Untersuchung des Krankheitsverlaufs war oft nicht moglich, aufgrund der
Unkenntnis iiber das hohe Manifestationsalter bei eher niedriger Lebenserwartung. Letztlich
liefert Charcot bedeutungsvolle Beschreibungen der ALS mit nachhaltiger Wirksamkeit
(Ludolph et al, 2000).

Sie ldsst sich heute anhand des klinischen Erscheinungsbildes, histologischen sowie
elektrophysiologischen ~ Untersuchungen  als  degenerative ~ Motoneuronerkrankung
diagnostizieren. In jingster Zeit kann auf validierte Forschungsergebnisse zuriickgegriffen
werden, dass erst die Kombination aus klinischem Verlauf und neurophysiologischer
Diagnostik eine prizise Aussage zur Krankheit moglich macht (Kérner, 2010).

Uberwiegend wird ein allmihlicher Kraftverlust der willkiirlichen Muskulatur beobachtet (zur
Hauptsache unilateral der oberer Extremitit). Syndromal kann sich ALS auch in der sog.
bulbiren Form auBlern. Hier sind Sprach-, Schluck- Kaufunktion zunehmend beeintrichtigt,
wohingegen Sensibilitit, kognitive Fihigkeit, Horen, Riechen, Schmecken, Sehen, - Blasen-
und Mastdarmfunktion funktionell uneingeschrinkt bleiben. In Erginzung mit typischen
elektromyo- und neurografischen Mustern, sowie serologischen, histologischen und auch
radiologischen Parametern kann die ALS eng von anderen neuromuskuliren Erkrankungen
abgegrenzt werden.

Was letztlich zum Ausbruch der Krankheit fihrt und welche Ursachen zu Grunde liegen ist
nur teilweise bekannt. Weltweite Studien, die sich um einer kausale Erklirung der ALS
bemiihen, wenden sich von dem mono-kausalen Gedanken ab und betrachten die ALS als

eine multifaktorielle Erkrankung.
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1.2 Atiologie

Die Amyotrophe Lateralsklerose tritt in 90% der Fille als sporadische Form (sALS) auf. 10 %
der Patienten zeigen eine positive Familienanamnese (fALS). Davon tragen ein Funftel der
Betroffenen eine Mutation (G93A) im Gen fiir das Enzym Cu/Zn Superoxid Dismutase 1
(SOD1) (Rosen, 1993). Bei dieser Mutation kommt es zu einem Aminosdureaustausch von
Glycin zu Alanin an Position 93. Insgesamt wurden mittlerweile mehr als 90 Mutationen in
der humanen Cu/Zn-SOD identifiziert, die mit der ALS assoziiert sind, beispielsweise G37R,
G598, G8OR (Gaudette, 2000).

Bei mehr als 80% der fALS-Patienten ist die Mutation noch nicht bekannt. Bei tber 90% der
Betroffenen treten keine weiteren Fille innerhalb der Familie auf (sALS), so dass die
sporadische Form wahrscheinlich durch ein komplexes Zusammenspiel von Umweltfaktoren
und zahlreichen genetischen Loci entsteht, die jeweils einzeln nur geringen Finfluss ausiiben.
(Dunkley et al, 2007). Van Damme hilt einen Zusammenhang zwischen Mutationen im
SOD1-Gen und der sporadischen Form der ALS fiir wahrscheinlich (Van Damme, 2005).
Weitere Uberlegungen zur Atiopathogenese sind der Einfluss durch Umweltfaktoren, die
virale/infektiose Genese, Autoimmunerkrankungen, exogene und endogene Neurotoxine
sowie auf molekularer Ebene Apoptose, Beeintrichtigungen im axonalen Transport und
Exzitotoxizitit (Almer 2003, Ludolph et al, 2000). Es gibt eine Vielzahl von Hypothesen, die
sich meist um wenig belegte Befunde ranken. Beispielsweise suggeriert das Phinomen der sog.
,»Golfkrieg-ALS®, wonach die Inzidenz um den Faktor 4 bei den zuriickgekehrten Soldaten
anstieg, ein infektioses/ umweltbedingtes Agens (Barohn und Rowland, 2002). Auf der Insel
Guam im Westpazifik wurde eine enorme Haufung der Erkrankten gefunden (Almer, 2003).
Anfinglich wurde eine exzitatorische AS, die in einer als Nahrungsmittelgrundlage dienenden
Palmenart vorkommt, verantwortlich gemacht. Bemerkenswerterweise trat in Guam die ALS
Symptomatik nicht isoliert auf, sondern in Form des ALS/PD-Komplex (Parkinson-
Dementia-Komplex). Neben nicht bestitigten Vermutungen hier einen genetischen
Hintergrund erkennen zu koénnen, werden bisher nicht erfasste Umweltfaktoren (z.B.
Schwermetalle) oder eine infektiose Genese (Neurotoxine) angenommen (Garruto et al, 1984).
Eisen und Calne belegten in ihrer Studie die signifikant hohere Inzidenz von anderen
neurodegenerativen Erkrankungen innerhalb der Familien mit ALS-Betroffenen (Eisen und
Calne, 1992). Weitere DNA Mutationen bei Patienten mit fALS wurden in den, auf
verschiedenen Chromosomen lokalisierten, Alsin- und Angiogeningen gefunden.

Im Jahr 2003 wurde das Auftreten von Motoneuronerkrankungen im Zusammenhang mit

einer Mutation (G59S) im axonalen Transportprotein Dynaktin beschrieben (Puls, 2003). Als
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groBer Fortschritt der aktuellen ALS-Forschung gilt die Entdeckung, dass Mutationen in den,
im Zellkern lokalisierten, DNA/RNA-bindenden Proteinen TDP-43 (TAR DNA binding
protein 43) und FUS (Fused-In-Sarcoma) im Zusammenhang stehen beztiglich dem Auftreten
von ALS und der frontotemporalen Demenz (FTLD) (Dormann und Haas, 2011). Bereits
2006 beschrieb Neumann das Auftreten von hyperphosphoryliertem TDP-43 in Hirnregionen
bei Patienten mit ALS und frontotemporaler Demenz (Neumann, 20006). In 5% aller
familidren ALS-Fille wurden Mutationen in der FUS- und TDP-43-DNA als
krankheitsverursachend identifiziert (Mackenzie et al, 2010). Histopathologisch lassen sich bei
den betroffenen Patienten ubiquitinierte TDP-43 bzw. FUS-Einschlisse im Zytoplasma der
Nervenzellen nachweisen (Mackenzie et al, 2007). Mit diesem Befund einhergehend kommt es
zu einem Verlust von TDP-43 bzw. FUS im Zellkern. Interessanterweise finden sich
abnormale zytoplasmatische TDP-43 Einschliisse nicht nur bei den familidren ALS-Patienten,
sondern auch bei 90% aller sporadischen ALS-Fille sowie vielen anderen neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Demenz vom Alzheimer Typ und der Huntington Erkrankung
(Josephs, 2008; Schwab, 2008). Das Protein TDP-43 ist intrazelluldr bei allen Patienten mit
ALS nachweisbar, jedoch nicht bei Mutationstrigern der Cu/Zn SOD (Mackenzie et al, 2007).
Abnormale zytoplasmatische FUS- Einschlisse finden sich hingegen nur bei wenigen ALS-
Patienten. Hier bestehen interessante Parallelen zur SOD1 assoziierten ALS, die ebenfalls
durch abnorme Proteinablagerungen innerhalb des Motoneurons charakterisiert sind (Sau et al
2007; Blair, 2010). Dabei ist von Interesse, welche pathologischen Gemeinsamkeiten sowie

Unterschiede zwischen Mutationen der SOD1, TDP-43 und FUS bestehen.

1.3 Epidemiologie

Die Amyotrophe Lateralsklerose ist die hiufigste degenerative Erkrankung des motorischen
Nervensystems des Erwachsenen (Brooks, 1996). In Deutschland sind etwa 6000 Menschen
an der kombinierten Degeneration des ersten und zweiten Motoneurons erkrankt. ALS tritt
am hiaufigsten zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr, zur Hauptsache jedoch ab dem 50.
Lebensjahr, auf. 1985 beschrieb Gubbay eine unterste Altersgrenze von 20 Jahren (Gubbay,
1985). Regelmillig erkranken auch Patienten, die zwischen 20 und 30 Jahre alt sind. (Dengler
und Ludolph, 2000). Die Inzidenz nimmt mit dem Alter zu und ist in ihrer geografischen und

ethnischen Verteilung weitgehend konstant (Almer, 2003). Der weltweite Durchschnittswert
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der ALS-Inzidenz betrdgt 1,5 — 2,6 / 100.000 Einwohner pro Jahr, der Durchschnittswert der
ALS-Privalenz 1,5 — 8,5 / 100.000 Einwohner (Brooks, 1996).

1.4 Klinischer Verlauf und Pathogenese

Die spinale Form verursacht ein duales Auftreten von schlaffer und spastischer Parese.
Charakterisiert ist die spastische Parese durch eine axonale Degenration von Neuronen im
motorischen Kortex (sog. Betz-Riesenzellen). Ursichlich fiir die schlaffe Parese ist eine, in den
Vorderhérnern des Riuckenmarkes bedingte, Degeneration von Motoneuronen, zur
Hauptsache auf dem zervikalen und lumbalen Niveau. Mehr als 50% des Motoneuronenpools
mussen  funktionell — ausgefallen  sein, bevor leichtere  bzw.  unvollstindige
Lihmungserscheinungen (Paresen) und eindeutige klinische Zeichen zusammentreffen. Die
kollaterale Reinnervation kann den Verlust von bis zu 50% der motorischen Einheiten eines
Muskels kompensieren.

Frihzeitige Symptome sind Muskelschwiche, Faszikulationen der Zungenmuskulatur und eine
gestorte Feinmotorik. Hier ist der Beginn an den oberen oder unteren Extremititen variabel.
Die Atrophien entwickeln sich vorwiegend distal an den Extremititen und zwar zu 50% an
den Armen und zu 50% einseitig. Im Verlauf der Erkrankung breiten sich die Paresen mit
remissionsloser Progredienz auf alle Muskelgruppen aus - bis hin zur Tetraplegie. Die Bulbir-
Zeichen treten genau dann auf, wenn der Krankheitsprozess sich auf die motorischen
Hirnnerven (V, VII, IX, X, XI, XII) im unteren Hirnstammbereich ausweitet. Zu ihnen
gehoren Dysarthrie, Aphonie, Schluckstérungen und Zungenatrophie mit den erwihnten
Faszikulationen. Die bulbire Form bedingt bei 25% der Patienten die initiale Symptomatik.
Sind ausschliefflich supranukleire Neurone betroffen, also die Bahnen, die die
Hirnnervenkerne zwischen GroBhirn und Stammganglien verbinden, so gilt die Bezeichnung
Pseudobulbirparalyse. Es stehen klinisch pathologisches Lachen und Weinen, Affektlabilitdt
und Pyramidenbahnzeichen im Vordergrund. Die glatte Muskulatur ist nicht betroffen, so
dass Blasen- und Mastdarmfunktion uneingeschrinkt bleiben. Sowohl die geistige Aktivitat als
auch die Sensibilitidt bleiben bis zum Eintreten der letalen Ateminsuffizienz im gewohnten

Umfang erhalten.
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1.5 Prognose

Die Erkrankung verliduft progredient und fihrt in 3 — 5 Jahren zum Tod. Die mittlere
Uberlebenszeit unterscheidet sich jedoch bei den verschiedenen Verlaufsformen der ALS. Bei
der extremititenbetonten Variante betragt sie 3,3 Jahre, bei Patienten mit einer anfinglich
bulbiren Symptomatik oder einer Mitbeteiligung der Atemmuskulatur 2 — 25 Jahre.
(Jokelainen, 1977). Todesursache ist bei allen Varianten in der Regel eine zunehmende

respiratorische Insuffizienz (Wiestler, 1994), die Prognose damit infaust.

1.6 Pathomechanismen

Die Amyotrophe Lateralsklerose gilt heute als eine mulitfaktorielle Erkrankung eines
komplexen Zusammenspiels genetischer und molekularer Faktoren (Kiernan et al, 2011).
Zahlreiche Pathomechanismen werden vielseitig diskutiert; u.a. gelten oxidativer Stress und
mitochondriale Dysfunktionen (Dupuis et al, 2004) als ebenso wahrscheinlich wie Pathologien
im axonalen Transport (Bruijn, 2004) oder Stérungen im Energiemetabolismus (Dupuis et al,
2011). Im Zusammenhang mit der TDP-43/FUS-Pathologie bei der ALS werden u.a. Defekte

nukledrer Importsysteme diskutiert (Dormann und Haass, 2011).

1.6.1 Genetische Faktoren und oxidativer Stress

Im Jahr 1993 stellte die Entdeckung, dass ein Teil der fALS-Patienten (20%) eine Mutation
G93A) im Gen fir das Enzym Cu/Zn Superoxid Dismutase 1 aufweist, einen neuen
Forschungsansatz dar (Rosen et al, 1993). So stellt die Mutation im SOD1-Gen die héufigste
Genverinderung in der familidgren ALS dar (Deng et al, 1993). Bei dem Enzym Cu/Zn SOD1
handelt es sich um einen Radikalfinger, der die Umwandlung von Superoxid-Radikalen in
nicht-toxische Stoffwechselprodukte katalysiert. Es entspricht dies dem Wasserstoffperoxid

und dem molekularem Sauerstoff.
20, +2H" = H,0,+ 0,
Superoxid ist eine chemisch selektive und reaktive Sauerstoff-Spezies. Sie entsteht in allen

aeroben Zellen und wirkt bei zu hohen intrazelluliren Konzentrationen zerstérend (Valentine

und Hart, 2003). Gurney konnte experimentell zeigen, dass die Krankheit nicht durch eine
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Senkung der SOD-Aktivitit verursacht, sondern dass die Gegenwart des mutierten Cu/Zn
SOD Polypeptids selbst toxisch fiir Motoneuronen ist (Gurney et al, 1994; Gurney, 2000).

Da die Mutation in der SOD1 die normale Funktion nicht beeintrichtigt, also den o.g.
biochemischen Schritt problemlos ausfiihrt, wird vermutet, dass das mutierte Enzym eine
unbekannte Funktion hinzugewinnt (,,gain of function®) (Reaume et al, 1996; Valentine und
Hart, 2003).

Untersuchungen zeigen ein Absterben von Motoneuronen, bedingt durch die mutierte Form
der humanen Cu/Zn SOD1. Sowohl beim Menschen als auch in dem transgenen Tiermodell
fithrt sie zu einer oxidativen Schidigung der Mitochondrien. Im Mausmodell verindern sich
groBe Neurone im Vorderhorn des Riickenmarkes durch  Ausbildung von
Mikrovesikulationen, hervorgerufen durch degenerierte Mitochondrien. Die mitochondriale
Dysfunktion hingt eng mit oxidativem Stress zusammen. Bei mitochondrialer Dysfunktion
kommt es zu einem Energiemangel, welcher zu zellulirem Stress fithrt. Ausgangsprodukt der
Atmungskette ist Sauerstoff, der komplett zu Wasser reduziert wird. Das Mitochondrium ist
somit auch dem schidlichen Potential des Sauerstoffs in besonderem Mal3e ausgesetzt. So
fihrt nicht nur eine mitochondriale Dysfunktion zu oxidativem Stress, sondern auch
umgekehrt oxidativer Stress zu mitochondrialer Dysfunktion.

So beschreiben Dal Canto and Gurney erste zellstrukturelle Zeichen der Erkrankung (Dal
Canto et al, 1994). Bis heute konnte jedoch der exakte Pathomechanismus der SOD-
vermittelten Toxizitit nicht aufgeklirt werden (Almer, 2003).

In den dbrigen 80% der Fille der fALS ist eine Reihe von Mutationen bekannt, die sowohl
autosomal dominant oder rezessiv vererbt werden (Kunst, 2004). Dabei sind Mutationen an
Proteinen in den Fokus geriickt, die fiir den axonalen Transport verantwortlich sind. Das ist
daher so bedeutend, da das menschliche Axon eines Motoneurons bis zu 100cm lang werden
kann und einen intakten axonalen Transport bedingt.

Eine Schlusselrolle des axonalen Transportes stellt das kodierenden DCTN-1 Gen fir
Dynaktin mit seiner wichtigen Untergruppe p150 dar (Holzbaur et al, 1996). Dynaktin ist aktiv
an der Neuronenauswanderung und Chromosomenausrichtung wihrend der Mitose beteiligt,
ist jedoch selbst nicht in der Lage zellulire Bestandteile zu binden, sondern fungiert als
Bindungspartner fiir Motorproteine (Gaglio et al, 1997). Erst im Zusammenspiel mit Dynein
ist ein korrekter retrograder Transport von Vesikeln und Organellen moglich. Puls et al
konnten in ihrer Studie zeigen, dass eine Mutation im DCTN-1 Gen z.B. zu einer langsam

progredienten autosomal-dominanten Motoneuronerkrankung fithren kann (Puls et al, 2003;
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Puls et al, 2005). Hierbei liegt z.B. eine Mutation (G59S) in der p150 Untereinheit des

Dynaktin-Komplexes vor.

1.6.2 NMDA Rezeptor und Exzitotoxizitit

Ein weiterer Uberlegungsansatz ist die durch Glutamat-vermittelte exzitatorische Erregung an
Neuronen und konsekutiv die neuronale Degeneration. Neurone oder Gliazellen des zentralen
Nervensystems (ZNS) sind in der Lage mittels spezifischer Enzyme Neurotransmitter (NT) zu
synthetisieren. Diese sind entscheidend an der Signaltransduktion zwischen den Synapsen im
ZNS Dbeteiligt. Als NT fungieren neben biogenen Aminen, wie Acetylcholin oder
Katecholamine, verschiedene Peptide (z.B. Substanz P) und Gase, hauptsichlich aber
neuronal aktive, modulierende Aminosduren (AS) - beispielsweise GABA, Glycin, L-
Glutamin- und L-Asparaginsiure. Das physiologisch wirksame Anion Glutamat (Glu) ist der
wichtigste exzitatorische NT im zentralen Nervensystem des Menschen. Nahezu 50% aller
Neurone im Gehirn des Menschen werden durch Glu moduliert (Snyder und Ferris, 2000). L-
Glutamat bindet hauptsichlich postsynaptisch an verschiedenen Glutamat-Rezeptoren,
speziell hier an den NMDA-Rezeptor (N-methyl-D-aspartat—-Rezeptor) (Lynch und
Guttmann, 2001). Der N-methyl-D-aspartat (NMDA) Rezeptor selbst ist ein ionotroper
Glutamat-Rezeptor und kommt vor allem im Zentralnervensystem (Hippocampus, Grof3hirn)
vor. Allerdings konnten in letzter Zeit in vielen peripheren, nicht-neuronalen Geweben
Glutamat-Rezeptoren nachgewiesen werden (Stark, 2001).

Der Glutamat-Rezeptor zeichnet sich durch eine hohe Permeabilitit fiir Na“-, K- - und Ca®'-
Tonen aus und gehort zu den ligandengesteuerten Kationenkanilen (Koles, 2001). Glutamat
sorgt fur eine moderate Signaltransduktion mit linger anhaltender Rezeptorantwort. So kann
der NMDA Rezeptor tiber den Calciumeinstrom verschiedene second messenger - Systeme
aktivieren, die allerdings bei Uberaktivierung zytotoxisch (Exzitotoxizitit) wirken konnen
(Lynch und Guttmann 2002). Damit ist der NMDA Rezeptor an einer Reihe von
pathologischen Zustinden beteiligt, zu denen neuronaler Zelltod und Degeneration gehéren.
1971 fasste J.W. Olney die neurotoxischen Eigenschaften, die exzitatorische Aminosduren
aufweisen, wenn sie durch pathophysiologische Prozesse im Ubermal3 freigesetzt werden,
unter dem Begriff Exzitotoxizitit zusammen (Gagliardi, 2000). Durch einen ibermifligen
Ca’"Einstrom in die Zelle werden zahlreiche Prozesse ausgeldst, die unter bestimmten

Bedingungen zytotoxisch wirken kénnen. Die Freisetzung von Glutamat fithrt zur Aktivierung
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von nicht-NMDA Rezeptoren und somit zur Depolarisierung der Zellmembran.
Spannungsabhingige Ca**-Kanile werden aktiviert, die Mg®*-Blockade vom NMDA Rezeptor
16st sich. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glycin kommt es zur Rezeptoraktivierung. Die
Folge ist der Ca’*-Einstrom in die Zelle mit Konzentrationserhdhung des intrazelluliren
Calciums. Er kann somit als second messenger zahlreiche enzymatische Reaktionen in der
Zelle aktivieren. Durch die Uberstimulierung kommt es zur Schidigung der Mitochondrien.
Bis heute ist nicht in allen Finzelheiten geklirt, wie der Ca*'-Einstrom eine neuronale
Zellschadigung auslésen kann, jedoch existieren mehrere mogliche Mechanismen. So kann der
massive Einstrom von Ca®" Ionen verschiedene Enzyme, wie Lipasen, Phospholipasen,
Proteasen, Endonucleasen etc. aktivieren, deren Interaktionen sich schidlich auf die
Zellhomoostase auswirken. Zusatzlich kann eine mitochondriale Dysfunktion aufgrund einer
vermehrten Ca’’-Aufnahme in die Mitochondrien und damit verbundener Bildung von
reaktiven Sauerstoff-Spezies, zu dem exzitatorischen Zelltod beitragen (Urushitani et al, 2001).
Der daraus resultierende starke Abfall des ATP-Spiegels in den Zellen fihrt zur Apoptose und
Nekrose in den betroffenen Neuronen. Als akute Erkrankung in Folge von Exzitotoxizitit
sind vor allem Schlaganfall und Schidel-Hirn-Trauma zu nennen (Arundine und Tymianski,
2004). Die Amyotrophe ILateralsklerose gilt als vorbildliches Beispiel der chronischen
Erkrankungen mit vermuteter oben genannter Pathophysiologie.

Dabei gilt der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter Glutamat als Schliisselsubstanz im
Verstindnis einer moglichen Pathogenese. Glutamat stellt den tberwiegenden Anteil an
erregenden (exzitatorischen) AS dar und liegt in einer relativ hohen Konzentration im ZNS
vor (Stark, 2000 Teil 1). Die Rezeptorlokalisation ist im ZNS und im Rickenmark ubiquitir

mit auffilligen Verteilungszonen im Hippocampus und Zerebralcortex (Stark, 2000).
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1.7 Neuroprotektion

Unter Neuroprotektion versteht man der Versuch Nervenzellen und Nervenfasern durch
pharmakologische oder molekularbiologische Methoden vor dem Absterben zu bewahren.
Ziel der Neuroprotektion ist es, die zugrundeliegende Atiologie oder Pathogenese einer
Erkrankung giinstig zu beeinflussen und dadurch den Erkrankungsbeginn, Symptomatik oder
den klinischen Verlauf zu verzogern (Schwarz J, 2001; Ravina 2003). Als neuroprotektiv
wirkende Substanz zur Behandlung der ALS wird derzeit das Medikament Rilutek eingesetzt.
Der Wirkstoff Riluzol greift an mehreren Stellen in Prozesse der Signaliibertragung mit dem
Botenstoff Glutamat ein. Zum einen wird die Glutatmatfreisetzung reduziert und zu anderen
die glutamatvermittelte Aktivierung von Glutamatrezeptoren vermindert. Damit wirkt Riluzol

den exzitotoxischen Effekten entgegen.

1.8 Therapie

1.8.1 Symptomatischer Therapieansatz

Eine kurative Therapie ist derzeit nicht bekannt, deswegen liegt heutzutage der Fokus der
Patientenversorgung in einer optimalen palliativmedizinischen und interdisziplindren
Versorgung. Die Erhaltung autonomer und kognitiver Funktionen, als auch Angste und
depressiven Stérungen zu mindern, ist beispielhaft fiir lebensqualititssteigernde Malnahmen
(Borasio, 1998). Die Anlage einer perkutanen endoskopische Gastrostomie (PEG) vermindert
nicht nur die Aspirationsgefahr, sondern zogert bei den oft quilenden Schluckstérungen,
insuffizienter Kaumuskulatur eine Malnutrition hinaus (Mazzini, 1995). Bezuglich der
Muskelschwiche sollten rechtzeitig Hilfsmittel bereitgestellt werden, um die Selbstindigkeit in
den Aktivititen des tdglichen Lebens (ADL) so lange als méglich zu erhalten.

Die respiratorische Insuffizienz gilt als limitierender Faktor. Eine nichtinvasive
Heimbeatmung verbessert die Lebensqualitat, gilt lebensverlingernd (Lule, 2008). Dadurch
duBlern die Patienten weniger Angste bzgl. des Erstickens, der Nachtschlaf verbessert sich, die
Tagesmudigkeit wird verringert, die kognitive Leistung steigt an. (Aboussouan 1997; Schlamp,

1998 und Newsom-Davis, 2001).
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1.8.2 Medikamentoser Therapieansatz

1.8.2.1  Riluzol

In einer Reihe von Studien wurden mehr als 50 potentiell wirksame Substanzen ohne
wesentlichen Erfolg getestet (Mitsumoto 1995). Im Jahr 1996 beschrieben Doble et al. einen
komplexen Wirkmechanismus des Glutamatantagonisten Riluzol, dem derzeit einzigen
zugelassenen Medikament mit signifikantem Nachweis von positiven Studienergebnissen
(Nirmalananthan, 2005).

Unter der Annahme, dass Glutamat im Uberschuss krankhaft wirkt, wurde der
Glutamatantagonist Riluzol entwickelt. In zwei groflen, unabhingig placebokontrollierten
Studien konnte ein positiver Effekt auf die Verzogerung des Krankheitsverlaufes, als auch
verlingerte Uberlebenszeit gezeigt werden. (Lacomblez 1996, Bensimon 1994). SchlieBlich
wurde 1996 Riluzol (Rilutek®) in Deutschland als bisher einziges ALS Medikament zugelassen.
Riviere konnte 1998 zeigen, dass ein fritherer Einsatz des Medikaments zu einem langsameren
Verfall der motorischen Funktionen fihrt (Riviere et al, 1998). Die Therapie fihrt lediglich zu
einer Verlingerung der Uberlebenszeit um drei bis vier Monate bei einer durchschnittlichen

Restlebenserwartung von 18 Monate (Miller, 1996; Miller , 2003).

1.8.2.2  Neramexane

Bei Neramexane handelt es sich um die chemische Weiterentwicklung von Memantine (durch
die Food Drug Administration [FDA] bereits als Antidementivum zugelassen). Es ist eine
Substanz, die zur Behandlung der Demenz vom Alzheimer-Typ eingesetzt wird. Memantine
reguliert die Wirkung pathologisch erhohter toxischer Konzentrationen von Glutamat, die zu
einer neuronalen Funktionsstorung fithren konnen. Neramexane gehért zu den niedrig affinen
Glutamat-Rezeptorantagonisten und  beeinflusst die neuronale Erregbarkeit durch
antiglutamatergen Wirkansatz (Rammes, 2000).

Neramexane ist ein spannungsabhingiger, oral applizierbarer und nicht-kompetitiver
Antagonist des NMDA-Rezeptors.

Neramexane wurde in verschiedene Studien aufgrund seiner neuroprotektiven Komponente
als klinisch wirksame Substanz untersucht (Danysz, 2002).Vielversprechend sind die
Einsatzméglichkeiten zum  Beispiel bei der Alzheimer-Demenz (Rammes, 2000),
Drogenabhingigkeit (Kotlinska, 2004) und analgetischen Therapie (Klein, 2008). Auf der

Suche nach Substanzen mit einer verbesserten Wirksamkeit als Riluzol, jedoch unter
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Beibehaltung des antiglutamtergen Wirkprinzips sollte die Substanz Neramexane, im Auftrag
der Firma Merz Pharmaceuticals, Deutschland, in einer priklinischen Studie hinsichtlich ihrer

Wirksamkeit im ALS-Mausmodell getestet werden.

1.9 Experimentelle Tiermodelle

In der biomedizinischen Forschung werden Tiermodelle zur Aufklirung von
Pathomechanismen und zur Entwicklung von Medikamenten verwendet. Bei Tiermodellen
handelt es sich meist um gentechnisch veranderte Miuse oder Ratten, die z.B. ein humanes
mutiertes Protein Gberexprimieren und in Folge Symptome der entsprechenden humanen
Erkrankung entwickeln. Das am haufigsten verwendete und am besten charakterisierte ALS-
Mausmodell ist die transgene high copy SOD1“-Maus (Gurney et al, 1994). Seit diesem
Zeitpunkt existiert ein genetisch definierter Modellorganismus an dem die Pathogenese und
eine mogliche Therapie der ALS systematisch untersucht werden kénnen (Dal Canto, 1994;
Gurney et al, 1994).

Obwohl die Ubertragbarkeit der Ergebnisse insbesondere der priklinischen Studien auf den
Menschen oft nur unzureichend ist (Benatar, 2007) hat sich das SOD“”**-Mausmodell in der
wissenschaftlichen Forschung zur Untersuchung relevanter Pathomechanismen bei der ALS
als sehr hilfreich erwiesen (Vargas et al, 2011). Neben dem SOD1¢”Y-Mausmodell existieren
weitere ALS-Mausmodelle mit anderen humanen SOD Mutationen (Gaudette, 2000). Ein
neues Mausmodell fiir die Amyotrophe Lateralsklerose wird durch die transgene Dynaktin
(G59S)-Maus reprasentiert (Laird et al, 2008). Mausmodelle mit Mutationen im FUS- bzw.
TDP-43-Gen werden derzeit entwickelt und charakterisiert (Wils et al, 2010; Wegorzewska et
al, 2009).

11
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1.9.1 Das SOD1 °”*-Mausmodell der ALS

1994 wurde ein transgenes Mausmodell (SOD1/+) entwickelt, das die mutierte Form (G93A)
des humanen Cu/Zn SOD1 Proteins iiberexprimiert. Das SOD%”*-Mausmodell mit hoher
Kopienanzahl verkérpert einen Phinotyp wie er bei ALS Patienten gesehen wird. Es ist seit
tber 20 Jahren in der ALS Grundlagenforschung etabliert und wurde daher auch fir diese
Arbeit verwendet.

Die high copy SOD*-Maus trigt 18 Kopien des mutierten humanen SOD1-Gens, das durch
einen Aminosdureaustausch von Glycin zu Alanin an Position 93 gekennzeichnet ist. Die
Tiere entwickeln im Alter von ca. 90 Tagen die klinischen und neuropathologischen
Charakteristika einer selektiven Vorderhorndegeneration, ahnlich der ALS. (Gurney et al,
1994). Die ersten ultrastrukturellen Krankheitsanzeichen im ALS-Mausmodell sind eine
extensive Mikrovesikulation groBer Neurone im Vorderhirn des Rickenmarks, die
offensichtlich von degenerierenden Mitochondrien hervorgerufen werden (Dal Canto und
Gurney, 1994). Die SOD1°”*-Tiere weisen keinen neuronalen Zelluntergang im Motorkortex
auf, die Erkrankung ist im Tiermodell primir spinal lokalisiert (Almer, 2003). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass die mutierte Form der humanen Cu/Zn SOD, sowohl beim
Menschen als auch in dem transgenen Mausmodell zu einer oxidativen Schadigung der
Mitochondrien und nachfolgend zum Absterben der Motoneurone bei der ALS fiihrt
(Mattiazzi et al., 2002). Die transgenen ALS-Miuse zeigen den Phinotyp einer Erkrankung des
motorischen Systems, gekennzeichnet durch eine abnormale Spreizung der Hintergliedmal3en,
Tremor und Muskelschwiche beginnend im Alter von 90 Tagen. 10-15 Tage vor dem Beginn
des Endstadiums der Erkrankung entwickeln die Tiere eine Lihmung der Hintergliedmal3en
(Gurney et al., 1994) Die Tiere erreichen das Endstadium der Erkrankung im Alter von ca.
130 Tagen (Heiman-Patterson et al, 2005). Mit Hilfe des SOD®”*-Mausmodels werden
sowohl Effekte von neuen pharmakologischen Substanzen, als auch Pathomechanismen der
ALS erforscht. Allerdings ist die Reproduzierbarkeit und die Ubertragung der Ergebnisse
priklinischer Studien auf den Menschen limitiert (Ludolph, 2010).
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1.10 Ziel der Arbeit

Die amyotrophe Lateralsklerose ist eine degenerative Erkrankung der zentralen Motoneurone
mit infauster Prognose. Es gibt derzeit keinen kurativen Ansatz, jedoch konnte eine
prolongierte Lebenserwartung durch das Medikament Rilutek erreicht werden. Der beinhaltete
Wirkstoff Riluzol greift via neuroprotektiver Mechanismen in die glutamatvermittelte
Rezeptorantwort ein. Der NMDA Rezeptorantagonist Memantine zeigt bei anderen
degenerativen Erkrankungen, wie z. Bsp. der Alzheimer-Demenz, positive Wirkungen durch
die Interaktion im Glutamathaushalt. Neramexane ist eine chemische Weiterentwicklung des
bereits zugelassenen Wirkstoffs Memantine und wird zur Hauptsache als neues Pharmakon in
der Tinnitus-Behandlung eingesetzt. Die Pathophysiologie lisst jedoch auch andere positive
Effekte vermuten, so dass Neramexane als NMDA Rezeptorantagonist im G93A Mausmodell
der ALS untersucht wurde. In Anlehnung an publizierte Daten beziiglich Uberlebensdauer,
Muskelkraft und histologischen Effekten durch Riluzol ist die Untersuchung mit Neramexane
an diesen Parametern noch offen.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der potentiell neuroprotektiven Wirkung des
nichtkompetetiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten Neramexane auf den Krankheitsverlauf
der transgenen SOD®”*-Tiere. Die protektive Wirkung wurde anhand der folgenden
Parameter evaluiert: Bestimmung der Uberlebenszeit (Zeit bis zum Erreichen des
Endstadiums) und Untersuchung von Muskelkraft, Kérpergewicht und motorischer Aktivitit
im Krankheitsverlauf. Post mortem wurde die Morphologie der Muskelzellen evaluiert und
der Muskelfaserdurchmesser des Musculus quadriceps femoris bestimmt. Daneben wurden die
experimentell erhobenen Parameter geschlechterspezifisch verglichen, was letztlich zu einer
moglichen neuen Zielformulierung in weiteren Untersuchungen fihren kann. Obwohl
unbehandelte transgene Tiere keinen signifikanten Unterschied im Uberleben zeigen, wurde
hier der positive behandlungsspezifische Einfluss auf die Geschlechter deutlich. Die
mannlichen und weiblichen Tiere reagierten different auf verschiedene medikament&se

Einflisse.

13



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Das transgene SOD1°”~ Mausmodell der ALS

Fir die vorliegende Arbeit wurden transgene Ahzgh copy Miuse des Stammes B6SJL-Tg(SOD1-
G93A)1Gur/] verwendet. Die Zuchttiere wurden tber die Firma The Jackson Laboratoties,
Bar Harbor (USA) bezogen. In der Tierforschungsanlage der Universitit Ulm wurden
mannliche transgene BO6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/] -Tiete mit weiblichen B6SJLF1/]
Tieren verpaart. 21 Tage nach der Geburt wurden die Jungtiere, nach Geschlecht getrennt,
abgesetzt. Die Tiere erhielten Ohrmarkierungen und es wurde eine Schwanzbiopsie zur
Genotypisierung genommen. Fur die Studie wurden ausschlieBlich transgene Tiere der

Filialgeneration F1 verwendet.

2.2 Genotypisierung der Versuchstiere

2.2.1 DNA - Isolierung

Zur Bestimmung des Genotyps der Tiere wurde genomische DNA aus ca. 5 mm
Schwanzbiopsiematerial der Jungtiere isoliert. Dazu wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit
der Firma Qiagen verwendet. Die Isolation der genomischen DNA erfolgte nach

Herstellerangaben. Die isolierte DNA wutrde bis zur weiteren Untersuchung bei 4°C gelagert.

2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Genotypisierung der transgenen SOD1°"*-Tiere erfolgte mittels der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR). Bei der PCR handelt es sich um eine 7z vitro Methode, welche sich die
Eigenschaft von DNA-Polymerasen zunutze macht um eine Vervielfiltigung bzw.
Amplifikation von Nukleinsduren zu erreichen (Saiki et al., 1998). Zur Vervielfiltigung eines

spezifischen DNA-Fragments verwendet man zwei Oligonukleotide, sog. Primer, die zu den
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Enden des zu amplifizierenden DNA-Fragments jeweils komplementir sind und in
gegenldufiger Richtung an den komplementiren DNA-Strang binden. Nach einer

Hitzedenaturierung werden die Primer an die einzelstringige DNA angelagert (Annealing) und
von einer hitzebestindigen DNA-Polymerase verlingert (Elongation). Dieser Zyklus
(Denaturierung, Annealing, Elongation) wird bis zu 35mal wiederholt. Die in jedem Zyklus
entstechenden Fragmente dienen im Folgezyklus als Matrize. So findet eine exponentielle
Amplifikation statt. Essentiell fir diese Reaktion ist eine hitzestabile Polymerase, da die
Denaturierung der DNA-Templates bei 94°C stattfindet. In aller Regel wird die Tagq-

Polymerase aus dem Organismus Thermus aquaticus verwendet.

2.23 Bestimmung des Genotyps der SOD1°”* — Tiere

Die Genotypisierung der Nachzucht erfolgte mittels einer Multiplex-PCR.; das bedeutet, dass
in einem PCR-Ansatz mit Hilfe von zwei spezifische, Primerpaaren (Thermo Electron, Ulm).
zweil unterschiedliche DNA-Fragmente vervielfiltigt werden. Das eine Primerpaar amplifiziert
ein ca. 320 bp groBes Fragment der endogenen murinen Interleukin 2 (mIL-2) DNA. Das
mlL-2 Fragment dient dabei als positiv Kontrolle, da das Gen sowohl bei den transgenen-, als
auch Wildtyp-Tieren vorkommt. Das andere Primerpaar amplifiziert einen ca. 250 bp grof3en
DNA-Abschnitt, spezifisch fir die humane mutierte SOD1(G93A) und dient damit der
Identifizierung der transgenen Tiere, die in der Studie verwendet werden. Die nachfolgende

Tabelle 1 zeigt die Basenabfolge der beiden verwendeten Primerpaare.

Tabelle 1: Primersequenz fiir die Genotypisierung der SOD16%A-Tiere

Primer Sequenz

mlL.2-sense 5-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3

mll.2-antisense
5-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATC-3"

hSOD1%"*-sense
5-CATCAGCCCTAATCCATCTGA-3"

hSOD1"*antisense |5 -CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3"
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Das Reaktionsvolumen eines PCR-Ansatzes betrug 50 ul. Die PCR wurde mit dem
,»Recombinant Taq DNA Polymerase® Set der Firma Invitrogen durchgefihrt. Die Firma
Amersham Biosiences stellte die dNTPs zur Verfiigung. Mittels ,,GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder* der Firma Fermentas erfolgte der GroBlenvergleich der amplifizierten Banden.

Im Nachfolgenden sind die Angaben zum Reaktionsansatz dargestellt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Protokoll fiir den Ansatz einer SOD1-PCR

Reagenzien Mengenangaben

DNA (aus Méuseschwinze isoliert) 0,5 ng
Primer IL. — 2 sense 20 pmol
Primer IL — 2 antisense 20 pmol
Primer SOD1 sense 20 pmol
Primer SOD1 antisense 20 pmol
Mg(l, 0,075 pmol
PCR — Puffer 1x
dNTPs 0,04 umol
Taq — Polymerase 25U

Die Ansitze wurden in einen Thermocycler (Trio Thermoblock, Firma Biometra) gegeben

und folgendes PCR — Temperaturprogramm gewahlt (Tabelle 3):

Tabelle 3: PCR Programm fiir die SOD PCR

Reihenfolge Temperatur [°C] Dauer in [min]  Bemerkung

1. Schritt 95 5

2. Schritt 95 1

3. Schritt 60 1

4. Schritt 72 1 30 Zyklen; Schritte 2 — 4
5. Schritt 72 10

6. Schritt 4 unendlich
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2.2.4 Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, mit der DNA-
Molekiile in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden kénnen. DNA-Molekiile wandern als
negativ geladene Nukleinsduren in einer Agarose Matrix in Richtung des positiven Pols, der
Anode, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit von der Grofle, Konformation, Polarisierung
und von der Ladungsstirke des Molekuls abhingt. Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der
zwischen die einzelnen Basen des DNA-Doppelstrangs interkaliert und bei Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht von 254 nm oder 300 nm Wellenlinge rot-orange fluoresziert. Die
Nachweisgrenze von ethidiumbromidgefirbten Gelen liegt bei 5 ng je Bande (Muchlhardt,
1999). Zur Herstellung der verwendeten 2%igen Agarosegele wurde Agarose (Neo Ulta, Fa.
Roth) in 1x TAE-Puffer (0,04 M TrisAcetat; 1 mM EDTA pH 8,0) eingewogen und in einem
Mikrowellengerit (AEG) bis zur vollstindigen Losung der Agarose erhitzt. Nach Abkthlung
auf 60°C wurden 7pl Ethidiumbromid - Losung (10 mg/ml) pro 100 ml Agarose-Lésung
hinzugefiigt und das Gel luftblasenfrei in einen Gelschlitten (Maf3e 7cm x 7 cm) gegossen und
ein Kamm mit 5 Probentaschen eingesetzt. Das erstarrte Gel wurde in eine mit 1x TAE-
gefiillte Elektrophoresekammer (Mini Sub Cell Elektrophorese-System, BioRad) gegeben.

10 ul des PCR-Produkts wurden mit 2 ul 10x DNA-Ladepuffer (40 mg Bromphenolblau und
5 ml Glycerin in 15 ml Aqua dest, mit 0.5 M EDTA auf pH = 8 eingestellt) versetzt und auf
das Agarosegel aufgetragen. Zur Identifikation der amplifizierten DNA-Fragmentgrof3en
wurde ein DNA-Lingenstandard (GeneRuler™, 100 bp DNA Ladder, Fermentas) mitgefiihrt.
Die angelegte Spannung betrug 80 V. Zur Auswertung der amplifizierten DNA-Fragmente

wurde das Geldokumentationssystem Gel Doc 1000 (Bio-Rad) verwendet.

2.3 Studiendesign

Die priklinische Studie wurde in Kooperation mit der Firma Merz Pharmaceuticals GmbH,
Deutschland, durchgefiihrt. Die Studie umfasste vier Behandlungsgruppen. Die Substanz
Neramexane wurde geschlechtsspezifisch dosiert und sowohl einzeln als auch in Kombination
mit dem Wirkstoff Riluzol oral appliziert. Als Positivkontrolle dienten Riluzol-behandelte

Tiere. Die Tiere der Negativkontrolle erhielten Wasser. Basis fiir die Fallzahlplanung der
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Studie war die Erwartung unterschiedlicher Uberlebenszeiten zwischen behandelten und
nicht-behandelten SOD®”*-Tieren im Vergleich zu unbehandelten SOD®”*-Tieren (Gurney
et al, 1989). Dem Ergebnis der Fallzahlplanung entsprechend wurden 22 Tiere (11 mannliche
und 11 weibliche Tiere) pro experimenteller Gruppe und zusitzlich 2 Ersatztiere beantragt
und genehmigt. Die Gesamttieranzahl betrug 96 Tiere. Die Durchfithrung der priklinischen
Studie erfolgte gemdl3 des, vom Regierungsprisidium Tubingen genehmigten,
Tierversuchsantrags Reg.-Nr. 853.

Im Alter von 30 Tagen wurden die Tiere zufillig den einzelnen Behandlungsgruppen
zugeordnet und einzeln in Haltungskifige, die jeweils mit einem Laufrad ausgestattet waren,
gesetzt. Die Dosierung der Wirkstofflosungen begann im Alter von 45 Tagen und endete an
dem Tag an dem die Tiere das Endstadium erreichten. Aus Tierschutzgrinden werden die
Tiere mit Erreichen des Endstadiums getétet, das It. Tierversuchsantrag wie folgt definiert ist:
Die Tiere haben das Endstadium erreicht, sobald sie nicht mehr in der Lage sind sich
unverziiglich aufzurichten, nachdem sie auf die Seite gelegt wurden. Die T6tung der Tiere
erfolgte mittels zervikaler Dislokation.

Die experimentellen Gruppen (n=24) setzten sich wie folgt zusammen:

Gruppe 1 — Negativkontrolle

Gruppe 1a (weibliche Tiere): Trinkwasser ad libitum, ohne Wirkstoffzusatz

Gruppe 1b (minnliche Tiere): Trinkwasser ad libitum, ohne Wirkstoffzusatz

Gruppe 2 — Positivkontrolle

Gruppe 2a (weibliche Tiere): Tigliche orale Gabe von Riluzol (35mg/kg Tag) im
Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Erreichen des Endstadiums
Gruppe 2b (minnliche Tiere): Tigliche orale Gabe von Riluzol (35mg/kg Tag) im

Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Erreichen des Endstadiums

Gruppe 3 - Einzelwirkstoff

Gruppe 3a (weibliche Tiere): Tigliche orale Gabe von Neramexane (150mg/kg Tag) im
Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Erreichen des Endstadiums
Gruppe 3b (minnliche Tiere): Tégliche orale Gabe von Neramexane (50mg/kg Tag) im

Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Erreichen des Endstadiums
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Gruppe 4 - Kombinationswirkstoffe

Gruppe 4a (weibliche Tiere): Tdgliche orale Gabe von Neramexane (150mg/kg Tag) im
Trinkwasser ad libitum,, ab Tag 45 bis zum Erreichen des Endstadiums plus tigliche orale
Gabe von Riluzol (35mg/kg Tag) im Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Erreichen des

Endstadiums

Gruppe 4b (minnliche Tiere): Tégliche orale Gabe von Neramexane (50mg/kg Tag) im
Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Erreichen des Endstadiums plus tigliche orale
Gabe von Riluzol (35mg/kg Tag) im Trinkwasser ad libitum, ab Tag 45 bis zum Etreichen des

Endstadiums

2.4 Haltungsbedingungen

Bei den Haltungskifigen handelt es sich um Makrolon-Kifigen (26,5cm x 20cm x 14cm), die
mit Weichholzgranulat als Einstreu ausgestattet waren. Die Tiere hatten Wasser und das
Maus-/ Rattenzuchtfutter (SSniff MZ Ereich) ad libitum zur Verfiigung. Die Wasserflaschen
mit und ohne Wirkstoff sowie die Kifige wurden 1 x pro Woche gewechselt. Die
Raumtemperatur betrug 20°C * 3°C, die Luftfeuchtigkeit 80% % 10%. Automatische

Regelung der Lichtperiode betrug 13,5 Stunden, die der Dunkelperiode 10,5 Stunden.

2.5 Herstellung von Wirkstofflosungen

Die Applikation der Wirkstoffe Neramexane und Riluzol erfolgte oral in Trinkwasserflaschen.
Beide Substanzen standen initial in pulverisierter Form zur Verfigung und wurden fiir die
orale Applikation in entkalktem Leitungswasser gelost. Die zu applizierende Dosis von
Neramexane wurde von der Firma Merz Pharmaceuticals vorgegeben. Aufgrund der
geschlechtsabhingigen Pharmakokinettk von Neramexane erfolgte die Dosierung
geschlechtsspezifisch. Die Trinkflaschen wurden 1x pro Woche erneuert; und mit frisch
angesetzter Wirkstofflosung geftllt. Fur die korrekte Dosierung wurde ein mittlerer
Trinkwasserverbrauch von 6 ml/24 h pro Maus und ein dutchschnittliches Gewicht von 19 g

(weibliches Tier) bzw. 24 g (minnliches Tier) zu Grunde gelegt. Die Dosierung von Riluzol
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erfolgte nach Literaturangaben (Gurney et al, 1998). Die Wirkstofflosungen standen den

Tieren ad libitum zur Verfigung. Zur Finwaage der Wirkstoffe wurde eine Prazisionswaage

(Feinwaage Adventurer™ AR 0640, Fa. Ohaus) verwendet.

2.5.1 Kontrollgruppe Trinkwasser
Entkalktes, mit HCL angesiuertes Leitungswasser (pH 3.0) stand den Tieren der
nHKontrollgruppe Trinkwasser  ad /ibitum zur Verfigung. Die Trinkflaschen und das

Leitungswasser wurden 1x pro Woche erneuert.

2.5.2 Riluzol

Eine Dosierung von 35 mg/kg Tag Riluzol diente in der Studie als Positivkontrolle.

500 ml entkalktes Wasser wurden mit 100 ml 1M HCL versetzt. Bei Erreichen eines pH-
Wertes von pH 2 (pH-Meter 526 wtw, MultiCal™) wurden 0,135 g Riluzol zugesetzt und
tber Nacht durch stetes Rithren (Ikamag™ RH, Janke & Kunkel) vollstindig gel6st.

Durch Zugabe von 6M NaOH-L6sung wurde pH 5 eingestellt. Das Gemisch wurde mit
entkalktem Wasser auf ein Endvolumen von 1000 ml in lichtundurchlissige Flaschen
aufgefillt. Die Endkonzentration der Riluzol-Losung betrug 0,135 mg/ml (135mg/L) und ist
bei 4°C fur ca. 2 Monate stabil.

2.5.3 Neramexane

2531 Weibliche Tiere

Die Dosierung der weiblichen Tiere mit Neramexane lag bei 150 mg/kg Tag.

0,48g Neramexane wurden in 500ml entkalktem Wasser gelost. Durch Zugabe von 0.1M
NaOH wurde der pH auf 5 eingestellt. Die Lésung wurde mit entkalktem Wasser auf ein
Endvolumen von 1000 ml aufgefillt und in lichtundurchlissige Flaschen abgefiillt.

Endkonzentration 480mg/L. Die Losung ist bei Raumtemperatur ca. 2 Wochen stabil.
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2532 Mnnliche Tiere

Die Dosierung der minnlichen Tiere mit Neramexane lag bei 50 mg/kg Tag.

0,2g Neramexane wurden in 500ml entkalktem Wasser gelést. Durch Zugabe von 0.1M
NaOH wurde der pH auf 5 eingestellt. Die Losung wurde mit entkalktem Wasser auf ein
Endvolumen von 1000 ml aufgefillt und in lichtundurchlissige Flaschen abgefiillt.

Endkonzentration 200 mg/L. Die Lésung ist bei Raumtemperatur ca. 2 Wochen stabil.

2.5.4 Kombinationslésung Neramexane plus Riluzol

254.1 Weibliche Tiere

Die Dosierung der weiblichen Tiete lag bei 150 mg/kg Tag Neramexane und 35 mg/kg Tag
Riluzol. Die Riluzollésung wird wie unter Punkt 4.5.2 beschrieben hergestellt. Dann werden
zu 1 L Riluzol 0,482 Neramexane ecingewogen. Der pH Wert wird dberprift und
gegebenenfalls auf pH 5 eingestellt.

254.2 Mannliche Tiere

Die Dosierung minnlichen Tiere lag bei 50 mg/kg Tag Neramexane und 35 mg/kg Tag
Riluzol. Die Riluzollésung wurde wie unter Punkt 4.5.2 beschrieben hergestellt. Dann wurden
zu 1 L Riluzol 0,2g Neramexane eingewogen. Der pH Wert wurde utberprift und

gegebenenfalls auf pH 5 eingestellt.

2.6 Methoden zum Nachweis der Effektivitit der Wirkstoffe

2.6.1 Bestimmung des Trinkwasserverbrauchs

Der Trinkwasserverbrauch der Tiere wurde stichprobenartig bei allen Behandlungsgruppen,
1x pro Woche an n=10 Tieren wihrend der gesamten Behandlungsdauer tberprift. Die
Auswertung erfolgte sowohl geschlechtsspezifisch als auch fiir beide Geschlechter zusammen.
Es wurde fir jede Behandlungsgruppe der mittlere Trinkwasser-Verbrauch (ml/Tag) £ SD

bestimmt und graphisch dargestellt.
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2.6.2 Bestimmung des Korpergewichtes

Das Gewicht aller Tiere wurde 1x pro Woche bestimmt (Didtwaage, Beurer). Dazu wurden die
Tiere am Schwanz aus dem Kifig genommen und in ein hohes Gefil3 gesetzt. Es wurde fur
jede Behandlungsgruppe das mittlere Korpergewicht (g/Woche) berechnet und graphisch

dargestellt.

2.6.3 Bestimmung der Uberlebenszeit

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit der applizierten Wirkstoffe wurde die Lebensspanne der
Tiere bestimmt. Da die Tiere Symptome entwickeln, die denen der humanen ALS sehr dhnlich
sind, wiirden die Tiere, ohne Euthanasie, an respiratorischer Insuffizienz versterben. Aus
Grinden des Tierschutzes wurden die Tiere daher get6tet sobald sie das Endstadium der
Erkrankung erreicht hatten. Das Endstadium ist wie folgt definiert: ,,Die Tiere haben das
Endstadium erreicht sobald sich nicht mehr in der Lage sind sich unverziglich aufzurichten,
nachdem sie auf die Seite gelegt wurden®. In einer ersten deskriptiven Analyse wurden die
Parameter Normalverteilung, Mittelwert, Standardabweichung, Median, Minimum und
Maximum ermittelt und tabellarisch dargestellt. Die statistische Auswertung der
Uberlebenszeiten erfolgte mittels Log-rank-Test, die grafische Darstellung mittels Kaplan-
Meier-Plot (SPSS™, Sigma Plot Version 9.0 und Sigma Stat. 3.1.). Als Grundlage der Analyse

von Ubetlebenszeiten dient der Beobachtungszeitraum (=Geburt bis Tod).

2.6.4 Bestimmung der Laufradaktivitit

Im Alter von 38 Tagen wurden die Tiere, einzeln, in standardisierte Kifige, die mit einem
Laufrad und Nahrung/Flissigkeit ad libitum ausgestattet sind, gesetzt. Die Aktivititsmessung
im Laufrad erfolgt bei den nachtaktiven Tieren von 18 Uhr bis 6 Uhr. In den ersten Wochen
stieg die Aktivitit der Tiere aufgrund einer Lern- und Eingewohnungsphase stetig an bis sie
ein konstantes Niveau erreichte. Daher wurde die Laufradaktivitit der ersten drei Wochen
nicht fir die Auswertung herangezogen. Aufgrund zum Teil groB3er individueller Unterschiede
bei der Laufradaktivitit wurden bei der Auswertung die tiglich erfassten Werte wochenweise

zusammengefasst. Danach wurde die durchschnittliche Laufradaktivitit aller Tiere pro Gruppe
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berechnet. Da die minnlichen und weiblichen Tiere unterschiedlich aktiv sind, erfolgt eine

geschlechtsspezifische Auswertung.

Zur Beurteilung der motorischen Aktivitit im Krankheitsverlauf wurde ein sigmoidales

Regressions-Modell (Hill) mit der folgenden Formel angewendet.

y = Laufradaktivitit (Anzahl der Umdrehungen/12h)

x = Alter der Tiere (Wochen)

a = Prasymptomatische Laufradaktivitit (waagerechte Asymptote)
b = Krankheitsverlauf (Steigung)

¢ = Tag der halbmaximalen Laufradaktivitit (Wendepunkt)

Der Parameter a spiegelt die Laufradaktivitit vor der symptomalen Phase der Erkrankung
wider. Der Parameter b gibt an wie schnell die Krankheit verlduft und tiber den Parameter c
lisst sich der Tag ermitteln, an dem die maximale Aktivitit der Tiere um 50% reduziert ist.

Die berechneten Hill-Parameter a, b und ¢ wurden mit den entsprechenden Parametern der
Trinkwasser Kontrollgruppe mittels Varianzanalyse (ANOVA) verglichen. Fir zwei-Gruppen

Vergleiche wurde der t-test verwendet.

2.6.5 Messung der Muskelkraft

Die Messung der Muskelkraft wurde mit Hilfe des Grip-Strength-MeBgerites GST (Bioseb,
Chaville; France) durchgefiihrt. Dabei wurde die Stirke des Haltevermégens der Maus auf
einem Gitter gemessen. Das Drahtgitter hatte eine GroB3e von 8cm x 8cm und war mit einem
isometrischen Kraftmesser verbunden. Zur Messung der Kraft der Vordergliedmal3en wurde
die Maus am Schwanz gehalten und von oben so auf das Gitter gesetzt, dass sie sich nur mit
den Vorderpfoten festhalten konnte. Der Korper wurde moglichst waagerecht gehalten und
gleichmiBig nach hinten tber die komplette Linge des Gitters gezogen (Abbildung 1). Wenn

die Tiere das Gitter los lieBen war die maximale Griffstirke erreicht. Zur Messung der Kraft
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der Hintergliedmal3en wurde die Prozedur mit allen vier Pfoten auf dem Gitter wiederholt und
die Werte der Muskelkraftmessung der Vordergliedmallen wurden subtrahiert. Es wurden drei
Einzelmessungen pro Tier durchgefihrt und daraus der Mittelwert gebildet. Die Messungen
wurden 3x pro Woche an n= 5 Tieren pro Behandlungsgruppe durchgefiihrt und begannen
im Alter von 100 Tagen. Die Messungen endeten kurz bevor die Tiere das Endstadium
erreicht hatten. Die Daten wurden geschlechtsspezifisch ausgewertet. Die graphische
Darstellung erfolgte mittels Boxplot. Fir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-

Test verwendet, Software Programm GraphPad Prism 5.04.

Abbildung 1: Durchfithrung der Muskelkraftmessung der Vordergliedmal3en

2.7 In-vitro Untersuchungen zum Nachweis der Effektivitit der Wirkstoffe
2.7.1 Histologische Untersuchungen des Musculus quadriceps femoris

27.1.1 Muskelpriparation

Am Versuchsende wurden die Tiere mittels zervikaler Dislokation getétet, der Musculus
quadriceps femoris pripariert und auf einen Papierstreifen gelegt. Danach wurde der Muskel
stufenweise eingefroren. Im ersten Schritt erfolgte das Einfrieren bei ca. -96°C in
vorgekthltem 2-Methylbuthan (Merck). Nach 2 min wurden die Priparate mit einer kalten
Pinzette aus dem Becherglas enthommen und auf Trockeneis gelegt. AnschlieBend erfolgte die
Aufbewahrung im Gefrierschrank bei -80°C.

Die histologischen Feinschnitte wurden bei -21°C in einem Kryostaten der Firma Leica,
Modell CM 3050 S angefertigt. Zur Herstellung der Schnitte mit einer Dicke von 10um
wurden die Muskeln mit Tissue Tek® (Fa. Sakura, Zoeterwoude, NL) auf der

Gewebehalterung fixiert. Nach dem Angleich der Gewebetemperatur wurden bei manueller
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Schnittfolge ca. 10 Muskelquerschnitte auf einem Objekttriger (SuperFrost“Plus Objekttriger,
Fa. Menzel GmbH &Co KG) abgelegt. Die fertigen Objekttriager wurden bis zum Anfertigen
der Himatoxylin & Eosin (HE) - Farbung bei -80°C aufbewahrt.

Pro Maus wurde ein Muskel pripariert. Auf jeden Objekttriger wurden sechs
Muskelquerschnitte aufgezogen. Insgesamt wurden funf Objekttriger pro Muskel mit
Muskelquerschnitten belegt.

Pro Behandlungsgruppe wurden fiinf Tiere bzw. Muskel pripariert und geschnitten.

2.7.1.2  Himatoxylin & Eosin (HE) Firbung

Nach der Entnahme der Schnitte aus dem Geftrierschrank (Temperatur -80°C) wurden die
Objekttriger zum Trockenen unter den Abzug gelegt. Alle Objekttriger mit aufgezogenen
Muskelquerschnitten wurden nach einem Standardprotokoll gefirbt. Hierzu wurden die
Schnitte zunichst fir 10 min in einer wissrigen 4 % Formalin-Losung (37%-ig Formalin;
Merck) fixiert. Nach kurzem Spiilen in Leitungswasser wurden die Objekttrager fiir zwei min
in Aqua dest. Uberfithrt und daraufhin fir die Kernfirbung finf Minuten in frisch filtriertem
Himalaun (Mayers Hidmalaun; Merck) inkubiert. Danach wurden die Schnitte kurz in
0,75%igem Salzsdure-Alkohol (Merck) differenziert und anschlieBend fiir zehn Minuten in
flieBendem Leitungswasser gebldut. Nach erneutem Spilen in Aqua dest. erfolgte die
Zytoplasmafiarbung fiir 15 min in Eosin (Eosin Loésung 0,5% wissrig; Roth). Nach weiterem
Sptilen der Schnitte in Aqua dest. wurden diese in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 30 sec.
in 70% Ethanol, 80% Ethanol, 96% Ethanol, 2x100% Ethanol, je 10 min 2x100% Xylol

(Merck)) entwassert und mit Entellan (Merck) eingebettet.

2.7.1.3  Befundung der histologischen Muskelschnitte

Die gefirbten Schnitte wurden mit dem Mikroskop bei 20-facher Vergro3erung (Fa. Olympus,
Modell BX51TF) analysiert und fotografiert (Fa. Olympus, Soft Imaging System CC12) und
befundet (Fa. Olympus, cellFF, Version 2.5). Bei der Befundung der Muskelschnitte wurden

Form und GroBe der Muskelfaser (eine Muskelfaser entspricht einer Muskelzelle mit
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mehreren Zellkernen), die Beschaffenheit der Septen, das Aussehen und die Stellung des

Zellkerns.

2.7.1.4  Quantifizierung der Muskelfaserdurchmesser

Die aufgenommenen Bilder der HE gefirbten Muskelschnitte wurden morphometrisch
ausgewertet. Zur Bestimmung des Zelldurchmessers wurde der groBte Querschnitt, der
orthogonal auf dem absolut groBten Zellquerschnitt steht, gemessen (Abbildung 2). Der
Bildausschnitt zur Vermessung der Zellquerschnitte wurde dabei zufillig ausgewihlt. Es
wurden alle, in den gewihlten Bildausschnitten gelegenen Muskelfasern vermessen; die

minimale Anzahl von 100 Muskelfasern, die ein Bildausschnitt enthalten muss, darf jedoch

nicht unterschritten werden. (Dubowitz und Sewry, 2007).

idealer Schnitt
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Muskelfaser. Dabei ist mit der roten Linie der gemessene
Querschnitt und der blauen Linie der absolut gréfite Querschnitt der Muskelfaser markiert. Als
Beispiele fiir die verschiedenen Orientierungsméglichkeiten, sind ein idealer und ein schiefer Schnitt,

sowie ein Schnitt einer gekriimmten Muskelfaser eingezeichnet. (verindert nach Dubowitz und Sewry,

2007).
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2.8 Statistische Auswertung

Die Daten sind als Mittelwerte * Standardfehler angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte iber die Software SPSS™ (Sigma Plot Version 9.0 und Sigma Stat 3.1.). Die
verwendeten statistischen Tests waren neben deskriptiver Statistik zu Feststellung von linearen
Zusammenhingen die statistischen Auswertung zweier Gruppen durch den zweiseitigen,
ungepaarten t-test. Fir multiple Gruppenvergleiche erfolgte die statistische Auswertung
mittels ANOVA-Datenanalyse mit Bonferroni-Korrektur. Nach statistischen Unterschieden
zwischen den Gruppen wurde mit dem nichtparametrischen H-Test nach Krusal und Wallis
gesucht. Die dabei gefundenen Unterschiede wurden anschlieBend mittels Wilcoxon-Test
ermittelt. Bei allen statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit p=0,05 als
Signifikanzniveau festgelegt.

Im Ergebnisteil werden die verwendeten Tests gesondert genannt.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Abbildung 3 zeigt das Ergebnis der Genotypisierung der Jungtiere. Bei allen Tieren ist das ca.
320 bp groBe DNA-Fragment des endogenen murinen IL.-2 Genfragments erkennbar. Als
transgen wird eine Maus bezeichnet, wenn zusitzlich zu der IL-2 Bande, das ca. 230 bp grof3es

GI3A
D

DNA-Fragment der humanen mutierten SO auf dem Agarosegel erkennbar ist. Als

Wildtyp-Maduse werden Tiere bezeichnet, bei denen nur die IL-2 Bande erkennbar ist. In der

Studie wurden nur transgene Tiere eingesetzt.

Abbildung 3: Ergebnis der Genotypisierung auf einem 2%igen Agarosegel. M: Lingenstandard
(GeneRuler™, 100 bp DNA Ladder), WT: Wildtyp-Tiet, SOD1: transgenes SOD16%A-Tier W: Negativ-

Kontrolle

3.2 Oraler Verbrauch an Wirkstofflésungen

Der tatsichliche Verbrauch der Wirkstofflsungen steht in Ubereinstimmung mit dem zu
Grunde gelegten Trinkwasserverbrauch von 6ml/24h. Es gab keinen Hinweis auf
Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen. Eine dreifach hohere
Konzentration von Neramexane im Trinkwasser bei den weiblichen Tieren hatte keinen
Einfluss auf den Trinkwasserverbrauch. Es wird deutlich, dass der Trinkwasserverbrauch im

Krankheitsverlauf abnimmt.
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Tabelle 4: Oraler Verbrauch an Wirkstofflésungen — ménnliche transgene Miuse

Alter Verbrauch an Wirkstofflésungen - mannliche Tiere
(Woche)
Riluzol Neramexane Neramexane + Riluzol
35 mg/kg d 50 mg/kg d 50 mg/kg d + 35 mg/kg d
n=5 n=5 n=>5
(ml/d) SD (ml/d) SD (ml/d) SD

7 6,72 0,757 7,64 0,521 7,27 0,930
8 7,14 0,763 7,09 1,272 6,60 0,616
9 6,20 1,664 6,88 1,617 6,24 0,890
10 6,09 1,240 7,86 1,233 7,06 2,442
11 6,86 1,407 7,43 0,589 6,86 1,385
12 6,46 1,423 6,43 0,707 6,63 0,697
13 5,94 1,210 6,34 1,154 6,91 1,062
14 5,97 1,027 6,54 1,131 6,46 1,136
15 6,37 1,541 4,95 0,886 6,34 0,793
16 5,76 1,728 4,95 0,858 6,04 1,392
17 5,19 1,033 4,98 0,874 6,21 0,831
18 5,98 2,039 5,82 0,960 5,09 0,569
19 4,14 7,75 7,29 1,616
20

n: Anzahl der untersuchten Tiere, SD: Standardabweichung, d: Tag

Tabelle 5: Oraler Verbrauch an Wirkstofflésungen — weibliche transgene Miuse

Alter Verbrauch an Wirkstofflosungen - weibliche Tiere
(Woche)
Riluzol Neramexane Neramexane + Riluzol
35 mg/kg d 150 mg/kg d 150 mg/kg d + 35 mg/kg d
n=>5 n=>5 n=>5
(ml/d) SD (ml/d) SD (ml/d) SD
7 6,60 0,279 5,83 0,500 5,90 0,526
8 6,11 0,186 6,61 1,434 5,43 1,063
9 6,20 0,653 6,39 1,868 7,14 2,728
10 5,69 0,421 6,03 1,080 7,83 1,960
11 6,74 0,987 6,31 1,858 7,49 1,480
12 6,49 0,577 6,29 0,226 6,63 0,540
13 6,17 0,665 5,66 0,998 6,40 0,519
14 5,54 0,456 6,49 0,521 6,80 0,531
15 6,00 1,079 7,29 2,887 6,83 1,486
16 5,75 0,950 5,66 0,611 6,29 0,881
17 4,76 0,950 4,70 1,680 6,14 0,617
18 6,83 0,236 6,18 1,770 7,25 1,801
19 4,36 0,101 5,00 0,404
20 3,86 0,404

n: Anzahl der untersuchten Tiere, SD: Standardabweichung, d: Tag
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3.3 Gewichtsentwicklungen im Krankheitsverlauf

Bei der Gewichtsentwicklung zeigen sich bei den weiblichen Tieren keine Unterscheide
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen. Im Durchschnitt liegt das Gewicht der
weiblichen Tiere in der 5. Woche bei 18g. Ein Maximum von 22¢g wird in der 14. Woche
erreicht. Mit zunehmender Schwere der Erkrankung verlieren die Tiere an Gewicht (ab der 14.
Lebenswoche). Im Endstadium liegt das durchschnittliche minimale Gewicht zwischen 16g

und 17g. Das bedeutet einen Gewichtsverlust von ca. 23 %.

30
28 +
26 +
24 +
= 22 T
E T A‘k
S 20t /"M
O 18 + Y
16 +
14 __ —@&— Kontrolle Trinkwasser
| —@— Riluzol (35mg/kg Tag)
12 4+ =¥ Neramexane (150mg/kg Tag)
1 Neramexane (150mg/kg Tag) + Riluzol (35mg/kg Tag)
10 T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Alter (Woche)

Abbildung 4: Gewichtsentwicklung der wéchentlich ermittelte Kérpergewichte ab der 5. Lebenswoche
pro Maus und Behandlungsgruppe (hier die weiblichen Tiere). Dargestellt sind die Mittelwerte in [g]
aller transgenen weiblichen Tiere innerhalb einer Behandlungsgruppe pro Woche. Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen fehlen.

Auch bei den minnlichen Tieren zeigt sich kein Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen bei der Entwicklung des Korpergewichts. Im Durchschnitt betrdgt das
Gewicht in der 5. Woche 22¢g. Fin Maximum von 25g wird zwischen der 12. und 14. Woche
erreicht. Wie bei den weiblichen Tieren zeigt sich mit zunehmender Schwere der Erkrankung
eine Gewichtsabnahme, ebenfalls ab der 14. Lebenswoche. Im Endstadium liegt das mittlere
Gewicht der minnlichen Tiere zwischen 18g und 20g. Das entspricht einem Gewichtsverlust

von ca. 20%.
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Abbildung 5: Gewichtsentwicklung der wéchentlich ermittelte Kérpergewichte ab der 5. Lebenswoche
pro Maus und Behandlungsgruppe (hier die ménnlichen Tiere). Dargestellt sind die Mittelwerte in [g]
aller transgenen minnlichen Tiere innerhalb einer Behandlungsgruppe pro Woche. Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen fehlen.

3.4 Analyse der Uberlebenszeit

Bei der Auswertung der Ubetlebenszeit zeigen sich geschlechtsabhingige Unterschiede in den

einzelnen Behandlungsgruppen.

3.4.1 Deskriptive Statistik

In dieser Studie konnte bei den minnlichen Tieren, die mit 35 mg/kg Riluzol am Tag
behandelt wurden kein positiver Effekt auf das Uberleben festgestellt werden. Den besten
Effekt zeigten die minnlichen Tiere, die mit Neramexane behandelt wurden; sie lebten

gegentiber der Kontrollgruppe 7,8 Tage linger (136,3£10,133), wiahrend die Kombination aus
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Neramexane und Riluzol lediglich einen Uberlebensvorteil von 3,4 Tagen (131,9£8,077)
gegentiber der Kontrollgruppe hatte.

Bei den weiblichen Tieren zeigte die Behandlung mit 35 mg/kg Riluzol am Tag einen geringen
Uberlebensvorteil von 2,7 Tagen. Den groBten Ubetlebensvorteil hatten die weiblichen Tiere,
die mit Neramexane und Riluzol behandelt wurden; sie lebten 8,4 Tage (138,4+12,777) linger
als die Tiere der Kontrollgruppe (130,019,045). Die Wirksamkeit von Neramexane ist mit 4,1
Tagen (134,1£9,1389) nur halb so grof3 wie die Wirksamkeit der Kombinationslésung.

Tabelle 6: Ubetlebenszeit - Deskriptive Statistik und Normalverteilung-ménnliche transgene Miuse

Uberlebenszeit
mannliche Tiere | Tieranzahl Mittelwert SD Differenz im Vergleich Median Min Max Normal-
zur Kontrolle Trinkwasser P
n Alter (Tage) " (Tagg) # Alter (Tage) verteilung
Kontrolle Trinkwasser 12,00 1285 10,086 - 128,0 11,0 148,0 ja
Riluzol
35 mg/kg Tag 11,00 128,7 10,061 0,2 125,0 116,0 148,0 ja
blerehi e e 14,00 136,3 10,133 78 136,5 119,0 151,0 ja
36, 33 7 36,5 5
50 mg/kg Tag ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ !
Neramexane + Riluzol
50 mg/kg Tag + 13,00 131,9 8,077 34 132,0 118,0 147,0 ja
35 mg/kg Tag

n: Anzahl der untersuchten Tiere, SD: Standardabweichung, Min: Minimum, Max: Maximum
In einer ersten deskriptiven Analyse werden die Parameter Normalverteilung, Mittelwert,

Standardabweichung, Minimum und Maximum in Bezug der Tage ermittelt. Die Differenz der Tage
zur Kontrollgruppe Wasser wird unter Beriicksichtigung des 95% igen Konfidenzintervall angegeben

Tabelle 7: Uberlebenszeit - Deskriptive Statistik und Normalverteilung-weibliche transgene Miuse

Uberlebenszeit
weibliche Tiere Tieranzahl  Mittelwert SD Differenz im Vergleich Median Min Max Normal-
zur Kontrolle Trinkwasser verteilung
n Alter (Tage) (Tage) Alter (Tage)
Kontrolle Trinkwasser 12,00 130,00 9,045 - 132,5 115,0 140,0 nein
Riluzol 12,00 132,70 9,238 2,70 130,5 118,0 149,0 ja
35 mg/kg Tag
Neramexane 15,00 134,10 9,138 4,10 133,0 119,0 151,0 ja
150 mg/kg Tag
Neramexane + Riluzol 13,00 138,40 12,777 8,40 134,0 122,0 163,0 ja
150 mg/kg Tag +
35 mg/kg Tag

n: Anzahl der untersuchten Tiere, SD: Standardabweichung, Min: Minimum, Max: Maximum
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3.4.2 Log-Rank-Test und Kaplan-Meier-Plot

Ein global log-rank Test vergleicht alle Gruppen miteinander. Hier erfolgte die statistische
Auswertung iber die Software GraphPad Prism 5 Project™. Der Verlauf wird durch einen
Kaplan-Meier-Plot illustriert. Bei der Analyse der Uberlebenszeit ergaben sich bei dem
globalen log-rank-Test keine signifikanten Unterschiede, weder bei den minnlichen noch bei
den weiblichen Tieren. Ein signifikanter Uberlebensvorteil im Vergleich zur Kontrollgruppe
zeigte sich lediglich bei den weiblichen Tieren, in der kombinierten Behandlung mit
Neramexane und Riluzol, p=0,042. (Tabelle 9, Tabelle 10). Die minnliche Behandlungsgruppe
Neramexane (50 mg/kg Tag) zeigt gegentiber der Kontrollgruppe einen positiven Trend (p =
0,063), wihrend sich mit allen anderen Behandlungen keine statistisch signifikanten

Ergebnisse hinsichtlich einer lingeren Ubetlebenszeit nachweisen lassen.

Tabelle 8: Uberlebenszeitanalyse - minnliche Tiere

Uberlebenszeit - minnliche Tiere
Behandlungsgruppen Log rank [p]
Kontrolle Trinkwasser ~ Riluzol (35 mg/kg Tag) 0,835
Kontrolle Trinkwasser ~ Neramexane (50 mg/kg Tag) 0,063
Kontrolle Trinkwasser ~ Neramexane (50 mg/kg Tag) + Riluzol (35 mg/kg Tag) 0.701
globaler Log-rank-Test 0,231

p: Signifikanzniveau

Tabelle 9: Uberlebenszeitanalyse — weibliche Tiere

Ubetlebenszeit - weibliche Tiere
Behandlungsgruppen log rank [p]
Kontrolle Trinkwasser  Riluzol (35 mg/kg Tag) 0,328
Kontrolle Trinkwasser  Neramexane (150 mg/kg Tag) 0,119
Kontrolle Trinkwasser ~ Neramexane (150 mg/kg Tag) + Riluzol (35 mg/kg Tag) 0,042
globaler Log-rank-Test 0,216

p: Signifikanzniveau
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3.4.3 Kaplan-Meier-Kurve

Kaplan-Meier-Kurven sind Uberlebenszeitkurven, die die Zeit zwischen einem Anfangs- und
Endergebnis untersuchen. Es ist aufgezeichnet, in welchem zeitlichen Abstand ein einmaliges
Ereignis — hier der Tod — in Relation zum individuellen Studienstart eintritt. Die zweil
nachfolgenden Abbildungen zeigen geschlechtsspezifische Uberlebenszeitkurven. Bei den
weiblichen Tieren der Kombinationsgruppe ist ein signifikanter Behandlungseffekt im
Vergleich zur Trinkwasser Kontrollgruppe nachweisbar. Bei den minnlichen Tieren hingegen
ist die Wirksamkeit von Neramexane hoher als die der Kombinationsgruppe (vgl. auch Log-

rank-Test), jeweils im Vergleich zur Trinkwasser Kontrollgruppe.

Uberlebenszeit - mannliche Tiere
Kaplan-Meier-Plot
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Abbildung 6: Krankheitsverlauf und Endpunkt der minnlichen SODG%A-Tiere im Amyotrophe
Lateralsklerose-Mausmodell. Die mit Neramexane behandelten Maiuse lebten gegeniiber der
Kontrollgruppe 7,8 Tage linger (136,3%10,133 [p=0,063]), wihrend die Miuse mit der Kombination aus
Neramexane und Riluzol lediglich einen Uberlebensvorteil von 3,4 Tagen (131,918,077) gegeniiber der

Kontrollgruppe hatte. Das Endstadium erreichten alle ménnlichen Méuse im Alter von 149 + 2 Tagen.
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Uberlebenszeit - weibliche Tiere
Kaplan-Meier-Plot
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Abbildung 7: Krankheitsverlauf und Endpunkt der weiblichen SODS%A-Tiere im Amyotrophe
Lateralsklerose-Mausmodell. Die mit Neramexane behandelten Maiuse lebten gegeniiber der
Kontrollgruppe 4,1 Tage (134,1%£9,1389) linger, wihrend die Miuse mit der Kombination aus
Neramexane und Riluzol einen signifikanten Uberlebensvorteil von 8,4 Tagen (138,4%12,777 [p=0,042])
gegeniiber der Kontrollgruppe hatte.

3.5 Analyse der motorischen Laufradaktivitit

Im Alter von 38 Tagen wurden die Tiere dauerhaft und einzeln in einen Kifig gesetzt, der mit
einem Laufrad ausgestattet ist. Die Aufzeichnung der Laufradaktivitit erfolgt tiglich von 18
Uhr bis 6 Uhr. Da die Tiere sich erst an das Laufrad gewéhnen mussen, nimmt die
Laufradaktivitit in den ersten Wochen konstant zu bis sie ein Plateau erreicht. Aus diesem
Grund wurden die Daten zur motorischen Aktivitit erst ab der achten Lebenswoche
ausgewertet. Da die Laufradaktivitit der minnlichen Tiere in der prisymptomatischen Phase
um ca. 60 % niedriger lag als bei den weiblichen Tieren erfolgte die Auswertung
geschlechtsspezifisch. Die Behandlungsgruppen (Riluzol, Neramexane und Neramexane plus

Riluzol) wurden jeweils mit der Trinkwasser Kontrollgruppe verglichen. Einen Uberblick iiber
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die ermittelten Werte geben die Tabelle 10 und Tabelle 11 Die grafische Darstellung der
Laufradkurven zeigen die Abbildung 8 und Abbildung 9.

3.5.1 Auswertung der Laufradaktivitit der weiblichen Tiere
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Abbildung 8: Grafische Darstellung der Laufradaktivitit der weiblichen SODG%A-Tjere im
Krankheitsverlauf mittels sigmoidalem Regressionsmodell nach HILL. Aufgezeigt sind die ab einem
Lebensalter von 56 Tagen die wochenweise zusammengefassten Mittelwerte bei tiglich 12 stiindiger
Aufzeichnungsphase. Prisymptomal ist die Laufradaktivitit zwischen den Behandlungsgruppen nicht
signifikant eth6ht. Allerdings ist die durchschnittliche Aktivitit von 25800U/12h bei homogenem
Krankheitsfortschritt deutlich erhoht gegeniiber den minnlichen Miusen. Sowohl die mit Riluzol
behandelten Tiere als auch die Tiere mit der Kombinationslésung erreichen die halbmaximale

Laufradaktivitit 3 [p=0,014] bzw. 5 Tage [p<0,001] spiter gegeniiber der Kontrolle Trinkwaser.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die Auswertung der motorischen Aktivitit der weiblichen Tiere

Tieranzahl Laufradaktivitat vor Symptombeginn S.D. Differenz t-test
weibliche Mause n (Hill-Parameter a)
(Umdrehungen in 12h) (U 12h) (P)
Kontrolle Trinkwasser 11 25985,00 490,441
Riluzol (35mg/kg Tag) 12 25195,00 367,760 -790,00 0,201
Kontrolle Trinkwasser 11 25985,00 490,441
Neramexane (150mg/kg Tag) 13 25344,00 701,080 -641,00 0,496
Kontrolle Trinkwasser 11 25985,00 490,441
Neramexane (150mg/kg Tag) + 13 26934,00 352,450 949,00 0,126
Riluzol (35mg/kg Tag)
Tieranzahl Krankheitsfortschritt S.D. Differenz t-test
weibliche Mause n (Hill-Parameter b)
(Umdrehungen 12h/Woche) (U 12h/Woche) ()
Kontrolle Trinkwasser 11 -17,28 1,825
Riluzol (35mg/kg Tag) 12 -14,69 1,098 2,58 0,229
Kontrolle Trinkwasser 11 -17,28 1,825
Neramexane (150mg/kg Tag) 13 -16,15 2,400 1,13 0,733
Kontrolle Trinkwasser 11 -17,28 1,825
Neramexane 150mg/kg Tag + 13 -13,90 0,904 3,38 0,095
Riluzol 35mg/kg Tag
Tieranzahl Halbmaximale Laufradaktivitat S.D. Differenz t-test
weibliche Mause n (Hill-Parameter c)
(Woche) (Woche) (p)
Kontrolle Trinkwasser 11 15,61 0,113
Riluzol (35mg/kg Tag) 12 16,00 0,097 0,39 0,014
Kontrolle Trinkwasser 11 15,61 0,113
Neramexane (150mg/kg Tag) + 13 15,73 0,172 0,12 0,508
Kontrolle Trinkwasser 11 15,61 0,113
Neramexane (150mg/kg Tag) + 13 16,36 0,092 0,74 <0,001
Riluzol (35mg/kg Tag)

n: Anzahl der untersuchten Tiere, U: Umdrehungen, S.D. Standardabweichung

Laufradaktivitit vor Symptombeginn — (HILL-Parameter a)

Bei den weiblichen Tieren lieBen sich prasymptomatisch keine signifikanten Unterschiede in
der Laufradaktivitit zwischen den Behandlungsgruppen und der Trinkwasser Kontrollgruppe
nachweisen. Im Vergleich zu Trinkwasserkontrolle war die priasymptomatische
Laufradaktivitit bei den Riluzol und Neramexane behandelten Tieren leicht erniedrigt
(Riluzol, -790,00 U/12h und Neramexane, -641,00 U/12h), bei den Tieren, die die

Kombinationslosung erhalten haben leicht erhoht (948,00 U/12h)

37



Ergebnisse

Krankheitsfortschritt — (HILL-Parameter b)

Auch im Krankheitsverlauf zeigten sich bei den weiblichen Tieren keine signifikanten
Unterschiede bei den Behandlungsgruppen im Vergleich zur Trinkwasser Kontrollgruppe.
Den schnellsten Krankheitsverlauf zeigten die unbehandelten Tiere der Trinkwasserkontrolle
(-17,28 U/12h*Woche). Ahnlich schnell war der Krankheitsfortschritt bei den Neramexane
behandelten Tieren (-16,15 U/12h*Woche). Der Krankheitsverlauf der mit Riluzol
behandelten Tiere war mit -13,89 U/12h* Woche etwas langsamer, ebenso wie der
Krankheitsfortschritt der Tiere, die die Kombinationslosung erhalten haben (-13,89 U/
12h*Woche).

Tag der halbmaximalen Laufradaktivitit— (HILL-Parameter c)

Vergleicht man die Behandlungsgruppen mit der Trinkwasser Kontrollgruppe hinsichtlich des
Zeitpunkts an dem die maximale Laufradaktivitit 50% zeigen sich signifikante Unterschiede
bei den Riluzol behandelten Tieren (p=0,014) und den Tieren, die mit der
Kombinationslésung Riluzol + Neramexane behandelt wurden (p< 0,001). Die mit Riluzol
behandelten Tiere erreichten 50% ihrer maximalen Laufradaktivitit 0,39 Wochen, d.h. 3 Tage
spater als die Tiere der Trinkwasser Kontrollgruppe; die mit der Kombinationslosung
behandelten Tiere erreichten die halbmaximale Laufradaktivitit 0,74 Wochen, d.h. 5 Tage
spater als die unbehandelten Tiere. Bei den mit Neramexane behandelten Tieren verzogerte
sich der Tag an dem die Tiere 50% der maximalen Laufradaktivitit erreichten lediglich um

0,12 Wochen, d.h. um einen Tag im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren.
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3.5.2 Auswertung der Laufradaktivitit der mannlichen Tiere
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Abbildung 9: Grafische Darstellung der Laufradaktivitit der minnlichen SODS%%A-Tiere im
Krankheitsverlauf mittels sigmoidalem Regressionsmodell nach HILL. Aufgezeigt sind die ab einem
Lebensalter von 56 Tagen die wochenweise zusammengefassten Mittelwerte bei tiglich 12 stiindiger
Aufzeichnungsphase. Beteits prisymptomal ist die Laufradaktivitit (durchschnittlich 14600U/12h) det
3 Behandlungsgruppen gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhéht (Riluzol vs Kontrolle
[p<0,001], Neramexane vs Kontrolle [p<0,001], Neramexane+Riluzol vs Kontrolle [p=0,008]). Sowohl
die mit Neramexane behandelten Tiere als auch die Tiere mit der Kombinationslésung erreichen die
halbmaximale Laufradaktivitit 6 bzw. 5 Tage spiter gegeniiber der Kontrolle Trinkwaser [jeweils

p<0,001].
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Tabelle 11: Ubersicht iiber die Auswertung der motorischen Aktivitit der mannlichen Tiere

Neramexane (50mg/kg Tag)

Tieranzabhl Laufradaktivitéat vor Symptombeginn S.D. Differenz t-test
mannliche Méause n (Hill-Parameter a)
(Umdrehungen pro 12h) (U 12h) (P)
Kontrolle Trinkwasser 12 12912,00 197,110
Riluzol (35mg/kg Tag) 11 15890,00 277,050 2978,00 <0,001
Kontrolle Trinkwasser 12 12912,00 197,110
Neramexane (50mg/kg Tag) 11 15931,00 240,082 3019,00 <0,001
Kontrolle Trinkwasser 12 12912,00 197,110
Riluzol (35mg/kg Tag) + 11 13958,00 290,440 1046,00 0,008
Neramexane (50mg/kg Tag)
Tieranzahl Krankheitsfortschritt S.D. Differenz t-test
mannliche Mause n (Hill-Parameter b)
(Umdrehungen 12h/Woche) (U 12h/Woche) (P)
Kontrolle Trinkwasser 12 -18,99 1,713
Riluzol (35mg/kg Tag) 11 -13,65 1,115 5,34 0,018
Kontrolle Trinkwasser 12 -18,99 1,713
Neramexane (50mg/kg Tag) 11 -15,72 1,278 3,26 0,136
Kontrolle Trinkwasser 12 -18,99 1,713
Riluzol (35mg/kg Tag) + 11 -19,30 2,457 -0,31 0,921
Neramexane (50mg/kg Tag)
Tieranzahl Halbmaximale Laufradaktivitat S.D. Differenz t-test
maéannliche Mause n (Hill-Parameter c)
(Woche) (Woche) (P)
Kontrolle Trinkwasser 12 15,51 0,087
Riluzol (35mg/kg Tag) 11 15,23 0,110 -0,28 0.056
Kontrolle Trinkwasser 12 15,51 0,087
Neramexane(50mg/kg Tag) 11 16,30 0,100 0,79 <0,001
Kontrolle Trinkwasser 12 15,51 0,087
Riluzol (35mg/kg Tag) + 11 16,17 0,125 0,66 <0,001

n: Anzahl der untersuchten Tiere, U: Umdrehungen, S.D. Standardabweichung

Laufradaktivitit vor Symptombeginn — (HILL-Parameter a)

Im Gegensatz zu den weiblichen Tieren =zeigten bei den minnlichen Tieren alle
Behandlungsruppen in der prisymptomalen Phase eine signifikant erhéhte motorische
Aktivitit im Vergleich zu der Trinkwasser Kontrollgruppe. Bei den mit Riluzol (p<0,001) und
mit Neramexane (p<<0,001) behandelten Tieren ist die prisymptomatische Aktivitit um ca.

3000 Umdtehungen/12h erhoht. Bei den Tieren die die Kombinationslosung erhalten haben

wat mototische Aktivitit um lediglich ca. 1000 Umdrehungen/12h erhoht (p=0,008).
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Krankheitsfortschritt — (HILL-Parameter b)

Eine signifikante Verlangsamung Krankheitsfortschritts im Vergleich zur Trinkwasser
Kontrollgruppe lie3 sich bei den minnlichen Tieren nur bei den Riluzol behandelten Tieren
erzielen (p=0,018). Der Krankheitsverlauf der Tiere der Neramexane Gruppe (-15,72
U/12h*Woche) war im Vergleich zu der Trinkwasser Kontrollgruppe ebenfalls verlangsamt;
der Krankheitsverlauf der Tiere die mit der Kombinationslosung behandelt wurden war

jedoch leicht beschleunigt (-19,29 U/12h*Woche).

Tag der halbmaximalen Laufradaktivitit— (HILL-Parameter c)

Vergleicht man die Behandlungsgruppen mit der Trinkwasser Kontrollgruppe hinsichtlich des
Tages an dem die maximale Laufradaktivitit 50% ist, zeigen sich signifikante Unterschiede bei
den mit Neramexane behandelten Tieren (p<<0,001) und den Tieren die mit der
Kombinationslésung Riluzol plus Neramexane behandelt wurden (p< 0,001). Die mit
Neramexane behandelten Tiere erreichten 50% ihrer maximalen ILaufradaktivitit 0,79
Wochen, d.h. 6 Tage spiter als die Tiere der Trinkwasser Kontrollgruppe; die mit der
Kombinationslésung behandelten Tiere erreichten die halbmaximale Laufradaktivitit 0,66
Wochen, d.h. 5 Tage spiter als die unbehandelten Tiere. Uberraschenderweise erreichten die
mit Riluzol behandelten minnlichen Tiere den Tag der halbmaximalen Laufradaktivitit um

0,28 Wochen, d.h. 2 Tage fruher als die unbehandelten Kontrolltiere.
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3.6 Ergebnisse der Muskelkraftmessung

Aufgrund der Gewichtsunterschiede zwischen minnlichen und weiblichen Tieren erfolgte
auch die Auswertung der Muskelkraft getrennt nach Geschlechtern (Abbildung 10Abbildung
10 und Abbildung 11)

3.6.1 Auswertung der Muskelkraftmessung der weiblichen Tiere

Entwicklung der Muskelkraft im Krankheitsverlauf
Weibliche Tiere
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Abbildung 10: Muskelkraft der Hinterbeine bei den weiblichen Tieren wihrend der symptomalen Phase

der Erkrankung. Dargestellt sind die Mediane sowie die minimal und maximal-Werte.
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Auffallig sind die zum Teil recht hohen Unterschiede bei der Muskelkraft in den einzelnen
Behandlungsgruppen, die bereits im Alter von 114 Tagen zu erkennen waren. Deutlich wird,
dass die Muskelkraft der weiblichen unbehandelten Kontrolltiere kontinuierlich abnahm. In
Bezug zum Tag 114 betrug die Abnahme an den folgenden Messtagen jeweils ca. 10%. Der
Median der Muskelkraft der Hintergliedmalen betrug im Alter von 114 Tagen 40g und war im
Endstadium (Alter 139 Tage) auf 3,0g reduziert. Dies entspricht einem Kraftverlust von
92,5%. Einen kontinuierlichen Kraftverlust zeigten auch die mit Riluzol behandelten Tiere. An
Tag 114 lag der Median der Muskelkraft bei 24g und nahm mit zunehmender Schwere der
Erkrankung ebenfalls auf 3,0g ab. Dies entspricht einem Kraftverlust von 87,5%. Die mit
Neramexane und mit der Kombinationslésung behandelten Tiere zeigten zwar ebenfalls eine
Abnahme der Muskelkraft, der im Zeitverlauf jedoch weniger stark ausgeprigt war. Dariiber
hinaus zeigten die Tiere noch im Alter von 139 Tagen, also kurz vor dem Erreichen des
Endstadiums eine, gegentiber den Tieren der Trinkwasser Kontrollgruppe und den Riluzol-
Tieren, deutlich erhéhte Muskelstarke. Aufgrund der insgesamt geringen Tieranzahlen und
den hohen Schwankungen bei den Messwerten sind die Unterschiede in den Muskelstirken
nicht signifikant. Jedoch ist deutlich erkennbar, dass die Muskelkraft der mit Neramexane
sowie Riluzol plus Neramexane behandelten Tiere ab einem Alter von 135 Tagen besser
erhalten blieb. Eine restliche Muskelkraft von 36,1% bei den Neramexane-Tieren und von den
93% bei den mit der Kombinationslésung behandelten Tieren (im Vergleich zur Muskelstirke

an Tag 114) war noch im Alter von 139 Tagen vorhanden.
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3.6.2 Auswertung der Muskelkraft der mannlichen Tiere
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Abbildung 11: Muskelkraft der Hinterbeine bei den minnlichen Tieren wihrend der symptomalen

Phase der Erkrankung. Dargestellt sind die Mediane sowie die minimalen und maximalen Werte.

Am Tag 114 war die Muskelstirke der Hintergliedmallen bei den minnlichen Tieren
vergleichbar mit der Muskelkraft der weiblichen Tiere. Wie auch bei den weiblichen Tieren
war bereits im Alter von 114 Tagen die Muskelkraft der Tiere in den einzelnen
Behandlungsgruppen sehr unterschiedlich. Die Muskelkraft der minnlichen unbehandelten
Kontrolltiere nahm kontinuietlich ab,: der Median der Muskelkraft der minnlichen Tiere sank
von 40g an Tag 114 auf 2g an Tag 139, das entspricht einem Kraftverlust von 95%. Die
Muskelstirke der mit Riluzol behandelten Tiere sank von 24g auf 12g innerhalb in nur einer
Woche; dies entspricht einem Kraftverlust von 50%. Im Alter von 128 Tagen lebte nur noch
ein einziges minnliches Tier der Riluzol-Gruppe. Auch bei den minnlichen Tieren, die mit
Neramexane und Neramexane plus Riluzol behandelt wurden, war die Abnahme der
Muskelkraft im Krankheitsverlauf weniger stark ausgeprigt und die Tiere zeigten noch im
Alter von 139 Tagen, also kurz vor dem Erreichen des Endstadiums, eine, gegeniiber den
Tieren der Trinkwasser Kontrollgruppe, deutlich erhohte Muskelstirke. Aufgrund der

insgesamt geringen Tieranzahlen und den hohen Schwankungen bei den Messwerten sind die
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Unterschiede in den Muskelstirken nicht signifikant, aber es ist deutlich erkennbar, dass die
Muskelkraft der mit Neramexane sowie der mit Riluzol plus Neramexane behandelten Tiere
ab einem Alter von 135 Tagen besser erhalten blieb. Eine restliche Muskelkraft von 53,4% bei
den Neramexane-Tieren und von knapp 60% bei den mit der Kombinationslésung
behandelten Tieren (im Vergleich zu der Muskelstirke an Tag 114) war noch im Alter von 139

Tagen vorhanden.
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3.7 Histologische Untersuchung des Musculus rectus femoris

Abbildung 12: HE-Firbung des Musculus rectus femoris (20x Vergréerung, MaBstabbalken: 50um). A:
Wildtyp-Maus, Lebenstag 130; B-E: transgene SODG%A-Maus Lebenstag 130 — 140. B: Kontrolle
Trinkwasser; C: Riluzol behandelte Tiere; D: Neramexane behandelte Tiere; E: Neramexane plus

Riluzol behandelte Tiere;

P verbreiterte Septen,

J|If hypertrophe Zellen,

m cckig, elongierte Zellen,

— sarkolemmnal gelegene Zellkerne,

=> halbmondférmiger Umbau von Muskelzellen (= neurogen),

O atrophe Zellen
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Abbildungsausschnitt 12A stellt einen gesunden Muskel bei einem Wildtyp-Tier dar. Die
polygonalen Muskelzellen sind in ihrer Morphologie homogen (mosaikartig) und sind durch
das Sarkolemm gleichmiflig umgeben. Dabei variiert der einzelne Muskelzelldurchmesser nur
unwesentlich. Die Zellkerne sind meist randstindig gelegen. Einzelne Muskelfasern werden
durch das Endomysium getrennt. Das Perimysium beinhaltet mehrere in Gruppen liegende
Muskelfasern, die einen Muskelfaszikel bilden.

Bei den transgenen Tieren (Abbildungen 12B — 12E) fiel ein inhomogenes Zellmuster auf mit
erthohter Variabilitit der Durchmesser einzelner Muskelzellen (sog. Kalibervariation).
Charakteristisch fir den neurogenen Umbau ist die Koexistenz von atrophen () und
normalen Muskelzellen, wie auch reaktiv hypertrophen Zellen (J"L-) Ebenso treten sog.
Angularfasern hervor. Das sind eckig, elongierte Muskelzellen (@) mit konkaven Zellgrenzen
(=, halbmondférmiger Umbau). Es findet sich also eine Atrophie zahlreicher Muskelfasern,
die insbesondere gesamte Muskelfaszikel betrifft.

Vereinzelt werden geschrumpfte Zellkerne gezihlt, als Ausdruck atrophierter Muskelfasern im
Endstadium. Lokalisiert sind diese Kernhaufen oder Zellkernkonglomerate (=) zur
Hauptsache sarkolemnal. Unspezifische Hinweise, die sowohl fiir einen myogenen als auch
neurogenen Umbau sprechen, sind die verbreiterten Septen (P) mit sowohl anteiliger
Bindegewebsvermehrung, als auch Fettvakatwucherungen.

Typischerweise treten bei ALS erkrankten Spezies neurogen verinderte Muskelfasern auf. Die
spezifische Behandlung mit der Substanz Neramexane und dem Wirkstoff Riluzol, sowie in
Kombination beider pharmakologisch wirksamen Stoffe hat keinen Einfluss auf die

Morphologie der Muskelzelle.

3.8 Bestimmung des durchschnittlichen Muskelfaserdurchmessers

Neben der histologischen Befundung wurde der durchschnittliche Muskelfaserdurchmesser
der einzelnen Gruppen bei den HE gefirbten Muskelschnitten bestimmt. Der im Vorfeld
zufillig ausgewihlte Bildausschnitt definiert die Anzahl der Muskelzellen, die ausgezahlt
werden (), wobei ein Minimum von 100 Zellen ausgezihlt werden musste. So variierte die
Anzahl der Muskelzellen pro Bildausschnitt bei den méinnlichen Tieren zwischen 100 und 177

Zellen und 100 — 158 Zellen bei den weiblichen Tieren. Insgesamt beinhalten Bildausschnitte
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mit einem hoheren Anteill an groBleren Muskelfaserdurchmessern weniger Zellen und
umgekehrt.

Nachfolgend sind die erhobenen Daten grafisch zusammengefasst in Abbildung 13.
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Abbildung 13: Die Mittelwerte der Muskelfaserdurchmesser im Endstadium. Eine geschlechts-

spezifische Gegeniiberstellung der Behandlungsgruppen.

Bei den minnlichen Tieren sind die Muskelfaserdurchmesser (24,3um * 0,9um) der Tiere der
unbehandelten Kontrollgruppe gréBer, als die Muskelfaserdurchmesser aller behandelten
minnlichen Tiere, die ungefihr gleich sind. Ebenso bei den weiblichen Tieren; der
Muskelfaserdurchmesser der weiblichen, unbehandelten transgenen Tiere betrdgt 30,0um *
1,02pum. Damit ist der Muskelfaserdurchmesser der minnlichen unbehandelten Tiere um 20%
kleiner, als der der weiblichen unbehandelten Tiere.

Wihrend die Zelldurchmesser der mit Riluzol und Neramexane behandelten weiblichen Tiere
um ca. 11% Kkleiner sind im Vergleich zu der Trinkwasser Kontrollgruppe, sind die
Muskelfaserdurchmesser der mit Neramexane plus Riluzol behandelten Tiere nur geringfigig
kleiner (2,7%). Bei beiden Geschlechtern gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen

den jeweiligen Behandlungsgruppen und den Tieren der Trinkwasser Kontrollgruppe.
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Bemerkung zur Durchfithrung

Verschiedenste Forschergruppen mit dem Schwerpunkt ,,Neurodegenerative Erkrankungen®
haben unter anderem das Ziel die Pathogenese und die Pathomechanismen der Amyotrophen
Lateralsklerose zu verstehen. Sukzessiv werden Teilschritte zum besseren Verstindnis bekannt
wonach auch pharmakologisch wirksame Substanzen diesen angepasst werden. Ausgehend
von den positiven Studienergebnissen beztiglich des Wirkstoffs Riluzol wurde in der
vorliegenden Arbeit Riluzol als Positivkontrolle eingesetzt.

Ebenso sollte die Wirksamkeit des neuen Wirkstoffs Neramexane, einer chemische
Weiterentwicklung des Antidementivum Memantine, in dem SOD"* _Mausmodell der
Amyotrophen Lateralsklerose getestet werden. Eine Kombinationsgruppe beider Wirkstoffe
sollte potentielle synergistische Effekte zeigen. Die Uberlegung war die direkte und indirekte
Blockade von  Glutamatrezeptoren.  Riluzol — wirkt direkt an  zentralnervosen
Glutamatrezeptoren von zur Hauptsache prisynaptischen Endigungen, Neramexane dagegen
blockiert indirekt iber den Subtyp NMDA des Glutamatrezeptors. Beide Mechanismen
fihren zu einer Reduzierung der Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt und wirken so
der Exzitotoxizitit, welche als eine Ursache fur ALS angesehen wird, entgegen. Die Versuche
wurden an dem Tiermodell SOD%”* durchgefiihrt, welches als etabliert in der Forschung an
neurodegenerativen Erkrankungen gilt (Gurney et al, 1994). Mit der Wahl der G93A-Maus
wurde ein der menschlichen Krankheit weitgehend dhnliches Tiermodell gewahlt, so dass die
experimentellen Voraussetzungen und Bedingungen mit der menschlichen Krankheit so weit
als derzeit méglich tbereinstimmten (Stieber A, 2000). Bei den mehr als 40 untersuchten
Tieren waren die Geschlechter annihernd gleich verteilt. Aufgrund von Unterschieden beim
Koérpergewicht und der Laufradaktivitit erfolgte die Auswertung aller untersuchten Parameter

nach Geschlechtern getrennt.
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4.2 Deskriptive Parameter

4.2.1 Trinkwasserverbrauch

Die geschlechterabhingige Dosierung von Neramexane beruhte auf den Ergebnissen
pharmakokinetischer Untersuchungen der Firma Merz. Eine dreifach héhere Dosierung von
Neramexane bei den weiblichen Tieren war notwendig um wirksame Blutplasmaspiegel zu
erreichen. Auf den oralen Verbrauch an Wirkstofflosungen hatte die hohere Dosierung von
Neramexane jedoch keinen Einfluss. Fine eventuelle Geschmacksaversion, die zu einem
reduzierten Verbrauch an Wirkstofflosung fihrt, konnte in keiner Behandlungsgruppe

festgestellt werden.

4.2.2 Enmtwicklung des Korpergewichtes

Die Messung des Korpergewichtes stellt einen objektiven Parameter dar. Der Verlust von
Korpergewicht ist zwingend mit der Krankheit ALS vergesellschaftet, da aufgrund der
fehlenden Muskelinnervation, bedingt unter anderem im Untergang von Motoneurone (Nau
et al, 1995), die Muskulatur atrophiert. Sharp und Kollegen konnten einen Zusammenhang
zwischen Korpergewicht und Abnahme der Muskelmasse in den Liufen aufzeigen (Sharp et
al, 2005). Mit dem Heranwachsen der Jungtiere steigt das Gewicht — von der jeweiligen
Behandlungsgruppe — bis zur 12. Woche (94. Lebenstag) bei den Minnchen. Fur 2 Wochen
wird das Niveau beibehalten und flacht dann ab dem Tag 110 ab. Die weiblichen Tiere
erreichten ein Maximum erst in der 14. Woche. Das Ergebnis spiegelt die Ergebnisse von
Smittkamp wider, wonach ab dem Tag 108 das Korpergewicht sinkt. Allerdings setzte sie die
Gewichte der SOD-Tiere in Beziehung zu gesunden Kontrolltieren, wonach sich eine
statistische Signifikanz ergab (Smittkamp et al, 2008). Sowohl bei den miénnlichen als auch
weiblichen Tieren zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der Gewichtsentwicklung

zwischen den jeweiligen Behandlungsgruppen und der Trinkwasser-Kontrollgruppe.
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4.2.3 Uberleben

Die Uberlebenszeit der unbehandelten Tiere zeigt keinen Unterschied zwischen den
Geschlechtern; sowohl die weiblichen wie auch minnlichen Tiere erreichen ein Alter von ca.
129 — 130 Tagen bevor sie das Endstadium erreichen und aus tierschutzgriinden getotet
werden.

Bei den Riluzol behandelten Tieren konnte der in der Literatur beschriebene Effekt von einer
Verlingerung der Uberlebenszeit um 8-10 Tage (Bensimon et al, 1994) nicht reproduziert
werden; dies kénnte eventuell an einer zu niedrigen Dosierung von Riluzol liegen. In den
beiden von Gurney publizierten Studien (1996 und 1998) wurde Riluzol im Futter verabreicht,
allerdings in einer Dosierung von 50mg/kg Tag. Eine Erhéhung der Dosis auf 50mg/kg Tag
im Trinkwasser kénnte eventuell zu einer Verbesserung der Ubetlebenszeit fiihren.

Bei den weiblichen Tieren zeigen die Tiere, die mit Neramexane plus Riluzol behandelt
wurden den besten Effekt hinsichtlich des Uberlebens. Die weiblichen Tiere lebten,
signifikant, 8 Tage linger als die weiblichen Tiere der Trinkwasser-Kontrollgruppe (p=0,042);
bei den minnlichen Tieren hingegen lebten die Tiere, die nur mit Neramexane behandelt
wurden am lingsten; 8 Tage im Vergleich zur mannlichen Trinkwasser Kontrollgruppe
(p=0,063). Geschlechterabhingige Effekte sind hinsichtlich des Uberlebens keine Seltenheit;
(Heiman-Patterson et al, 2005) vermutet wird u.a. eine unterschiedliche Wirksamkeit der
verabreichten Substanzen aufgrund des unterschiedlichen Hormonstatus zwischen weiblichen

und minnlichen Tieren.

4.3 Funktionelle Parameter

4.3.1 Laufradaktivitit

Zur Analyse der Laufradaktivitit wurde ein sigmoidales Regressionsmodell verwendet. Mit
Hilfe des verwendeten Regressionsmodells kénnen drei Parameter bestimmt werden. Diese
sog. HILL — Parameter sind wie folgt definiert: a: Laufradaktivitit vor Symptombeginn, b:
Krankheitsverlauf, c: Zeitpunkt, an dem die maximale motorische Aktivitit um 50% halbiert
ist.

Bei den weiblichen Tieren zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen

Behandlungsgruppen nur bei dem Parameter c. Die Behandlung mit Riluzol zeigte bei den
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weiblichen Tieren zwar keine Verlingerung der Uberlebenszeit, jedoch konnte durch die
Behandlung die motorische Aktivitit der Tiere signifikant verbessert werden; die maximale
Laufradaktivitit ist, im Vergleich zu unbehandelten Tieren, erst drei Tage spiter auf 50%
reduziert (p=0,014). Noch deutlicher ist dieser Effekt bei den Tieren die mit Neramexane plus
Riluzol behandelt wurden. Die maximale Aktivitit im Laufrad ist erst finf Tage spiter um
50% reduziert als bei den unbehandelten Kontrolltieren (p<<0,001). AuBlerdem ist die
prasymptomatische Laufradaktivitit der weiblichen Tiere, die mit Neramexane plus Riluzol
behandelt wurde erhoht; es scheint, dass diese Tiere nicht nur praisymptomatisch aktiver sind,
sondern auch wihrend der symptomalen Phase der Erkrankung von der Behandlung
profitieren.

Bei den minnlichen Tieren fallt auf, dass die Laufradaktivitit bereits in der
prasymptomatischen Phase im Vergleich zu den weiblichen Tieren um ca. 60% reduziert ist.
Dieser Effekt findet sich in allen priklinischen Studien mit SOD”**-Tieren im BG6SJL-
Hintergund wieder (unveroffentlichte interne Daten priklinischer Studien). Eine Erkliarung fiir
diesen geschlechtsspezifischen Effekt konnte bisher nicht gefunden werden.

Bei den mainnlichen Tieren ist die prasymptomatische Laufradaktivitit —aller
Behandlungsgruppen im Vergleich zu den unbehandelten Tieren signifikant erhoht. Eine
Verbesserung hinsichtlich des Krankheitsfortschrittes ist allerding nur bei den Riluzol
behandelten Tieren erkennbar (p=0,018). Diese Verbesserung setzt sich allerdings nicht weiter
fort, da keine signifikante Verzogerung, bei dem Erreichen des Tages, an dem die maximale
Aktivitit um 50% reduziert ist, erreicht wird. Eine signifikante Verzogerung um 6 bzw. 7 Tage
wird jedoch bei den Tieren erreicht, die mit Neramexane bzw. der Kombinationslosung
behandelt wurden. Die Daten zur Laufradanalyse korrelieren grof3tenteils mit den Daten der
Uberlebenszeitanalyse. Bei Betrachtung dieser beiden Parameter profitieren die weiblichen
Tiere am meisten von der Behandlung mit der Kombinationslésung, wihrend die minnlichen

Tiere am meisten von der Behandlung mit Neramexane profitieren.
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4.3.2 Muskelkraft

Sowohl bei den minnlichen als auch weiblichen Tieren erkennt man in allen Gruppen eine
kontinuierliche Abnahme der Muskelkraft im Krankheitsverlauf. Der Kraftverlust resultiert
aus einer zunehmenden Atrophie der Muskulatur, die wiederum in degenerierenden
Motoneuronen begriindet liegt. Da bei den SOD®”* Miusen nur die Hinterliufe von
Lihmungserscheinungen betroffen sind, wurde nur die Muskelkraft der Hinterldufe analysiert.
Der Kraftverlust ist am starksten bei den unbehandelten Tieren und den Riluzol behandelten
Tieren ausgeprigt. Bei den weiblichen Tieren profitieren die Tiere, die mit der
Kombinationslésung aus Neramexane und Riluzol behandelt wurden am stirksten, da ihre
Muskelkraft im Krankheitsverlauf besser erhalten bleibt im Vergleich zu den unbehandelten
Tieren. Bei den minnlichen Tieren profitieren die mit Neramexane und der
Kombinationslésung behandelten Tiere am meisten. Ein Nachteil dieser Methode ist die
starke Schwankung der Einzelmesswerte. Aufgrund der hohen Streuung und der niedrigen
Tieranzahl (n=5 pro Gruppe und Geschlecht) konnten keine signifikanten Unterschiede

erzielt werden.

4.4 Muskelhistologie und Muskelfaserdurchmesser

Mit Hilfe histologischer Untersuchungen von Muskeln kann man deutliche Hinweise fiir den
Grund der Verinderung der Muskeleigenschaften erhalten. Weist ein Muskel eckig elongierte
Muskelfasern auf, so ist dies meist ein Zeichen fur eine Schidigung des innervierenden
Motoneurons (Frey et al., 2000) und wird als neurogene Verinderung bezeichnet. Diese Zellen
werden kleiner, als Kompensationsmallnahme werden einige Muskelfasern hypertroph. Je
nach Erkrankung treten diese neurogen verdnderten Muskelzellen vereinzelt oder in einer
Gruppenatrophie auf (Dubowitz and Sewry, 2007). In dieser vorliegenden Arbeit waren bei
allen Tieren, unabhingig von der Behandlungsgruppe klare Gruppenatrophien in mehreren
Septen der Muskeln erkennbar. Dies ist typisch, da ein Motoneuron mehrere Muskelfasern
innerviert. Damit konnte ein neurogener Umbau des Muskels bei den untersuchten SOD®”*-
Tieren nachgewiesen werden. Ein Einfluss der Behandlung auf die Muskelmorphologie war

jedoch nicht nachweisbar. Ebenso konnte kein Behandlungseffekt auf den

Muskeldurchmesser — gezeigt werden. Das konnte daran liegen, dass sich zum
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Untersuchungszeitpunkt die Tiere aller Behandlungsgruppen im Endstadium befanden.
Befindet sich ein Tier im Endstadium ist die Degeneration der Motoneurone, unabhingig von
der Behandlung, vermutlich so weit fortgeschritten, dass keine Unterschiede in der
Muskelmorphologie und  im  Muskelfaserdurchmesser ~ mehr  nachweisbar  sind.
Interessanterweise konnte jedoch auffillige Unterschiede im Muskelfaserdurchmesser
zwischen unbehandelten minnlichen und unbehandelten weiblichen Tieren im Endstadium
gezeigt werden. Da der primire Endpunkt in dieser Studie die Lebensspanne der Tiere war,
konnten die histologischen Priparate nur im Endstadium der Erkrankung untersucht werden.
Die histologische Untersuchung der Muskeln sowie der Muskelfaserdurchmesser im

Krankheitsverlauf war, aufgrund der festgelegten Tieranzahl im Tierversuch, nicht méglich.

4.5 Preclinical research guidelines 2010

Innerhalb der menschlichen Bevélkerung ist die Erwartungshaltung an die Pharmaindustrie
grof3. Bei den Angehérigen und den Patienten selbst ist das Wissen um eine unheilbare
Krankheit, dazu gehért eben auch ALS, ein prognostisch ungiinstiger Marker. Betroffene und
deren Angehdrige setzen sehr viel Hoffnung in die Umsetzung der positiven
Tierforschungsergebnisse. Hierbei muss deutlich gemacht werden, dass die Effekte von
Mausmodellen sich nicht nahtlos auf humane Projekte tbertragen lassen (Ludolph et al, 2010),
denn die Ubertragung der Ergebnisse priklinischer Studien in der Klinik erweist und gestaltet
sich eher schwierig. Prinzipiell ist das SODY”*-Mausmodell sehr gut validiert, auch wenn
Studien ein negatives Outcome hervorbringen. Beim Aigh cgpy SOD”**-Mausmodell zeigt sich
eine starke Vakuolisierung der Motoneurone, die beim Patienten nicht zu finden ist.
Ausserdem gibt es Uberlegungen, dass die starke Uberexpression der humanen mutierten
SOD1 von Nachteil bei der Translation der priklinischen Daten in die Klinik ist. Aufgrund
der 18-fachen Kopienzahl an humaner mutierter SOD1°* kommt es zu einer 4-fachen
Uberexpression an mutierter SOD, die den Krankheitsverlauf der Maus stark beschleunigt; bei
Patienten mit SOD-Mutation hingegen ist nur ein Allel mutiert und der Krankheitsverlauf ist
entsprechend langesamer. Neben den Limitationen des Aigh cgpy SOD®***-Mausmodells liegen
die Fehler oft in der methodischen Ausarbeitung einzelner Arbeitsgruppen (Ludolph et al,

2010). Um die Validitit der Mausmodelle sowie die gezielte Struktur von methodischen
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Ablaufen in Zukunft zu wahren, wurden erstmals 2006 zunichst auf europdischer Ebene,
dann 2009 auf internationaler Ebene ,,Guidelines for preclinical animal research in
ALS/MND* (Ludolph et al, 2010) definiert Grundsitzlich kann in der hier durchgefithrten
Studie, von einem hohen Charakter an Giiltigkeit ausgegangen werden, da sie die Kriterien der
in den Jahren 2006 und 2010 publizierten Richtlinien weitgehend erfiillt. Allerdings muss auch
erwihnt werden, dass die Gtltigkeit durch die Verwendung nur eines Mausstammes
herabgesetzt ist. Sinnvoll wire daher die Evaluierung der Ergebnisse in anderen ALS-
Mausmodellen, z.B. Fus- oder TDP-43 Modell, die allerdings zurzeit noch nicht validiert sind.
Sinnvoll wire auch die Wiederholung des Versuchs in dem /ow cgpy SOD”*-Mausmodell, das
nur 8 Kopien an humaner mutierter SOD triigt und eine lingere Uberlebenszeit aufweist. Ein
Problem ist das Wissen um wissenschaftliche Arbeiten mit negativem Ausgang. Diese werden
nicht veroffentlicht und stehen daher nicht zum Erfahrungsaustausch bereit. Moglicherweise
werden Versuche unnétig wiederholt aufgrund der Unkenntnis und tberspannen damit auch

den finanziellen Bogen. Jenes ist durch strikte Vorgaben im Vorfeld ebenfalls besser planbar.
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5 Zusammenfassung

In zahlreichen Untersuchungen konnten unterschiedlichste Mutationen als Ursache des
klinischen Bildes der amyotrophen Lateralsklerose nachgewiesen werden. Uber die
pathophysiologische Bedeutung dieser Tatsache im Hinblick auf den schleichenden Beginn
mit rascher Progredienz und die sich daraus differierende Schwere des Krankheitsbildes ist
jedoch noch vieles unklar. Der therapeutische Schwerpunkt der amyotrophen Lateralsklerose
konzentriert sich derzeit auf die Verbesserung der Symptome. Medikamente jedoch haben die
Eigenschaft auf molekularbiologischer und biochemischer Art und Weise in die Pathogenese
einzugreifen. Substanzen, die im zentralnervésen Glutamathaushalt interagieren, regulieren
akute oder chronische Neurodegeneration. Ein besonderes Interesse gilt dabei den N-methyl-
D-Aspartat  (NMDA) Rezeptorantagonisten mit der Fahigkeit die pathologische
Konzentrationserthohung von Glutamat zu regulieren. Neramexane ist die chemische
Weiterentwicklung in oralisierter Form von Memantine und greift als Antagonist am NMDA
Rezeptor an. Memantine wurde subkutan appliziert und war Grundlage in einer Studie von
Wang R, 2005 mit signifikant positiven Ergebnissen bzgl. des Uberlebens.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung eines potentiell lebensverlingernden
Effekts des NMDA-Rezeptorantagonisten Neramexane im etablierten ALS - Mausmodell
BOSJL-TgN(SOD1-G93A)1Gut/].  Als  Positivkontrolle  wurde der  unspezifische
Glutamatantagonist Riluzol verwendet; transgene Wurfgeschwister, denen reines Trinkwasser
ad libitum zur Verfigung stand, dienten als Negativkontrolle. Die Behandlung aller Tiere
startete prisymptomal. Der primire Endpunkt der Arbeit war das Uberleben der Tiere.
Zusitzlich wurde die motorische Aktivitit beurteilt, die Entwicklung der Muskelkraft der
hinteren Extremititen und das Korpergewichts der Tiere im Krankheitsverlauf. Im
Endstadium erfolgte die morphologische Beurteilung des Musculus rectus femoris und der
Muskelfaserdurchmesser.

Die Hoffnung, dass Neramexane dhnlich positive Ergebnisse liefert wie Memantine in einer
Studie von Wang R, 2005, konnte nicht zur Ginze aufrecht erhalten werden. Die Méinnchen
profitierten am meisten von der Einzelapplikation von Neramexane hinsichtlich der Parameter
Uberleben, dem Zeitpunkt an dem die maximale Laufradaktivitit halbiert ist und der

Erhaltung der Muskelkraft, bei den Weibchen gilt dies fir die Applikation der
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Kombinationslésung ~ von  Neramexane  plus  Riluzol. = Moglicherweise  sind
geschlechtspezifische  biochemische Unterschiede, wie 2z.B. ein unterschiedlicher
Hormonstatus fiir diese Effekte verantwortlich. Die publizierten positiven Effekte einer
Riluzol-Behandlung auf das Uberleben der SOD“”**-Tieren konnte in dieser Studie bei einer
Dosierung von 35mg/kg Tag nicht reproduziert werden. In hoherer Dosierung, beispielsweise
50mg/kg Tag, etzielte Riluzol in vorangegangenen wissenschaftlichen Untersuchungen
signifikante Effekte. In einer anzustrebenden Wiederholung der Versuche sollte die
Dosierung von Riluzol erhéht werden. Weitere Untersuchungen in einem anderen
Mausmodell, z. Bsp. der /ow cgpy SOD”*- Maus mit nur ca 8-fach erhéhter Kopienzahl
und/oder mit héherer Tierzahl bei den funktonellen Tests sind notig um die potentielle

Effektivitit von Neramexane bei der Therapie der ALS weiter zu evaluieren.
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Lebenslauf

Personliche Daten
Name:

Geboren am:
Familienstand:

Staatsangehorigkeit:

Schulbildung
09/1988 —07/1992
09/1992 — 06/2000

Berufsausbildung
09/2000 — 09/2001

Hochschulausbildung

10/2001 — 03/2005

04/2005 - 02/2008
02/2008 — 01/2009
04/2009

Promotion

09/2006

Kerstin Wagenfeld, geb. Hihnel
10. August 1981 in Leipzig
verheiratet

deutsch

Grundschule ,,Erich — Weinert* in Wolfen
Gymnasium ,,Wolfen — Stadt® in Wolfen

Abschluss: Abitur mit der Gesamtnote ,,gut (2.1)

Ausbildung an der staatlichen Berufsfachschule fiir
Krankenpflege am Bezirkskrankenhaus Gunzburg in den
Fachrichtungen Onkologie, Gynikologie Chirurgie;
Lehrkrankenhaus der Universitit Ulm —

Einjihriges Abschlusszeugnis ,,gut® (1.9)

Votklinisches Studium an der Universitit Ulm (alte AO)
Abschluss: Physikum mit der Gesamtnote

Klinisches Studium an der Universitit Ulm (neue AO)
Praktisches Jahr

2. Staatsexamen (neue AQO)

Prof. Dr. A. C. Ludolph, Arztlicher Direktor der
neurologischen Universititsklinik Ulm - “ Der NMDA
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Klinische Ausbildung

08/2005 — 09/2007

02/2008 — 06/2008

06/2008 — 10/2008

10/2008 — 01/2009

07/2009 —09/2010

10/2010 — 03/2011

03/2011 -
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ab 2001
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ab 2005
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1. Tertial PJ: Neurologie und neurologische Rehabilitation,
Rehabilitationsklinik Valens (CH)

2. Tertial PJ: Innere, Stauferklinikum Schwibisch Gmiind

3. Tertial PJ: Chirurgie, Stauferklinikum Schwibisch Gmiind
Assistenzarztin Unfallchirurgie am Stauferklinikum Schwibisch
Gmiund mit Schwerpunkt Notfallambulanz (CA Dr.
Wiedemann)

Assistenzirztin in der Pidiatrie am Stauferklinikum Schwibisch
Gmiund (CA Dr. Riedel)

Assistenzirztin in der Wirbelsaulenchirurgie am

Stauferklinikum Schwibisch Gmiind (CA Dr. Rif3el)

Kinder- und Erwachsenenbildung im Rahmen von
Nachhilfetitigkeiten im Fach Englisch und Mathematik
Lehrbeauftragte fir ,,L.SM“- und ,,Erste-Hilfe* Kurse bei

der Deutschen Unfallhilfe GmbH

Lehrbeauftragte des DRK (Kreisverband G6éppingen)
Schulungen im Sanititsdienst, Ausbildungen zum
Rettungshelfer, -assistenten
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stv. Leiterin des ,,HVO-Systems® im Landkreis Goppingen und
Herausgeberin des online Newsletters pro Quartal

aktives Mitglied in der AG “HvO* des Landkreis Géppingen
beratende Funktion als Arztin in der DRK Bereitschaft

Hattenhofen

71



ab 2010

ab 2011
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Zertifikate:
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