Effekte pharmakologischer Interventionen auf
Muskelatrophie im Mausmodell der amyotrophen
Lateralsklerose (ALS)

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades des

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Cathleen Drescher

aus Luckenwalde

2016



Die Dissertation wurde in der Arbeitsgruppe mit dem Forschungsschwerpunkt
Kachexie und Innovative Klinische Studien unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Dr.
Stefan D. Anker an der Charité Universitaitsmedizin Berlin sowie an der

Universitatsmedizin Gottingen von April 2013 bis September 2016 angefertigt.

1. Gutachter: PD Dr. rer. nat. Jochen Springer
Institut fur Kardiologie und Pneumologie

Universitatsmedizin Géttingen
2. Gutachter: Prof. Dr. Rupert Mutzel
Institut fir Biologie - Mikrobiologie

Freie Universitat Berlin

Disputation am: 31. Januar 2017



INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS ... ..o 1]
ABKURZUNGEN ......oiiitiiitie ettt ettt e et ee et e e ete e e e e eaeeeeaeeannas VIl
ABBILDUNGSVERZEICHNIS.......ccoi oo IX
TABELLENVERZEICHNIS .....ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiasasassassnssssassssssssssnsnnnsnsnnnes Xl
ZUSAMMENRFASSUNG ....cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s sasaasssasssassssssssssssssssnssnsnsnsnnnns Xl
AB ST R A CT i XV
1 EINLEITUNG ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaees 1
1.1  Amyotrophe LateralSKIEroSe. ... 1
1.1.1 Grundlagen des Krankheitbildes ................uuuueiimimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 1
O I U = T = o 1S 2
L.1.3 TREIAPIE ..ttt 6
1.2 KACNEXI.iiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 8
2 T I T {1 1 o] o 8
1.3 Regulation des Kata- und AnaboliSmus.........cccccoeiiiiiiiiiiiiiii e, 9
1.3.1 ENergieStOffWeCRSEl ..........uuiiiiiiiiiiiiii e 9
R I 111 F= U o 1 4= U1 T o 11
1.3.2.1  ZYIOKINE ... e 12
1.3.3 Proteinstoffwechsel im Skelettmuskel ... 13
1.3.3.1 Myostatin-Signalkaskade ..............ccooiiiiiiiiiiii e 14
1.3.3.2 Akt-Signalkaskade ...........ooouuiiiiiii i 18
1.3.3.3  Ubiquitin-Proteasom-SYSteM.........ccouiiiiiiiiiie e 19
1.3.304 AP OPIOS . ittt et e e e eaaans 22
1.3.3.5  AULOPNAGIE. . ..o 23
S S = U =] Lo 1o (= T 25

A oY 1] =1 4 01 o o PR 27



2  MATERIAL UND METHODEN.......uutttttiittiiitiiiiemneniennnnnnennnnennnnnnseneesenees 28
2 R Y - L= g | T 28
2. 1.1 REAGENZIEN ..o 28
2.1.2 Geréate und Materialien..........oouuuuiiii e 29
20 O T I 1= - USSP 30
2.1.4 MedIKAMENTE ... e e et e s e e e e e e e eaata e e e e eaaeenaees 31
200 0 ST I 0 11 [T = o 1P 31
2.1.6 Fluorogene Substrate und ihre Inhibitoren.............cccccoeeiii i, 32
N A N o111 2o o =] U UURPPPPRPR 32
2.1.8 COMPULEIPIOGIAIMIMIE ... it eee et e et e et e e et s e e e e e e e et e e et e e et e eaneeeenaaeannaaes 34
22 |V = 1 o oY 1= o 35
N R W 1= €23 0 1= 1 41 | APPSR 35
2.2.1.1 Verwendete MAUSESIAMIME.......uuuuuuuurrerrireiurenuennnnennnnnnnnernnnrrrnrrrerrnes 35
2.2.1.1.1 Das G93A-SOD1-Mausmodell..........ccccoeeeiiiiiiiieeeeeee, 35
2.2.1.1.2 Weitere verwendete MauSStamme.........cooeeeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 37
A U [ o | R 37
2.2.1.3 HaluNgShediNQUNQEN .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeneaeeeeseeeeeeeeeeeeenee 38
2.2. 1.4 STUIENUESIGN ...tieiiitiiiiiiiiiiiiieeeieieeeeeeeeee bbb ebeebebeseebeeeenneeees 39
2.2.1.5 Medikamente und Gruppeneinteilung.................ueeumeemiiimiimmiiiiiiiiiiiiiinennn. 40
2.2.1.6 GeWIChISEIMITHIUNG ... . .utuieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeieebe bbb eeeeeeeeeeenee 41
2.2.1.7 Ermittlung der KOrperzusammenSetZung ................eeeeeeeememmemnmmnnnenennnnnnns 42
2.2.1.8 Totung und OrganentNaniMme ..............uuueueeemmmemmmiieiiinieeiiieieeeeeneneneeeeeeeeaes 42
2.2.2 Molekularbiologische Methoden ..., 43
2.2.2.1 Genotypisierung der VErSUCHSHIEIe ............uuuuuiuuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieineniennennn 43
2.2.2.1.1 DNA-Isolation von Mausschwanz- bzw. Ohrbiopsien..............cc......... 43
2.2.2.1.2 Quantifizierung VON DNA ... e 43
2.2.2. 0.3 QP CR .o 43
2.2.3 ProteinbiOCNEMIE ........ e eeaees 44
2.2.3.1 Proteinextraktion aus GEWEDE ...........coooiiiiiiiiiiii e 44
2.2.3.2 Extraktion fur Proteasom-Aktivitats-AnalySe...........cceevviiiiiiieeeiieiiiinn, 45
2.2.3.3 Extraktion fur Caspase-Aktivitats-AnalysSe .........ccoooevviiiiiiiieeeen, 45
2.2.3.4 Quantifizierung von ProteiNen .........ccooee e 45
2.2.3.5 Ubiquitin-Proteasom-Aktivitats-AnalySe...........ccoooeeiiiiiiiiiiinieeeeeeeeeinnn 45
2.2.3.6 Caspase-AKtVItAtS-ANAlYSE..........uuieiiieeeiieecee e 46
2.2.3.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese .............cccuvueee.. 46

DG I VAT L= (=Y o T =] (o | A 47



2.2.3.9 Immunnachweis von Proteinen ............ccceeeviiiiiiiiieeiiieceee e 47
2.2.3.10 ANtIKOIPEr-ADIOSUNG. .. .eueeeietiiiiiiiieiiiiiieeeiieeieeeeieeeee e eeeeseneeeneennennnnne 48
2.2.3.11 Messung von Inflammationsparametern..................eeeeeeeeeeememmimmneeniennnnnn. 48
2.2.3.12 HiSTOIOQIE ...ttt 48
2.2.3.12.1 Hamatoxylin Eosin FArbUNg ... 49
2.2.3.12.2 Vorbereitung der histologischen Rickenmark- und Gehirnschnitte...49
2.2.3.12.3 Detektion von Motoneuronen und Gliazellen............ccccccoeeveiiieeennn. 51
2.2.3.12.4 Mikroskopie und AUSWEITUNG ......cceeeviiiiiiiiiieeeeeeeeetiee e e e e e e eeaenanans 52

2.2.4 StatistisSChe AUSWEITUNG ........cviiiiiei e e et e e e e e e eeaaeeanees 52
3 ERGEBNISSE..... . ittt aaassssassassaassnnnnsnnnnnnnnnnnnnns 53
3.1 Verlaufsstudie - Phénotypische Charakterisierung der ALS/Kachexie....... 53
3.1.1 Korpergewicht, Kdérperzusammensetzung und Muskelgewichte..................... 53
3.2 Uberlebensstudie - Behandlungseffekte auf die Entwicklung der ALS ...... 57
R T2 R = o To | (=111 (o] o [ UURPPPPPPRN 57
3.2.2 UDEIEDEN ...ttt 61
3.2.3 Korpergewicht, Kdrperzusammensetzung und Muskelgewichte.................... 65
3.2.3.1  KOIPEIGEWICKT .....euiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt enneeee 65
3.2.3.2  FOIMASSE ettt aae 66
3.2.3.3 Fettfreie MASSE .....coeeeeiiiii e 68
T B S |V [0 ] = g F= U] PP 69

3.3 Vergleichsstudie - Behandlungseffekt 41 Tage nach Erstsymptomatik .....71
3.3.1 Korpergewicht, Kdrperzusammensetzung und Muskelgewichte..................... 71
3.3. 1.1 KOIPEIGEWICKT .....uuiiiiiiiiiiiiiiitiiiiieeie e nneeees 71
TR T0 I e = 111 1 = LT U UPPPRSPPIN 72
3.3.1.3 Fettfreie MAsSSE .....cooeeiiiiii i 73
3.3.1.4 MUSKEIMASSE ... e 74
3.3.2 MotoneuronenNaNnZahl ..........oouuiiiii e 76
3.3.2.1 Anzahl von Motoneuronen im primaren Motorcortex ............ccceeveeevvennnnn. 76
3.3.2.2 Anzahl von Motoneuronen im lumbalen Rickenmark...............cccccvvvenen. 77
3.3.3 INflammMAaLION ... eaaee 79
3.3.3.1 Astrozyten im lumbalen Rickenmark ............cccoooiiiiiiiiiiiin e, 79
3.3.3.2 Mikrogliazellen im lumbalen Rickenmark .............cccoooiiiiiiiin, 80
3.3.3.3  Zytokine im BlUtplasma ........ccooeeiiiiiiiie e 82
3.3.4 Untersuchung der Atrophie im GC .........ouviiiii i 84
3.3.4.1 Mikroskopische Untersuchung der Atrophie ..........cccoovvviiiiiiieeeeiiiiiiin, 84



3.3.4.2 Regulation des Proteinstoffwechsels im GC............cccevviiiiiiieiviieiiiinnn, 88
3.3.4.3  IMYOSTALIN ..ottt 88
3.3.4.4  ArOPhIEMAIKET ... ..eiiiiiiiiiiiiiie e 91
3.3.4.5 AKL-SIgNalKaSKAUE .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 93

G R 0 B T U1 97
3.3.4.6.1 UPS-AKLIVIAL ....ccoeeeeeeeeeeeee e 97
3.3.4.6.2 UbiqUItin-ProteinleVel ............ouuiiii i 98
TR I8 Sy Y o To] o] (01 = PRSPPI 99
3.3.4.7.1 Caspase-AKVItAL..........cceiiiiiei e e 99
3.3.4.7.2 Procaspase-3-ProteinleVel............cooiviiiii e, 100
3.3.4.8 AULOPNAGIE ... 101

N ST (U535 ] 104
4.1 Phéanotypische Charakterisierung der Kachexie im ALS-Mausmodell .....104
4.1.1 Korpergewicht, Kdrperzusammensetzung und Muskelgewichte.................. 104
4.2  Effekte der Pharmakotherapie auf das Uberleben und den Phanotyp ...... 105
4.2.1 ALS-Progression und UDErleben...........c..ccueivieiieiiiiiieiiecee e 105
4.2.2 Korpergewicht, die Kdrperzusammensetzung und die Muskelgewichte....... 107
4.2.3 Einfluss auf die Anzahl der MOtONEUIONEN ...........ccvvviiiiieeeiiiiiiiiiiee e ee e e 109
4.2.4 Effekt auf die INflammation ............cooovveiiiiiiii e 110

4.3 Einfluss der pharmakologischen Behandlung auf die Muskelatrophie....112

4.3.1 Auswirkung der Behandlung auf die Muskelfaser-Verteilung....................... 112
4.3.2 Behandlungseffekte auf katabole und anabole Mechanismen..................... 113
ST I 8 I N I 121

B ANHANG L. 148



Vi

ABKURZUNGEN

Abkirzung Bedeutung

95%ClI Konfidenzintervall

A Adenin

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin-Complex

ActRIIB Activin Rezeptor 11B

AKT Protein Kinase B, Serin/Threonin Kinase

SALS, fALS Sporadische oder familiare amyotrophe Lateralsklerose

AMPK Aminomonophosphat-abhangige Kinase

APS Ammoniumpersulfat

ATG12 Autophagie bezogenes Protein 12

ATP Adenosintriphosphat

3-ME B-Mercaptoethanol

BAT Braunes Fettgewebe (engl. brown adipose tissue)

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

°C Grad Celcius

ChAT Choline Acetyltransferase

d Tag (engl. day)

D Deutschland

DAB 3,3"-Diaminobenzidin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (engl. deoxyribonucleic acid)

dsDNA Doppelstrang DNA (engl. double strand)

ssDNA Einzelstrang DNA (engl. single strand)

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DTT Dithiothreitol

EDL Musculus extensor digitorum longus

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (engl. ethylene diamine tetraacetic
acid)

Fox Engl. Forkhead box

G Guanin

G93A Aminoséauresubstitution von Glycin zu Alanin am Codon 93

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase

GC Musculus gastrocnemius

GDF-8 Engl. growth and differentiation factor-8


https://en.wikipedia.org/wiki/Serine/threonine-specific_protein_kinase

GFAP
HR
HRP
IFN

19G

IL

ISA

KCI
KH,PO,
LC3
MAFbx
MK
MRNA
MuRF1
MyoD
NaCl
Na,HPO,
NMR
p-Wert
PBS
PGPH
RT
gPCR
SDS-PAGE
SOD1
SPF

T

TA

Tab.
TBS
TEMED
wB

WT

UK
UPS
USA

UN

VIII

Saures Gliafaserprotein (engl. glial fibrillary acidic protein)
Hazard Ratio

Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Intrinsische sympathomimetische Aktivitat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Engl. Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3

Engl. muscle atrophy F-box

Mikroskopie

Messenger Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

Engl. muscle ring-finger protein 1

Myogener Faktor 3

Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat

Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)
Wahrscheinlichkeits- oder Signifikanzwert (engl. p=probability)
Phosphat gepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline)
Peptidyl-Glutamyl-Peptid-Hydrolase

Raumtemperatur

Quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (engl. chain reaction)
Engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Superoxid Dismutase 1

Spezifisch pathogenfrei

Thymin

Musculus tibialis anterior

Tabelle

Tris gepufferte Salzldsung (engl. tris buffered saline)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

Western Blot

Wildtyp

Vereinigtes Konigreich (engl. United Kingdom)
Ubiquitin-Proteasom-System

Vereinigten Staaten von Amerika (engl. United States of America)
Uber Nacht



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Einleitung

Abb. 1: ALS verursachende zelluldre Mechanismen.............ccccooeii, 5
Abb. 2: Inaktivierende Myostatin (MSTN)-Genmutationen ..., 15
Abb. 3: Die Myostatin-Signalkaskade ... 17
Abb. 4: Akt als zentraler Regulator der Proteinsynthese und —degradation ................. 18
Abb. 5: Das Ubiquitin-Proteasom-SYSIEM .........coooviiiiiii i 21
Abb. 6: Extrinsischer und intrinsischer Signaltransduktionsweg der Apoptose............. 23
Abb. 7: Schematischer Ablauf der Autophagie ...........ccoovviiiiiii e, 24

Materialien und Methoden

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

8: Darstellung der neurologischen Bewertung des Krankheitszustandes............. 37
9: Zuchtschema fiir die Erhaltung der G93A-SOD1-MAUSE ......ccceeeeevvvviiiiieenenn.. 38
10: StUAIENAESIGN. ..ceeviiiiiii et e e e et e e e e e e e e ea e e e e aaeeeannes 40
11: Versuchskomponenten fir die Messung der Kérperzusammensetzung ........ 42
12: Sektion des Riickenmarks der lumbal. Wirbelsaule und Querschnitt des
RUCKENMATKS......cciiiiiiiiieee e 50
13: Querschnitt eiNeS MauSgeNIMMS .........covviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 50

Ergebnisse

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

14: Korpergewicht in der VerlaufSstudie .............oovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 54
15: Fettmasse in der VerlaufSStudi ............covvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee 55
16: Fettfreie Masse in der VerlaufSstudie. ...........coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 56
17: Muskelgewichte in der VerlaufSStudie ............ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee 57
18: ALS-Progression vONn Stufe 1 ZU 2 ........oovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 58
19: ALS-Progression von Stufe 1 ZU 3. 60
20: Uberleben (Kaplan-Meier-Kurve) nach Erstsymptomatik................cccoeeveene.... 62
21: Veranderung (A) des Kérpergewichtes in der Vergleichsstudie..................... 72
22: Veranderung (A) der Fettmasse in der Vergleichsstudie ..............ccccvvveeeeenn. 73
23: BAT-Gewicht in der Vergleichsstudie ... 73
24: Veranderung (A) der fettfreien Masse in der Vergleichsstudie....................... 74
25: Anzahl von Motoneuronen im primé. Motorcortex in der Vergleichsstudie.....76
26: a-ChAT-Farbung vom prima. Motorcortex in der Vergleichsstudie ................ 77
27: Anzahl von Motoneuronen im lumbal. Rickenmark in der Vergleichsstudie..78
28: a-ChAT-Farbung vom lumbal. Riickenmark in der Vergleichsstudie.............. 78
29: Anzahl von Astrozyten im lumbal. Rickenmark in der Vergleichsstudie......... 79
30: a-GFAP-Farbung vom lumbal. Rickenmark in der Vergleichsstudie.............. 80


Doktorarbeit%20Cathleen%20Abbildungsverzeichnis.doc#_Toc460400585

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:

41
42:

43:
44.

45:
46:
47:
48:
49:
50:

Anzahl von Mikrogliazellen im lumbal. Rickenmark in der Vergleichsstudie .81

RCA-1-Farbung vom lumbal. Riickenmark in der Vergleichsstudie ............... 81
Zytokine im Blutplasma in der Vergleichsstudie ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 83
Querschittsflache der GC-Muskelfasern in der Vergleichsstudie ................... 84

Grol3enverteil. der GC-Muskelfasern in Mannchen in der Vergleichsstudie...85

HE-Farbung vom GC der Mannchen in der Vergleichsstudie ........................ 86
GroRenverteil. der GC-Muskelfasern in Weibchen in der Vergleichsstudie....87
HE-Farbung vom GC der Weibchen in der Vergleichsstudie..............ccc......... 88
Myostatin-Signalkaskade im GC in der Vergleichsstudie................cccovvvvnnnnnn. 90
Western Blot-Abbildungen zur Analyse der Myostatin-Signhalkaskade im

GC in der VergleiChSSUIE. .......uoeiiiieiieeeicce e e e e e eanees 91
Atrophiemarker MuRF1 und MAFbx im GC in der Vergleichsstudie .............. 92
Western Blot-Abbildungen zur Analyse der Atrophiemarker MuRF1 und
MAFbx im GC in der Vergleichsstudie. ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiice e, 93
Akt-Signalkaskade im GC in der Vergleichsstudie.............cccoovvviiiiiiiiieeneniinn, 95
Western Blot-Abbildungen zur Analyse der Akt-Signalkaskade in der
VergleiCNSSIUAIE ... 96
UPS-Aktivitat im GC in der Vergleichsstudie. ..., 98
Relativer Ubiquitin-Proteinlevel im GC in der Vergleichsstudie...................... 99
Caspase-Aktivitat im GC in der Vergleichsstudie..............ccccoeeeieeiiiieeeeee. 100
Relativer Procaspase-3-Proteinlevel im GC in der Vergleichsstudie............ 101

Behandlungseffekte auf die Autophagie im GC in der Vergleichsstudie ...... 102
Western Blot-Abbildungen zur Analyse der Autophagie im GC in der
VergleiChSSIUAIE. ... 103



TABELLENVERZEICHNIS

Materialien und Methoden

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

1:

© 00 N oo 0o B~ W DN

10

11:
12:
13:
14:
15:
16:

17:

REAGENZIEN ...t

s Gerate UNd Materiali@N ...... e
FMAUSSTAIMIME. .. et e et e et e e e et e e e eaa e aee
T MEAIKAMENTE...... e
T LOSUNGEIN <.t e e
: Substrate und ihre INNIDILOrEN ...
o 110 aF= V= 1111 0T o1 PP
S 1= U o F= T T g (10T 1= O

- COMPULEIPIOGIAMITIE ....e.vviiiieeteeeeteeeteeeeteeeeteeetteeetteetaeeateeebeeebeesaseesaeeereeannas

: Einordnung des Krankheitsverlaufes durch Ermittlung des

NeUrologisChen ZUSLANMS...........cuuuiiiiiii i
Verwendete Pharmazeutika, deren Wirkung und eingesetzte Dosen.............
Gruppeneinteilung der Tiere in den Studien ...........cccceeeeei i,
Primersequenzen fir die GenotypiSIEIUNG........cceeveeeviiiiiiiiiiie e,
Protokoll fir den Ansatz einer gPCR fir die Genotypisierung...........ccccee.......
Programm fir die G93A-SOD1-gPCR ......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiee
Substrate zur Ermittlung der proteolytischen Aktivitat im
Ubiquitin-Proteasom-SYSIEM .........coouiiiiiiiiiiii

Zusammensetzung Trenngel/Sammelgel ...,

Ergebnisse
Tab. 18: Korpergewicht, Fettmasse und fettfreie Masse zu Beginn der

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

19:
20:
21:
22:
23:

24:
25:
26:
27:
28:

VEeraUTSSTUTIE ...
Ergebnisse der ALS-Progression von Stufe 1 zu 2..........ceeiiieiiiiiiiiiiiiineeeen,
Ergebnisse der ALS-Progression von Stufe 1 zu 3.......ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiieeee,
Ergebnisse der Uberlebensanalyse nach Erstsymptomatik .............c.............
Ergebnisse der Uberlebensanalyse nach Geburt..............cc.ccccevveeieeeeeennnnee.
Kdrpergewicht, Fettmasse und fettfreie Masse zu Beginn der

UDEIEDENSSIUIE. ... eveevieeiecie ettt
Korpergewicht in der Uberlebensstudie ............cc.coveeeeeeeceeeeceeeeeee e,
Fettmasse in der UberlebenSStUdI .............cveveeveiviiiicieciecie e
BAT-Gewicht in der Uberlebensstudie.............ccccueeuviveeierieieiecieiecie e
Fettfreie Masse in der Uberlebensstudie ............cccoviveiereieieeieesie s

Muskelgewichte in der Uberlebensstudie ............coceeeeeeveeecieecree e

XI



Xl

Tab. 29: Kdrpergewicht, Fettmasse und fettfreie Masse zu Beginn der

VErgleiCNSSIUAIE ... 71
Tab. 30: Muskelgewichte in der Vergleichsstudie ... 75
Anhang
Tab. 31: Auswertung der Muskelgewichte in der Verlaufsstudie...............ccccccuvvvnnnnns 148

Tab. 32: Ergebnisse der Western Blot Analysen beziiglich der Myostatin-
Signalkaskade vom GC in der Vergleichsstudie................cccovvviiieiiiicnnnninnn, 148
Tab. 33: Ergebnisse der Western Blot Analysen beziiglich Atrophie vom GC in der
VergleiChSSIUAIE .......coiieiiiie e e 149
Tab. 34: Auswertung der Ubiquitin Proteasom Aktivitat im GC in der
VergleiChSSIUAIE ..o e e e 149
Tab. 35: Auswertung der Caspase-3 und 6-Aktivitat im GC in der Vergleichsstudie ..150



XI

ZUSAMMENFASSUNG

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist gekennzeichnet durch die Degeneration der
oberen und unteren Motoneuronen, welche Kraftlosigkeit und Muskelatrophie
verursacht. Die genaue Pathophysiologie der ALS-assoziierten Kachexie ist noch
unbekannt. Derzeit ist nur Riluzol fir die Behandlung von ALS zugelassen. In der
vorliegenden Dissertation wurde die Kachexie bei der ALS néher charakterisiert und
neue therapeutische Optionen in einem international standardisierten und etablierten
Modell getestet. Unter Verwendung von méannlichen und weiblichen transgenen G93A-
Mause mit einer Mutation im Gen, das flur die Superoxid-Dismutase (SOD1) kodiert ist,
wurden die Auswirkungen verschiedener Beta-Blocker (10 mg/kg/d Propranolol, 20
mg/kg/d Oxprenolol, 10 oder 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, 10 oder 20 mg/kg/d S-
Oxprenolol) auf das Fortschreiten der Krankheit und das Uberleben, im Vergleich zu
Riluzol (Rilutek® 30 mg/kg/d), als positive Kontrolle, und Placebo getestet. In einer
weiteren Studie wurden die Tiere zu einem definierten Endpunkt (medianes Uberleben
der kombinierten Placebogruppe aus der Uberlebensstudie) euthanasiert. In dieser
Vergleichsstudie wurde der Einfluss der Behandlung auf das Koérpergewicht und -
zusammensetzung, sowie auf die Motoneuronenanzahl, die Inflammation sowie auf die
Muskelatrophie untersucht. Neben Rilutek und Placebo wurden 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol, 10 und 20 mg/kg/d S-Oxprenolol verwendet, weil sie den gréf3ten positiven
Einfluss in der vorangegangenen Uberlebensstudie zeigten. Folgende Ergebnisse

ergaben sich aus den Studien:

(1) Charakterisierung der Kachexie im G93A-SOD1-Mausmodell:

e Kachexie ist bei der ALS stark ausgepragt. Die Untersuchungen der ALS-
assoziierten Kachexie ergaben einen signifikanten Verlust des Kdrpergewichtes,
der Fettmasse, einschliellich des braunen Fettgewebes, und der fettfreien Masse.

Insbesondere die Skelettmuskelmasse nahm im Verlauf der Krankheit stark ab.

(2) ALS-Progression und Uberleben:

e Durch die Behandlung mit beiden Dosen R- und S-Oxprenolol wurde die ALS-
Progression von Stufe 1 zu Stufe 2 verzdgert. Die 20 mg/kg/d S-Oxprenolol-
Behandlung verlangsamte das Fortschreiten der ALS von Stufe 1 zu Stufe 3 am
effektivsten. Das Uberleben wurde durch 10 und 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie
20 mg/kg/d S-Oxprenolol, versus Placebos, signifikant verlangert. Das Razemat
Oxprenolol zeigte nur kleine positive Effekte und Rilutek sowie Propranolol
besalRen, im Vergleich zu Placebos, keine positiven Effekte auf die ALS-

Progression und das Uberleben.
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(3) Vergleichsstudie:

20 mg/kg/d R-Oxprenolol und beide Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d)
reduzierten bei den Weibchen den Verlust an Korpergewicht, Fett und fettfreie
Masse am starksten. Der Gewichtsverlust des Musculus gastrocnemius (GC) und
des Musculus tibialis anterior wurde bei den Weibchen durch die Behandlung mit
den héheren Dosen R- und S-Oxprenolol (20 mg/kg/d) verringert. Die Wirkung der
3-Blocker bei den Mannchen scheint nicht so effektiv wie bei den Weibchen zu
sein. Rilutek besitzt keinen Einfluss auf das Korpergewicht und die
Korperzusammensetzung sowie auf die Skelettmuskelmasse.

Der Verlust der Motoneuronen wurde sowohl im primaren Motorcortex als auch im
lumbalen Rickenmark durch die Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol
und beiden Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) reduziert. Es waren auch
weniger Astrozyten und Mikrogliazellen im lumbalen Rickenmark vorhanden.
Dennoch ergaben sich nur geringfligige Effekte auf den Zytokinlevel im
Blutplasma.

Die Muskelatrophie im GC wurde durch 20 mg/kg/d R-Oxprenolol bei den
Méannchen und durch 20 mg/kg/d S-Oxprenolol bei den Weibchen abgeschwacht.
Der Muskelfaserquerschnitt und der Anteil an grof3eren Muskelfasern waren héher
als bei den Placebos. Die runterregulierte Myostatin-Signalkaskade kdnnte eine
Erklarung dafir sein. Die Analyse einiger Parameter der Akt-Signalkaskade, des
Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS), der Apoptose und der Autophagie ergaben

einige positive Effekte auf das katabole und anabole Ungleichgewicht im GC.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is caused by degeneration of upper and lower
motoneurons resulting in weakness and muscle atrophy. The exact pathophysiology at
ALS-associated cachexia is still unknown. Currently, only riluzole is approved for the
treatment of ALS. In this dissertation, cachexia in ALS was characterized more in detalil
and novel therapeutic options in an internationally standardized and established model
were tested. Using male and female transgenic G93A mice, with a mutation in the gene
encoding the superoxide dismutase (SOD1), the effects of different beta blockers and
doses (10 mg/kg/d propranolol, 20 mg/kg/d oxprenolol, 10 or 20 mg/kg/d R-oxprenolol,
respectively, 10 or 20mg/kg/d, S-oxprenolol, respectively) on disease progression and
survival in comparison to riluzole (Rilutek®, 30mg/kg/d) as a positive control and
placebo were tested. In another study, the animals were euthanized at a defined
endpoint (median survival of combined placebo groups from the survival study). In this
comparative study, the influence of treatment on body weight and body composition, as
well as on motoneuron number, inflammation and on muscle atrophy was investigated.
Besides using Rilutek and placebo, 20 mg/kg/d R-oxprenolol and 10 or 20 mg/kg/d S-
oxprenolol were used because they have shown the greatest positive impact in the

previous survival study. The following results were obtained:

(1) Characterization of cachexia in the G93A-SOD1 mouse model:

e Cachexia is strongly pronounced in ALS. The analyses of ALS-associated
cachexia resulted in significantly body weight, fat mass, including the brown fat,
and lean mass loss. In particular, the skeletal muscle mass loss was strongly

increased during disease progression.

(2) Progression of ALS and survival:

e Treatment with both doses of R- and S-oxprenolol delayed ALS progression from
score 1 to score 2. 20 mg/kg/d S-oxprenolol slowed most effective the progression
of ALS from score 1 to score 3. Survival is significantly improved at 10 and 20
mg/kg/d R-oxprenolol and 20 mg/kg/d S-oxprenolol vs. placebo. The racemate
oxprenolol only showed little positive effects and Rilutek as well as propranolol had

no positive effects on ALS progression and survival compared to placebo.

(3) Comparative study:

o 20 mg/kg/d R-oxprenolol and both doses S-oxprenolol (10 or 20 mg/kg/d) reduced
the loss of body weight, fat and fat-free mass most in female mice. The weight loss

of the gastrocnemius muscle (GC) and the tibialis anterior muscle were lower by
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treatment with the higher doses of R- and S-oxprenolol (20 mg/kg/d). In males, the
effect of beta blockers seems to be not that effective as in the females. Rilutek has
no effect on body weight and body composition as well as on skeletal muscle
mass.

The loss of motor neurons was reduced in the primary motor cortex and also in the
lumbar spinal cord by treatment with Rilutek, 20 mg/kg/d R-oxprenolol and the two
doses of S-oxprenolol (10 or 20 mg/kg/d). There were also a fewer number of
astrocytes and microglia in the lumbar spinal cord. However, only minor effects
were seen on the cytokine level in the blood plasma.

Muscle atrophy of the GC was attenuated through 20 mg/kg/d R-oxprenolol in
males and through 20 mg/kg/d S-oxprenolol in females. The muscle fiber cross
section and the proportion of larger muscle fibers were higher than in placebos.
The down regulation of the myostatin signaling cascade might be an explanation
for it. There were seen some positive effects on the catabolic and anabolic
imbalance in GC muscle by analyzing some parameters of the Akt signaling
cascade, the ubiquitin-proteasome system (UPS), apoptosis and autophagy.
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1 EINLEITUNG

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose

1.1.1 Grundlagen des Krankheitbildes

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der
Motoneuronen im Gehirn und im Rickenmark geschadigt werden. Die Degeneration
der Motoneuronen fuhrt zur Einschréankung der willkirlichen Steuerung der
Skelettmuskulatur. 1874 beschrieb der Neurologe Jean Martin Charcot erstmals das
vollstdndige Krankheitsbild und gab der ALS ihren Namen. ,Amyotroph“ bedeutet in
dem Falle den Verlust der Muskelsubstanz (Muskelschwund), der in peripheren
Motoneuronen hervorgerufen wird. ,Lateralsklerose” charakterisiert den Verlust von
zentralen Motoneuronen in der motorischen GroRhirnrinde, die eine Verbindung zum
seitlichen Teil des Ruckenmarks haben, wobei der Verlust zu einer Gewebsverhartung
fuhrt. Demnach handelt es sich um eine Degeneration der beiden motorischen
Neurone, d.h. des ersten (Motorcortex im Gehirn) und zweiten (Ruckenmark)
Motoneurons. Die Pravalenz der ALS liegt weltweit zwischen 2,7-7,4 pro 100 000
Einwohner und Jahr [1]. Verschiedene Studien zeigten, dass Méanner im Durchschnitt
haufiger betroffen sind als Frauen (Manner:Frauen=1,5:1) [2][3]. Das
Durchschnittsalter von ALS-Patienten variiert von 50 bis 60 Jahren und nur ungeféahr
5 % der Falle zeigen einen Krankheitsausbruch im Alter von <30 Jahren (juvenile ALS-
Form) [2]. Man unterscheidet eine sporadische ALS (SALS), die bei ungefahr 90-95 %
der Betroffenen vorliegt, sowie eine familiare ALS (fALS), die bei 5-10 % der Patienten
vorkommt und héufig autosomal-dominant vererbt wird [4]. Die fALS und die SALS sind
klinisch und neuropathologisch nicht zu differenzieren, wobei das Erkrankungsalter der
fALS 10-14 Jahre fruher ist als bei der sALS [5][6]. Die klassische ALS beginnt h&ufig
an den Extremitaten. Bei etwa 10-15 % der Patienten kommt es im frihen Stadium
Uberwiegend im Bereich der Fufl3- und Wadenmuskulatur zu Muskelkrampfen [7].
Oftmalig macht sich die ALS durch Verdnderungen der Sprache wie
Artikulationsprobleme, grammatische Fehler, eine reduzierte Sprechgeschwindigkeit,
sowie durch Schluck- und Kaustérungen bemerkbar (bulbdre ALS-Form) [8]. ALS-
Patienten besitzen einen modifizierten Energiestoffwechsel, der in einem drastischen
Gewichtsverlust in der Spat-Phase der ALS und zur Entwicklung einer Kachexie
(Definition siehe Punkt 1.2 ) fuhrt [9]. Im Krankheitsverlauf entwickelt sich bei fast allen
Patienten eine respiratorische Insuffizienz, die durch eine starke Atrophie in der
Atemmuskulatur hervorgerufen wird und letztlich die hauptsachliche Todesursache von

ALS darstellt [10]. Friihe Symptome einer respiratorischen Insuffizienz sind nachtliche
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Schlafstérungen, morgendliche Kopfschmerzen sowie Tagesmudigkeit und
Konzentrationsstérungen. ALS-Patienten zeigen oftmals psychiatrische Symptome und
demenzielle Entwicklungen [11]. Es wurden schon affektive Storungen bis hin zu
manisch depressiven Bildern [11] als auch Halluzinationen beschrieben [12]. Eine
Depression entwickeln etwa 10 % der Patienten [13]. ALS-Patienten, die
Begleiterscheinungen wie Hoffnungslosigkeit, Depressionen und mentalen Stress
aufzeigen, besitzen eine kiirzere Uberlebenszeit [14]. Im Umkehrschluss wird eine
positive Stimmung mit 6 Monate lAngerem Leben assoziiert [15]. Eine Verbindung
zwischen der frontotemporalen Demenz (FTD) und ALS wurde bereits schon vor dem
zweiten Weltkrieg gezeigt [12]. Eine sichere VerknlUpfung zwischen der FTD und der
ALS kommt bei etwa 5-10 % aller Patienten vor [16]. Weiterhin kdnnen Veranderungen
der Okulomotorik auftreten. Bereits 1982 wurden erstmals reduzierte Sakkaden und
eine reduzierte  Geschwindigkeit  bei  Augenfolgebewegungen in  der
Elektrookulographie festgestellt [17]. Eine im Jahr 2015 veréffentlichte Studie mit 68
ALS-Patienten zeigte, dass insgesamt 37 Patienten (54,4 %) okulomotorische
Auffalligkeiten besal3en [18]. In einer anderen Studie konnte nachgewiesen werden,
dass mehr als die Halfte der untersuchten ALS-Patienten extrapyramidale Symptome
aufwiesen [19]. Durch diese Stoérungen im Bewegungsablauf kommt es bei den
Patienten haufig zu Ataxie, Tremor, einer gestdrten Einleitung einer Bewegung oder
zur gesteigerten Fallneigung [20]. Des Weiteren wurde im Bereich der Sensibilitat
beobachtet, dass in spinalen ALS-Patienten atypische Werte fur die
Schmerzempfindung vorlagen [21].

1.1.2 Ursachen

Zur ALS kommt es durch Uberladene schéadliche Proteinablagerungen in
Motoneuronen. Dieser Prozess wird als Proteinopathie bezeichnet. Die
Proteinaggregate entstehen unter anderem durch Mutationen in bestimmten Genen.
Die ALS ist eine sehr komplexe genetische Erkrankung, bei der eine grof3e Anzahl von
Genen beteiligt ist. Bis zum heutigen Tage sind 21 chromosomale Regionen mit 19
identifizierten Genen, die mit ALS assoziiert sind, entdeckt worden [22]. Mutationen in
der Cu/Zn Superoxid Dismutase 1 (SOD1) sind seit 1993 als Ursache bei 15-20 % der
fALS-Familien und 1-2 % der sALS bekannt [6][23]. Mehr als 150 ALS-assoziierte
SOD1-Mutationen wurden bisher beschrieben [24]. Im Allgemeinen katalysiert die
SOD1 die Dismutation der Superoxid-Anion-Radikale, was zur Bildung von
Wasserstoffperoxid fiihrt. Die SOD1 bindet ein Kupfer und ein Zink Atom, welche die
Katalyse unterstutzen. Ist die Umwandlung der reaktiven Radikale durch die SOD1
gestort, kann das Genom durch den hervorgerufenen oxidativen Stress geschadigt

werden [6][25]. Mutationen im SOD1-Gen fuhren auch zu mitochondrialen Defekten
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[26], die in einer erhohten Zellschadigung bzw. Apoptose durch freie Sauerstoff- und
Stickstoffradikale resultiert. In den letzten Dekaden konnten weitere SOD1-
Pathomechanismen identifiziert werden, die wahrscheinlich urséchlich fur ALS sind.
Dazu gehoren u.a. eine Erhéhung des intrazellularen Kalziums, die zur vermehrten
Aktivierung von Glutamatrezeptoren und somit zu einer Exzitotoxizitat fuhrt [27][28]
oder eine erhohte Mikrogliaaktivierung und damit einhergehend die Ausschuttung von
pro-inflammatorischen Zytokinen [29], sowie Stdérungen des axonalen Transports
[29][30]. Das G93A-SOD1-Mausmodell ist das am meisten untersuchte ALS-Tiermodell
[31]. 2011 wurde bekannt, dass eine Mutation im chromosome 9 open reading frame
72 (C9ORF72)-Gen ALS verursacht [32]. Seither gilt die Mutation im COORF72, die in
40-50 % der fALS-Patienten und zu ~10 % bei sALS-Patienten zu finden ist [33], neben
den SOD1-Mutationen, als die meist vorkommende genetische Ursache der ALS [23].
Mutationen im C9ORF72-Gen stehen im Verdacht Defekte im RNA-Metabolismus zu
erzeugen [34]. Des Weiteren werden Mutationen im Fused in sarcoma (FUS)-Gen und
im transactivation response DNA-binding protein (TARDBP)-Gen einer pathologischen
Rolle bei der ALS-Entwicklung zugeschrieben. Mutationen im FUS-Gen kommen in 3-5
% der fALS und in ~1 % der sALS vor [35][36]. Durch FUS-Gen Mutationen entstehen
MRNA und transkriptionelle Defekte [37]. Im Vergleich zu SOD1-Patienten besitzen
FUS-charakterisierte ALS-Patienten ein friheres Erkrankungsalter, sowie eine
schnellere Progression und es kommen mehr Falle der bulb&ren ALS-Form vor [38].
Mutationen im TARDBP-Gen, welches das Protein TDP-43 codiert, sind fur 4 % der
fALS und ~1 % der sALS verantwortlich [39][40]. Mutationen im TARDBP-Gen sind
vermutlich ebenfalls fur einen defekten RNA-Metabolismus verantwortlich [41] als auch
fur Defekte an Mitochondrien [42] in ALS-Patienten. Patienten mit TARDBP-Mutationen
entwickeln einen typischen ALS-Phénotyp mit Stérungen der Extremitaten oder
Anzeichen von bulbaren Veranderungen [43]. Dartber hinaus existieren andere
genetische Mutationen, die im Verdacht stehen an der fALS-Entwicklung beteiligt zu
sein. Mutationen im Alsin-Gen beispielsweise fuhren vornehmlich zu der juvenilen ALS-
Form, die in diesem Zusammenhang bislang in 50 Patienten beobachtet wurde [44].
Alsin-Mutationen fuhren vermutlich zu Stérungen im Vesikeltransport und
missgefalteten Proteinen in Neuronen [45][46]. ALS-verursachende Defekte im
Vesikeltransport wurden auch aufgrund von Genmutationen im vesicle associated
membrane protein B (VAPB) [47] und valosin-containing protein (VCP) [48] beobachtet.
AuRerdem wurden Zusammenhange mit vermehrter Apoptose durch Mutationen im
VAPB- [49] und VCP-Gen [50] festgestellt. Mutationen im VCP-Gen bewirken
anscheinend auch Proteinakkumulationen [48], die mit der Entstehung der fALS

assoziiert sind. 2012 wurde bekannt, dass es durch Genmutationen im Ubiquilin 2
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(UBQLN2) zu einer erhOhten Anzahl an ALS-assoziierten Proteinakkumulationen
kommt [51]. Zur Ausbildung einer juvenilen fALS kommt es auch aufgrund von
Mutationen im Senataxin (SETX)-Gen [52], welche vermutlich Defekte in der
Transkriptionsmaschinerie nach sich ziehen [53]. ALS kann vermutlich durch Spatacsin
11 (SPG11)-Genmutationen ausgeldst werden [54], was in einer Stérung im axonalen
Transport resultieren kann [55]. Eine gestorte Angiogenese [56] als auch ein defekter
RNA-Metabolismus [57] werden mit Mutationen im Angiogenin-Gen (ANG) assoziiert,
welche als Ursache fur die fALS im Jahr 2007 identifiziert wurden [58]. Genmutationen
im sigma non opoid intracellular receptor 1 (SIGMAR1)-Gen [59], factor induced gene 4
(FIG4) [60], Optineurin (OPTN) [61] oder Profilin 1 (PFN1) [62] sind eher selten bei
fALS-Patienten zu finden. SIGMAR-Mutationen scheinen den Stoffwechsel zu stéren
[59] und FIG4-Genmutationen flihren zur vermehrten Apoptose von Neuronen [63],
wohingegen PFN1-Mutationen zu Defekten im Zytoskelett fihren [62]. Mutationen im
OPTN-Gen beeinflussen die Autophagie [64]. Die Ursache fiir SALS ist in den meisten
Fallen unklar, aber fALS Gene wie SOD1, C9ORF72, FUS oder TARDBP wurden
ebenso in einigen sALS Patienten gefunden [30]. Akkumulation von Neurofilamenten
ist ein pathoanatomisches Merkmal der ALS, welches in einer axonalen Dysfunktion
resultieren kann. Tatsachlich wurden in Patienten mit SALS genetische Varianten der
neurofilament heavy subunit (NEFH) identifiziert, die mit der Entstehung von ALS
assoziiert sind [65]. In Mausmodellen konnte in histologischen Untersuchungen die
Akkumulation der Neurofilamente bestétigt werden [66]. Neben NEFH konnten
Peripherin (PRPH)-Genmutationen in Verbindung mit axonaler Dysfunktion bei SALS-
Patienten beobachtet werden [67]. Ein vermutliches Risikogen fir die SALS ist das
Survival Motoneuron (SMN)-Gen. In einer Studie konnte bei 16 % der SALS-Patienten
Deletionen im SMN2-Gen festgestellt werden, welche Defekte im RNA-Metabolismus
ausldsen konnen [68]. Mutationen in den homologen Genen der Paraoxonase (PON)
werden schon seit 2006 im Zusammenhang mit der Entstehung der sALS assoziiert
[69]. 2010 wurden dann in einer Studie 7 PON-Gen Mutationen in fALS und SALS-
Patienten identifiziert [70]. Es wird angenommen, dass PON-Gene eventuell einen
neuroprotektiven Effekt gegen oxidativen Stress besitzen, der durch die Mutationen
verloren geht [71]. Genmutationen im Progranulin (PGRN)- [72], vascular endothelial
growth factor (VEGF)- [73], apurininc endonuclease (APEX1)- [74], Ataxin-2 (ATXN2)-
[75] als auch chromatin modifying protein 2B-Gen (CHMP2B) [76] gelten als
Risikofaktoren ALS zu bekommen, wobei die aktuelle Datenlage jedoch umstritten ist.
In Abbildung 1 werden alle beschriebenen Mechanismen, die zu ALS fihren kénnen,

mit den putativ assozierten Genmutationen schematisch zusammengefasst.
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Abbildung 1: ALS verursachende zellulare Mechanismen mit putativ assoziierten
Genmutationen; Abklrzungen: Angiogenin (ANG), apurinic endonuclease (APEX1),
chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72), Endoplasmatisches Retikulum (ER), factor
induced gene 4 (FIG4), fused in sarcoma (FUS), neurofilament heavy subunit (NEFH),
Optineurin (OPTN), Paraoxonase (PON), Peripherin (PRPH), Profilin 1 (PFN1), Senataxin
(SETX), survival motor neuron (SMN), Superoxid Dismustase 1 (SOD1), Spatacsin (SPG), TAR
DNA binding protein 43 (TARDBP), Ubiquilin 2 (UBQLNZ2), vesicle-associated membrane
protein-associated protein B/C (VAPB), valosin-containing protein (VCP)

Gegenwartig wird zunehmend angenommen, dass es zur Ausbildung der sALS
aufgrund des Zusammenspiels der genetischen Variablen mit Umweltfaktoren und der
Lebensweise der Patienten kommt. Dabei spielen landwirtschaftliche Chemikalien wie
Pestizide oder Herbizide eine wesentliche Rolle. So konnte in zwei Studien zuverlassig
gezeigt werden, dass das Risiko an sALS zu erkranken mit der Pestizidbelastung in
Verbindung steht [77]. Weiterhin wird ein erhdhtes Bleivorkommen als Ursache fir die
SALS angesehen. Es wurden héhere Level an bestimmten Metallen im Blut, im

Knochen, im Urin, im Rickenmark und auch in der Gehirn-Rickenmarks-Flissigkeit
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(engl. cerebrospinal fluid, CSF) in sALS-Patienten, im Vergleich zu Kontrollen,
gefunden [78]. Mehrere Studien haben gezeigt, dass mutmallich eine Verbindung
zwischen der Entstehung von sALS und dem Rauchen von Zigaretten besteht
[79][80][81]. Wang et al. [82] konnten zeigen, dass Raucher ein hoheres Risiko
besitzen ALS zu entwickeln, als solche, die noch nie geraucht haben. Dabei ist es egal
ob sie mal Raucher waren oder immer noch Raucher sind. Andere Risikofaktoren fur
die sALS konnen zum Beispiel auch Kopf- bzw. Hirnverletzungen sein. Anlass dieser
Annahme war eine Untersuchung von u.a. American Football Spielern, die ein héheres
Vorkommen von sALS-Féllen aufwiesen [83]. Ebenso gibt es die Meinung, dass
exzessives korperliches Training, das Risiko sALS zu bekommen, erhdht. Eine Studie
mit professionellen Fussballspielern aus Italien, die regelméRig ein hohes Ausmald an
sportlichen Training absolvieren, ergab flr die Spieler ein hoheres Risiko an sALS zu
erkranken [84]. Eine andere Studie mit professionellen Radfahrern und
Basketballspielern, die ebenfalls regelméaRig kdrperlichen Anstrengungen ausgesetzt
sind, zeigte jedoch keinerlei Verbindung ALS zu entwickeln [85]. Diese Beispiele

zeigen, dass noch weitere Studien erforderlich sind.

1.1.3 Therapie

Die Aufklarung der oben beschriebenen pathologischen Mechanismen soll zur
Entwicklung neuer Therapien gegen ALS beitragen. Zum einen soll die Therapie das
Fortschreiten der ALS verlangsamen (kausale bzw. neuroprotektive Therapie) und zum
anderen sollen die Beschwerden der Patienten im Alltag gelindert werden (palliative
Therapie), um die Lebensqualitat zu erhalten.

Bis zum heutigen Tage gibt es nur ein durch die US Food and Drug Administration
(FDA) und European Medicines Agency (EMA) zugelassenes Medikament gegen die
ALS. Dabei handelt es sich um Riluzol (Rilutek®) oder auch 6-(trifluormethoxy)-2-
aminobenzothiazol. In zwei Placebo-kontrollierten Studien konnte das Uberleben der
Patienten um etwa drei Monate verlangert, jedoch nicht die Lebensqualitat verbessert
werden [86][87]. Rilutek wirkt als antiglutamaterge Substanz. Glutamat ist einer der
wichtigsten Neurotransmitter im zentralen Nervensystem und ist fir die Weiterleitung
von Nervenimpulsen auf benachbarte Nervenzellen zustandig. Wird jedoch zu viel
Glutamat in den synaptischen Spalt zwischen zwei Nervenzellen ausgeschittet, so
kann es zu nachgeschalteten toxischen Effekten kommen, was zum Absterben der
Nervenzellen bzw. bei der ALS vor allem der Motoneuronen fiihrt. Genau hier setzt die
Therapie mit Rilutek an. Rilutek vermindert die Freisetzung von Glutamat in den
synaptischen Spalt, beugt die Unterfunktion von Glutamatrezeptoren vor und erhéht die
Wiederaufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt durch die Aktivierung von

Glutamatrezeptoren in  Gliazellen [88][89]. Auflerdem st Rilutek ein
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Natriumkanalblocker. Es hemmt den unkontrollierten Einstrom von Natriumionen und
indirekt von Kalziumionen. Durch das exzessive Einstrdmen der lonen wird die
extrazellulare Freisetzung von Glutamat im prasynaptischen Neuron geférdert und
daruber hinaus fihrt der Natrium- und Kalziumioneneinstrom im postsynaptischen
Neuron zum Zelltod und axonalen Schadigungen [90]. In den letzten Dekaden wurden
vielversprechende Daten in transgenen ALS-Mausmodellen geliefert, die aber mit
klinischen Studien nicht reproduziert werden konnten [91]. Antioxidantien wie Vitamin
E, N-acetyl-L-cystein (NAC) oder Katalase zeigten zwar positive Effekte in mutierten
SOD1 (mSOD1)-Mausmodellen, konnten aber keine Erfolge in klinischen Studien
vorweisen [92]. Auch die Behandlung mit anti-inflammatorischen Medikamenten wie
Minocyclin, was das Uberleben der Mause im mSOD1-Modell enorm verlangerte [93],
zeigte keine signifikante Verbesserung in ALS-Patienten [94]. Natlrliche Produkte, wie
Kaffeesaure-Phenethyl-Ester (engl. caffeic acid phenethyl ester, CAPE), das anti-
oxidativ und anti-inflammatorisch wirkt [95], besitzen ebenso groRes Potenzial ALS
effektiv zu behandeln [96]. Es wurde publiziert, dass durch die Behandlung mit CAPE
nur 10 % der Motoneuronen starben, im Gegensatz zur Vehikel-behandelten Gruppe,
bei der 58 % der Motoneuronen degenerierten. Au3erdem konnte eine verminderte
Inflammation beobachtet werden [97]. Neben der medikamentésen Therapie scheint
die Gentherapie ebenfalls ein vielversprechender Ansatz gegen die ALS zu sein.
Dadurch kénnen Gene, die fir anti-apoptotische Proteine oder auch neurotrophe
Faktoren codiert sind, mithilfe von viralen Vektoren direkt ins Zentralnervensystem oder
in den Muskel verabreicht werden [98]. Bisweilen konnte ein Erfolg der Gentherapie
unter anderem durch intramuskulére Injektionen vom lentiviral-markierten vascular
endothelial growth factor (VEGF) oder des anti-apoptotisch wirkenden B-cell lymphoma
2 (Bcl-2) in Mausmodellen erzielt werden [99][100]. Eine andere Alternative ist die
Expression von Genen, die fir die Degeneration von Motoneuronen urséchlich sind, zu
blocken. Im Mausmodell und auch bereits in einer 2013 gestarteten klinischen Studie
(Phase 1) konnte die Genexpression des mSOD1-Gens durch small interfering RNA
(SiRNA) geblockt werden [101][102]. In den letzten 10 Jahren rickte in ALS-
Mausmodellen die Stammzelltherapie immer mehr in den Fokus. Hierbei wurden
Zelltypen wie embryonale, neurale, h&matopoetische oder auch mesenchymale
Stammzellen (MSCs) sowie Knochenmarkszellen transplantiert [103]. Unter anderem
wurden in SOD1-Mausen humane MSCs intravenos injiziert, die dann erfolgreich
differenzierten und zum Gehirn sowie zum Rickenmark wanderten und dort auch fur
lange Zeit 0Uberlebten, was nachweislich eine signifikante Verzogerung des
Krankheitsausbruchs und des -verlaufes sowie eine erhdhte Lebensdauer bewirkte

[104]. Eine sichere MSC-Transplantation wurde sogar schon mit Erfolg bei ALS-
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Patienten durchgefiihrt, wobei aber zu erwéhnen ist, dass die ALS-Entwicklung nicht
verzogert wurde [105][106]. Gerade weil es noch kein anderes Mittel als Rilutek gegen
ALS gibt, ist es umso wichtiger die Lebensqualitit der Patienten auch in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien zu erhalten. Muskelkrampfe treten bereits
friihzeitig im Krankheitsverlauf auf und kdnnen anfangs physiotherapeutisch und spater
auch medikamentds behandelt werden. Ein vermehrter Speichelfluss kann mit
anticholinergen Mitteln entgegengewirkt werden. Bei Schluckstérungen sollten
zunachst eine Erndhrungsberatung und eine Anpassung der Nahrung erfolgen. Im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf wird die Kommunikation sehr eingeschrankt [107].
Deshalb muss friihzeitig mit einer logopadischen Therapie begonnen werden. Spater
kann auch ein Kommunikator eingesetzt werden. Immobilitat, allgemeine Schwache
und Muskelatrophie fliihren zu erheblichen Schmerzen, welche sich in etwa einem
Viertel der ALS-Patienten in Schulterschmerzen auf3ern [108]. Hier kénnen Physio- und
Ergotherapie sowie anti-inflammatorische Mittel Abhilfe schaffen. Desweiteren sollten
Stlrze, die vermehrt bei der ALS auftreten, vorgebeugt werden [109]. Motorisierte
Rollstiihle steigern zum einen die Mobilitat als auch die Fall-Sicherheit der Patienten.
Die respiratorische Insuffizienz kann initial durch nicht-invasive Maskenbeatmung
therapiert werden, welche das Uberleben der Patienten verlangert und auch die
Lebensqualitat verbessert [110]. Sollte die nicht-invasive Maskenbeatmung nicht mehr
helfen, besteht die Mdglichkeit der invasiven Beatmung Uber ein Tracheostoma. Durch
die verschlechterte Lebensqualitéat bei fortschreitender Krankheit kommt es vermehrt
zu Depressionen und Angstzustanden, die mit Antidepressiva behandelt werden

sollten.
1.2 Kachexie

1.2.1 Definition

Kachexie definiert sich durch einen 5%igen Verlust des Korpergewichtes innerhalb von
12 Monaten oder durch einen Body-Mass-Index (BMI) von weniger als 20 kg/m? in
Gegenwart von chronischen Krankheiten. Dartiber hinaus liegen in der Regel drei der
folgenden funf Kriterien vor: verminderte Muskelkraft, Mudigkeit, Appetitlosigkeit, ein
niedriger fettfreie Masse-Index, der Anstieg von Entziindungsmarkern wie C-reaktives
Protein oder Interleukin (IL)-6 sowie Anamie oder niedrige Albumin Serumwerte [111].
Kachexie kommt bei chronischen Krankheiten wie Krebs, chronischer Herzinsuffizienz
(engl. chronic heart failure, CHF), chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (engl.
chronic obstructive pulmonary disease, COPD), chronische Nierenerkrankung (engl.
chronic kidney disease, CKD), zystische Fibrose, Leberzirrhose, Morbus Crohn,

rheumatoider Arthritis (RA), Schlaganfall, Malaria sowie Tuberkulose und eben auch
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bei der ALS vor [9][112][113][114]. Die genaue Pathophysiologie bei ALS-assoziierter
Kachexie ist bisher nicht bekannt. Bei der Kachexie geht der Gewichtsverlust
hauptsachlich mit dem Verlust an Skelettmuskelmasse mit oder ohne Verlust von
Fettmasse einher [111]. Pro-inflammatorische Zytokine, wie tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), IL-1 und IL-6 werden seit langem als Mediator der Kachexie betrachtet,
obwohl deren Rolle beim Muskelschwund umstritten bleibt (siehe Abschnitt 1.3.2).
Durch den Verlust an Muskelmasse kommt es zu einer verminderten Muskelkraft. Die
Patienten entwickeln eine geringere korperliche Aktivitdt und Bewegungsunlust, was
oftmals eine reduzierte Lebensqualitat verursacht [115]. Durch diese Faktoren werden
zusatzlich die Morbiditat und Mortalitat bei kachektischen Patienten erhdht [116]. Umso
wichtiger ist es neue Behandlungsmdglichkeiten zu entwickeln, die die
Kdrperzusammensetzung dahingehend verandern, dass das Leben der Patienten

verbessert und verlangert wird.

1.3 Regulation des Kata- und Anabolismus
Bei der ALS kommt es zu einem Ungleichgewicht des Kata- und Anabolismus. Dabei
wird der Energie- sowie Proteinstoffwechsel gestdrt und eine Inflammation induziert,

was eine Muskelatrophie und Kachexie hervorrufen kann.

1.3.1 Energiestoffwechsel

Ein ausgewogenes Energieverhaltnis ergibt sich aus einem Gleichgewicht der
Energieaufnahme und des -verbrauchs. Bei gesunden Menschen fuhrt diese Bilanz zur
Energiespeicherung und zu einem stabilen BMI. ALS-Patienten hingegen sind meist
diinn und weisen einen normalen bis niedrigen BMI (unter 18,5 kg/m?) auf, welcher in
einem 7,7-fach erhdhten Todesrisiko, im Vergleich zu Normalgewichtigen, resultiert
[117]. Eine schwere Kachexie mit einem Gewichtsverlust von >10 %, die bei ~25 %
aller Krebspatienten vorkommt, ist ebenfalls mit einer reduzierten Lebensdauer
assoziiert [118]. Die ALS fuhrt bei den Patienten zum Verlust von Korpergewicht und
Fettmasse wahrend des Krankheitsverlaufes, weswegen die Energiespeicher reduziert
sind [119]. Erschwerend kommt hinzu, dass den ALS-Patienten aufgrund der bulbaren
Probleme die Nahrungsaufnahme erschwert wird und sie deshalb oftmals eine Unter-
bzw. Mangelerndhrung entwickeln [120]. Appetitlosigkeit, Dehydrierung und limitierte
korperliche Aktivitat tragen ebenfalls zu einer reduzierten Energiespeicherung bei
[121]. Es wurde zusatzlich gezeigt, dass der Energieverbrauch im Ruhezustand (engl.
resting energy expenditure, REE) bei fALS als auch bei sALS-Patienten erhdht ist [122]
[123]. Dieser Hypermetabolismus tritt in ungefahr 50 % aller ALS-Patienten auf [124].
Eigentlich wirde man vermuten, dass im Verlauf der Krankheit durch die

Muskelatrophie und den Verlust an Muskel- sowie Fettmasse der Energieverbrauch
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gesenkt ware [124]. Der erhthte Energieverbrauch koénnte womdglich auf die
unkontrollierten  Faszikulationen [119], den erhOhten Arbeitsaufwand der
Atemmuskulatur [125] oder die mitochondriale Dysfunktion [126] zurtckzufiihren sein.
Zu ahnlichen metabolischen Veranderungen kommt es auch bei der tumorinduzierten
Kachexie. Auch hier erhoht sich der REE und durch die Muskelatrophie in
kachektischen Patienten kommt es zu einem verringerten spontanen Energieaufwand,
der aber nicht den gesteigerten REE ausgleichen kann, was auch hier in einen
Hypermetabolismus resultiert [127]. Fettgewebe ist der Energiehauptspeicher im
Korper. Im Falle eines Energielberschusses wird die Energie in Form von
Triacylglyceriden in Adipozyten im weil3en Fettgewebe (engl. white adipose tissue,
WAT) gespeichert (Lipogenese) und bei einem Energiemangel werden die Lipide zu
einem Molekul Glycerin und drei Molekilen von freien Fettsduren abgebaut (Lipolyse)
[128]. Neben dem WAT existiert auch noch das braune Fettgewebe (engl. brown
adipose tissue, BAT), das vornehmlich der Thermogenese dient. Bei ALS-Patienten
kommt es zu einer Art Fettumverteilung, d.h. die Patienten verlieren subkutanes
Fettgewebe, wahrend sie mehr Bauchfett entwickeln, wobei bekannt ist, dass die
Menge an subkutanem Fettgewebe mit dem Uberleben der ALS-Patienten positiv
korreliert [129]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein erhQhter
Korperfettanteil vor der ALS-Diagnose mit einem reduzierten Risiko an ALS zu sterben,
assoziiert ist [130]. Hyperlipidamie [131] und eine erhthte Konzentration an
zirkulierendem Apolipoprotein E (ApoE) [132] im Blut korrelieren positiv mit dem
Uberleben in ALS-Patienten, was vermuten lasst, dass die Verfligbarkeit an Lipiden im
Blut von Vorteil zu sein scheint. Dariber hinaus scheint eine erhohte
kohlenhydratreiche Ernahrung und eine geringe Aufnahme von mehrfach ungesattigten
Fettsauren mit einer erhdhten ALS-Pravalenz assoziiert zu sein [133].
Interessanterweise scheint die ALS bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 spater
zu beginnen [134]. Wurden mSOD1-Mause mit hochkalorischen Futter ernéhrt,
verzogerte sich der Krankheitsbeginn, die Lebensdauer wurde erhoht, die
Muskeldenervation reduziert und das Motoneuronen-Uberleben verbessert [135]. Im
Umkehrschluss beschleunigte kalorienarme Nahrung den ALS-Krankheitsverlauf in
mSOD1-Mausen [136]. Dennoch ist bis zum heutigen Tage unklar, welche die beste
Ernahrungsweise ist, um sich vor ALS zu schiitzen oder den Krankheitsverlauf zu
veréandern [137]. Bei der tumorinduzierten Kachexie kommt es ebenfalls zu einem
vermehrten Abbau von Fett (WAT) [138]. Kachektische Magen-Darm-Krebspatienten
wiesen in einer Studie signifikant weniger viszerales Fett, im Vergleich zu
Kontrollpatienten, auf [139]. Bei Patienten mit Lungenkrebs wurde sogar ein Verlust

von bis zu 85 % Korperfett festgestellt [140]. Die Fettgewebeabnahme bei der
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Kachexie beeinflusst nicht nur die Lipidreserven, sondern stort auch den Metabolismus
sowie die Energiebalance [141]. Der Verlust an Fettmasse kann aber nicht alleine
durch einen reduzierten Appetit erklart werden. Zum einen wurde festgestellt, dass
eine erhohte lipolytische Aktivitat vorhanden ist [142], was auch mit einer erhfhten
Aktivitat der Hormon-sensitiven Lipase (HSL) assoziiert ist. Zum anderen wurde
gezeigt, dass die Aktivitat der Lipoprotein Lipase (LPL) erniedrigt ist, die normalerweise
auch fur die Spaltung der Lipide in die fettfreien Fettsduren zustandig ist und somit fur
die Energiespeicherung im WAT. AuBerdem wurde in murinen sowie humanen Studien
dargelegt, dass die de novo Lipogenese im Fettgewebe reduziert ist [142]. Durch die
erhdhte Lipolyse sowie die eingeschrankte Aktivitat der LPL und der reduzierten
Lipogenese kommt es bei der Kachexie zu einer Hyperlipidamie [143][144]. Obwohl
das BAT im Menschen nicht so weit verbreitet ist, konnte gezeigt werden, dass mehr
thermogenes Gewebe in kachektischen Krebspatienten, im Vergleich zu gleichaltrigen
Kontrollpersonen, vorlag [145]. Erstaunlicherweise konnte aber auch in Patienten mit
Prostatakrebs, die Gibergewichtig waren, ein protektiver Effekt gegen den Krebs gezeigt

werden [146], was durchaus mit den oben genannten ALS-Fakten korreliert.

1.3.2 Inflammation

Inflammation ist der Versuch des Korpers sich selbst zu schiitzen, indem eine
Entzlndungsreaktion eingeleitet wird. Das Ziel ist es u.a. beschadigte Zellen, Toxine
oder Krankheitserreger zu entfernen und anschlieend den Heilungsprozess
einzuleiten.

Gliazellen, wie Astrozyten und Mikroglia, sind nicht-neuronale Zellen, die die neuronale
Homoostase unterstitzen und schitzen. Meist werden sie durch falschgefaltete oder
aggregierte Proteine aktiviert [147]. Es gibt einige Hinweise darauf, dass Astrozyten
und Mikrogliazellen an der Ausldsung bzw. der Verschlechterung der ALS-Pathologie
beteiligt sind [148][149]. In Reaktion auf Schaden, &ndern Mikroglia ihre Konformation
und wandern zu den geschéadigten Zellen und setzen reaktive Sauerstoffspezies (engl.
reactive oxygen species, ROS), pro-inflammatorische Zytokine oder andere toxische
Molekle frei und leiten so eine Phagozytose ein, was zu einer neuronalen Dysfunktion
oder sogar zum Absterben von Neuronen fiihren kann [150]. Allerdings produzieren
Mikrogliazellen auch mitogene und neurotrophe Faktoren sowie anti-inflammatorische
Zytokine, was eine neuroprotektive Funktion wahrend der Neuroinflammation vermuten
lasst [151]. Interessanterweise konnte mit einer Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) eine Mikroglia-Aktivierung im primaren Motorcortex und im Rickenmark bei der
ALS, abgebildet werden [152][153]. Aul3erdem ergaben Analysen von post-mortem
Gewebe von ALS-Patienten eine erhéhte Anzahl an reaktiven Mikrogliazellen im

primaren Motorcortex und dem ventralen Horn des Rickenmarks [154]. Zudem wurde



Einleitung 12

gezeigt, dass die Mikroglia-Aktivierung mit der Schwere der ALS korrelierte [152]. Im
G93A-SOD1-Mausmodell konnten diese Beobachtungen bestatigt werden. Es wurde
eine Erhohung an reaktiven Mikrogliazellen im ventralen Horn des Rickenmarks
festgestellt und ein Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf der ALS hergestellt
[155]. Astrozyten verandern sich, auch bei ALS, aufgrund von pathologischen
Zustanden auf molekularer und morphologischer Ebene und entwickeln einen reaktiven
Charakter [156]. Im Allgemeinen besitzen Astrozyten einige wichtige Funktionen, wie
die Aufrechterhaltung einer niedrigen extrazellularen Glutamat-Konzentration. Defekte
am EAAT2/GLT-1 Transporter, Uber die die Astrozyten das Glutamat aufnehmen,
wurden bereits in ALS-Patienten und im SOD1-Mausmodell festgestellt [157][158].
AulRerdem setzen Astrozyten unter normalen Bedingungen neurotrophe Komponenten
frei, die fur die neuronale Stabilitat und auch fiir das Uberleben von Motoneuronen
wichtig sind. Es wird postuliert, dass es durch reaktive Astrozyten zum Absterben von
Motoneuronen bei der ALS kommen kann [159] und, dass reaktive Astrozyten bei der
ALS neurotoxische Faktoren wie den nerve growth factor (NGF) freisetzen kénnen. Es
wurde sogar schon bewiesen, dass die Freisetzung von NGF eine Apoptose in
Motoneuronen induziert [160]. Im Rickenmark von ALS-Patienten befinden sich
reaktive Astrozyten, ebenso wie die Mikroglia im ventralen Horn, aber auch im dorsalen
Horn und vereinzelt in der grauen Substanz [161], was in ALS-Mausen verifiziert
werden konnte [162]. Im Gehirn von ALS-Patienten beschrankt sich das Vorkommen
von reaktiven Astrozyten nicht nur auf den Motorcortex, sondern sie kommen auch in
der grauen und weil3en Substanz vor [163][164]. Im G93A-SOD1-Mausmodell konnte
ebenfalls bereits gezeigt werden, dass es bei einer Astrozyten-Aktivierung gleichzeitig
zum Verlust von Motoneuronen kommt und eine erhohte Astrozyten-Anzahl mit dem

ALS-Krankheitsverlauf positiv korreliert [165].

1.3.2.1Zytokine

Zytokine sind die ersten Botenstoffe einer Inflammationsreaktion, die von Leukozyten,
Mikroglia und Astrozyten freigesetzt werden [166]. Typ-I Zytokine (pro-inflammatorisch)
steigern und Typ-lI Zytokine (anti-inflammatorisch) vermindern die
Inflammationsreaktion [167]. Allerdings kann eine pathologische Uberexpression oder
Beeintrachtigung der Zytokine eher schéadlich als nitzlich fir den Heilungsprozess sein
[168]. Zu der Familie der Zytokinen gehoren Interleukine (z.B. IL-1, IL-2, IL-6, IL-10),
Interferone  (z.B. INF-y), Tumornekrosefaktoren (TNF-a), Wachstums- und
koloniestimulierende Faktoren (z.B. GM-CSF) sowie Chemokine (z.B. MCP-1). TNF-a
gehort zu den bedeutendsten pro-inflammatorischen Zytokinen, der die Apoptose und
die Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) einleiten kann [169]. Im

lumbalen Riuckenmark von G93A-SOD1-Mausen konnte gezeigt werden, dass der
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TNF-a mRNA-Level bereits in der spaten prasymptomatischen ALS-Phase erhéht war
[170]. AuRerdem konnte beobachtet werden, dass auch ein signifikant erhohter
Proteinlevel von TNF-a und anderen Zytokinen wie IL-6 und IFN-y im Ruackenmark von
G93A-SOD1-Méausen, im Vergleich zu Wildtyp (WT)-M&ausen, vorhanden war [171].
Zudem konnte festgestellt werden, dass TNF-a [172] und IL-6 [173] im Serum von
ALS-Patienten vermehrt vorlag. Mehrere kachektische Tumortiermodelle zeigten
ebenfalls einen Uberschuss an zirkulierendem TNF-a [174], sowie eine erhohte
Expression anderer Zytokine wie IL-6 [175], was auch mit dem Gewichtsverlust in
bestimmten Krebserkrankungen des Menschen korreliert [176][177]. Einige Studien
zeigten, dass die Induktion von INF-y, genauso wie TNF-a, das Kdorperfett reduzierte,
aber ohne Auswirkung auf den Gesamtkdrperproteingehalt und ohne klare Assoziation
zum humanen klinischen Syndrom der Kachexie [178]. Interessanterweise konnte in
einigen Studien gezeigt werden, dass die Behandlung von Tumortieren mit Inhibitoren
gegen TNF-a [179], IL-6 [180] oder IFN-y [181] den Proteinabbau und den
Muskelmassenverlust verhindern konnte. IL-1 scheint ebenfalls eine gewisse Rolle bei
der Kachexie zu spielen, aber ein direkter Mechanismus konnte bisher nicht
nachgewiesen werden [178]. Dariiber hinaus verursachten Zytokine in kachektischen
C26-Tumorméusen eine Reduktion von myofibrillaren Proteinen durch eine

verminderte Expression von MyoD und die Aktivierung des UPS [182].

1.3.3 Proteinstoffwechsel im Skelettmuskel

Die Skelettmuskulatur ist ein heterogenes Gewebe aus mehreren zusammengesetzten
Arten von Muskelfasern mit einer unverwechselbaren Struktur und kontraktilen sowie
metabolischen Funktionen. Man unterscheidet langsame (engl. slow, S oder Typ I)-
Fasern und schnelle (engl. fast, F oder Typ ll)-Fasern. In S-Muskelfasern findet eine
eher langsame Kontraktion statt, wodurch sie fir eine Ausdauerfunktion, wie Laufen
oder Stehen zustandig sind. Zu den S-Fasern gehdrt unter anderen der Musculus
soleus. Wohingegen die F-Muskelfasern fir eine schnelle Umsetzung der Muskelkraft
durch eine schnelle Kontraktion der Fasern benétigt werden und somit Funktionen wie
Rennen, Springen, Kniebeugung und Plantarflexion Ubernehmen. Skelettmuskeln wie
der Musculus gastrocnemius (GC), der Musculus tibialis anterior (TA) und der
Musculus extensor digitorum longus (EDL) gehdren zu den F-Fasern. Die
Skelettmuskeln dienen der Bewegung, der korperlichen Stabilitdt und sind ein
entscheidender Faktor bei der Aufrechterhaltung der Homéostase. Im Grunde herrscht
im Skelettmuskel ein Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese und Proteinabbau. Bei
der ALS kommt es allerdings zu einer Muskelatrophie. Atrophie bedeutet eine
Abnahme der ZellgréRe hauptsachlich verursacht durch den Verlust von Organellen,

Zytoplasma oder Proteinen. Die Skelettmuskelatrophie reduziert zum einen
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Behandlungsmoglichkeiten und deren positiven klinischen Ausgang, zum anderen
beeintrachtigt sie aber auch die Lebensqualitat der Patienten und erhoht die Morbiditat
und Mortalitat [183][184]. Die Muskelatrophie wird definiert durch eine niedrige
Muskelmasse sowie eine niedrige Muskelfunktion (Kraft oder Leistung) [185]. Eine
reduzierte Querschnittsflache von Muskelfasern, mit spaterer Beeintrdchtigung der
Muskelfaser-Festigkeit, ist das Hauptmerkmal der Muskelatrophie [186].
Interessanterweise wurde 2002 beschrieben, dass ALS-Patienten, die einen
langsameren Verlauf der ALS aufwiesen, einzelne Muskelfasern mit erhdhtem
Muskelfaserquerschnitt besal3en [187]. Weiterhin wurde gezeigt, dass F-Muskelfasern
im G93A-SOD1-Mausmodell der ALS, friher (~50 Tage vor dem Beginn der
Symptome) als S-Fasern atrophieren [188][189]. AuRerdem wird vermutet, dass die S-
Muskelfasern, im Gegensatz zu den F-Muskelfasern, im G93A-SOD1-Mausmodell der
ALS resistenter gegeniber der Atrophie zu sein scheinen [190]. Erstaunlicherweise
konnte wahrend des Krankheitsverlaufes im G93A-SOD1-Mausmodell eine
Umwandlung von schnell atrophierenden Fasern zu langsam atrophierenden
beobachtet werden, um somit resistenter gegen die Muskelatrophie zu sein [191]. Bei
Kachexie wurde auch festgestellt, dass die F-Muskelfasern schneller atrophieren als
die S-Muskelfasern [192]. Die Muskelatrophie ist mit katabolen Vorgéngen assoziiert,
die nicht nur zu einer reduzierten Muskelmasse, sondern auch zu einer verminderten
Leistungsfahigkeit fuhrt, die die Lebensqualitat der Patienten sehr einschrankt [193].
Bei Kachexie wird ebenfalls das Gleichgewicht des Proteinstoffwechsels auf die Seite
des Katabolismus verschoben. Es kommt zu einem erhOhten Katabolismus bei
gleichzeitiger Reduzierung des Anabolismus, wobei es vorrangig zum Abbau der
Skelettmuskulatur kommt [194]. Der krankheitsbedingte Muskelmassenverlust ist mit
der Aktivierung von proteolytischen Systemen verknlpft, sowohl bei Versuchstieren
[195] als auch beim Menschen [196]. Zu den proteolytischen Prozessen, die eine
Proteindegradation nach sich ziehen, gehtéren das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS),
die Apoptose mit Caspasenaktivierung, die Autophagie, lysosomale Proteine, Calpaine

und Matrix Metalloproteinasen [197].

1.3.3.1 Myostatin-Signalkaskade

Einer der wichtigsten Muskelmassen-Regulatoren ist Myostatin, auch bekannt als
growth and differentiation factor-8 (GDF8). Myostatin ist ein Mitglied der TGF-3 Familie
und wird vornehmlich im Skelettmuskel exprimiert sowie sekretiert und agiert als ein
negativer Regulator des Muskelwachstums. Myostatin zirkuliert im Blut in einer latenten
full-length precursor Form (inaktiv), die durch die Abspaltung einer Pro-Domé&ne am C-
Terminus zum aktiven Myostatin wird [198]. Mutationen im Myostatin (MSTN)-Gen

fuhren zu einem hypertrophen Phanotyp. Die Induktion einer erhéhten Muskelmasse



Einleitung 15

wurde bereits in Mausen, Schafen sowie Rindern und beim Menschen gezeigt
(Abbildung 2) [199][200][201][202].

Abbildung 2: Inaktivierende Myostatin (MSTN)-Genmutationen induzieren ein erhohtes
Wachstum an Muskelmasse. (A) Myostatin Null Mauslinie MSTN™ (links) im Vergleich zu einer
WT Maus (rechts) [203], (B) Texel Schaf [204], (C) WeiRblauer Belgier (Bulle) [201], (D) Fotos
eines Kindes 6 Tage (links) und 7 Monate (rechts) nach der Geburt. Die Pfeile zeigen die
vorstehenden Muskeln im Oberschenkel- und Wadenbereich [202].

Diese Eigenschaft machte man sich in einigen Tierstudien zu Eigen, indem man
versuchte die Funktion von Myostatin zu inhibieren. Allerdings existieren nur ein paar
Studien, in denen die Myostatin-Inhibition im Muskel erforscht wurde. Zum Beispiel
wurden 24 Monate alte Mause mit einem neutralisierenden anti-Myostatin Antikorper
fur finf Wochen behandelt, was zu einem 12%igen Anstieg der Muskelmasse fiihrte
[205]. 2015 wurde eine Mausstudie mit einem humanen anti-Myostatin Antikdrper
durchgefihrt, die die vorangegangenen Ergebnisse unterstitzte. Durch die Myostatin-
Hemmung kam es zur einer Erhéhung der Muskelfasergrof3e, Muskelmasse und -kraft.
AuRRerdem verhinderte der Antikérper die Abnahme der Muskelmasse und erhdhte die
Zunahme der Muskelmasse wahrend der Wiederherstellung einer bereits bestehenden
Atrophie [206]. In einer anderen Mausstudie wurde die Funktion von Myostatin in vier
Monate alten Mausen durch eine Tamoxifen induzierte Cre-Rekombinase, die das
gefloxte MSTN-Gen entfernt hatte, gehemmt. Hierbei kam es zu einem Anstieg der
Muskelmasse von 25 % in den drei darauffolgenden Monaten [207]. In einer Myostatin-
Null-Mauslinie (MSTN™), in der Myostatin deletiert wurde, konnte beobachtet werden,
dass die Anzahl an Nervenfasern zunahm sowie die altersbedingte Neurodegeneration
verzogert wurde und es gleichzeitig zu einem Anstieg der Muskelspindeln kam, was die
Anwendung von Myostatin-Inhibitoren fiur die Therapie von neuromuskularen
Erkrankungen interessant machte [208][209]. Schon 2006 konnte in einem SOD1-
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Mausmodell der ALS eine signifikante Zunahme des Korpergewichtes und der
Greifkraft sowie eine erhdhte Muskelgrol3e vorrangig wahrend der frihen ALS-Phase
durch einen neutralisierenden anti-Myostatin-Antikorper (RK35) erreicht werden.
Allerdings konnte weder die Lahmung der Extremitaten verzogert, noch das Uberleben
verlangert oder der Motoneuronen-Verlust verlangsamt werden [210]. Dariber hinaus
scheint Myostatin bei der Entwicklung von Kachexie eine entscheidende Rolle zu
spielen. Eine systemische Uberexpression von Myostatin in adulten M&ausen etwa,
induzierte eine schwere Kachexie mit Muskel- und Fettmassen-Verlust [211]. Auch hier
wurden Studien mit Myostatin-Inhibition erfolgreich durchgefiihrt. So konnte
beispielsweise durch eine genetische Deletion von Myostatin die typische
Skelettmuskelatrophie in einem Mausmodell der Herzinsuffizienz verhindert werden
[212]. Des Weiteren wurde publiziert, dass durch eine RNA antisense Strategie eine
erhdhte Muskelmasse in gesunden adulten Mausen als auch in einem Mausmodell der
Tumorkachexie erreicht werden konnte. Hierbei wurde die mRNA, die zur Synthese
des Myostatin-Proteins dienen sollte, blockiert und inaktiviert, indem eine zur
Myostatin-mRNA komplementére Sequenz verwendet wurde [213].

Die transgene Uberexpression eines bekannten extrazellularen Myostatin-Inhibitors,
Follistatin, forderte eine starke Zunahme der Muskelmasse, sogar hoher als die in der
MSTN”-Maus [200]. Follistatin bindet an Myostatin mit einer hohen Affinitat und
blockiert so die Myostatin-Signalkaskade [214]. Im SOD1-Mausmodel der ALS wurde
durch eine Virus-gekoppelte-Follistatin-Injektion in den Skelettmuskel die Muskelmasse
erhoht und die Muskelkraft verbessert, allerdings ohne positive Effekte auf das
Uberleben. Wurde Follistatin jedoch in das ZNS injiziiert wurde, neben der gesteigerten
Muskelkraft, auch das Leben verlangert [215]. Im AH-130 Yoshida Hepatoma
Tumorkachexie-Rattenmodell konnte 2008 gezeigt werden, dass die Myostatin-
Expression im GC vier Tage nach Tumorgabe erhdht und der Follistatin-Level reduziert
war. Am Tag 7 nach Tumorinokulation zeigten die Tiere jedoch erhodhte Level von
Myostatin und Follistatin [216].

Myostatin bindet an und aktiviert einen Activin Rezeptor 11B (ActRIIB)/Alk-4/5-Komplex
[217]. Es liegt die Vermutung nahe, dass eine Blockade oder Inaktivierung des ActRIIB
die Myostatin-Signalkaskade unterbrechen kann. In der Tat konnte beobachtet werden,
dass eine Zunahme des Muskelwachstums erfolgt, wenn der ActRIIB inaktiviert wird
[200]. Allerdings fiihrte ein knock-down von ActRIIB in Mausen durch komplizierte
Herzfehler direkt zum Tode nach der Geburt [218]. Eine andere ALS-Mausstudie
zeigte, dass die Behandlung mit einer ActRIIB.mFc-Lésung, welche Myostatin
neutralisierte, eine Zunahme des Koérpergewichtes und der Muskelmasse sowie der

Greifkraft bewirkte, aber nicht das Uberleben verlangerte [219]. Interessanterweise
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konnte aber in einem Kachexie-assoziierten Colonkrebs-Mausmodell (C26) durch die
Blockade des ActRIIB-Signalweg das Leben verlangert werden [220]. Eine ebenso
positive Entwicklung nahm die Behandlung mit einem humanen Antikorper (BYM-338),
der gegen ActRIIB gerichtet ist. 2014 konnte mit Hilfe von Mausmodellen gezeigt
werden, dass die Behandlung mit BYM-338 einen Anstieg an Skelettmuskelmasse
bewirkte und auch eine Muskelatrophie verhindert werden konnte [221]. Vor kurzem
wurde mit BYM-338 eine klinische Phase IlI-Studie fir die Behandlung von
kachektischen Lungenkrebs- bzw. Pankreaskrebspatienten beendet [222]. Jedoch
wurden die Ergebnisse bis zum heutigen Tage nicht veroffentlicht.

Durch die Bindung des Myostatins an den ActRIIB kommt es zur Autophosphorylierung
und Aktivierung von TGF-B3-spezifischen Smads 2 und 3, welche mit Smad 4 einen
Komplex formen. Der Smad-2/3/4-Komplex transloziert in den Kern und reguliert dort
die Expression von myogenen Regulationsfaktoren (z.B. MyoD) und Atrophie-
assoziierten Genen [223]. Smad assoziiert mit MyoD und inhibiert deren Wirkung [224],
was darauf hindeutet, dass die Myogenese gehemmt wird. Die Myostatin-
Signalkaskade ist aul3erdem in der Lage die Proteinkinasen B (Akt)-Phosphorylierung
zu inhibieren, was zu einer Beeintrachtigung des hypertrophen Akt-Signalweges fiihrt
[225][226]. Myostatin kann auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors forkhead box
(Fox)-O1 steigern, was eine verstarkte Expression von Atrogenen nach sich zieht

[227]. Abbildung 3 fasst die Myostatin-Signalkaskade zusammen.

MYOSTATIN

pSmad 2/3/4 pAkt
MyoD FoxO1 —1 pFoxO1

J J

Reduzierte Erhohte Proteindegradation durch vermehrte
Myogenese | Transkription von Atrogenen (MAFbx, MuRF1)

4
MUSKELATROPHIE - Kachexie

Abbildung 3: Die Myostatin-Signalkaskade l16st Muskelatrophie aus und induziert Kachexie.




Einleitung 18

1.3.3.2 Akt-Signalkaskade

Neben katabolen Stoffwechselsignalen und -proteinen ist der Anabolismus im
Skelettmuskel ebenso bedeutsam. Hierbei ist der PI3K/Akt-Signalweg einer der
Wichtigsten. Die Aktivierung der PI3K/Akt-Signalkaskade fuhrt nicht nur zur
Proteinsynthese, sondern hemmt auch gleichzeitig die Proteindegradation [228]
(Abbildung 4).

) — (o) — =

VN

|_. ‘ Atrogene UPS Autophagie

N W 4
| Protciensynhese | | Proteindegracation |

Abbildung 4: Akt als zentraler Regulator der Proteinsynthese und -degradation

Die Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges kann die Hemmung von FoxO-
Transkriptionsfaktoren vermitteln, wodurch die Transkription von Atrogenen inhibiert
werden kann [229]. Die FoxO-Familie besteht aus drei Isoformen, FoxO1, FoxO3 und
FoxO4, wobei FoxO1 und FoxO3 bei der Muskelatrophie eine bedeutende Rolle, durch
die Aktivierung vom UPS- [230][231] und Autophagie-Komponenten [232][233],
besitzen. So wiesen FoxOl-transgene Mause deutlich weniger Skelettmuskelmasse
auf [234]. Im Gegensatz dazu konnte ein FoxOl-knockdown die Expression von
Atrogenen, wahrend der Muskelatrophie blockieren [235]. Desweitern ist bekannt, dass
FoxO3 die Proteinneusynthese in adulten Muskeln von Saugetieren reduziert [236]. Im
Zytoplasma aktiviert Aktl die S6-Kinase (S6K1) Uber das mammalian target of
rapamycin (MTOR), was eine erhéhte Proteinsynthese nach sich zieht [237]. mTOR
kann aber auch durch eine adenosine monophosphate-activated protein kinase
(AMPK) inhibiert werden [238], was die Proteinsynthese hemmt. AMPK ist ein
intrazellularer Energiesensor, der energieverbrauchende Vorgange inaktiviert, wenn
das zellulare AMP/ATP-Verhéltnis zunimmt [239]. AMPK wird durch eine
Phosphorylierung am Thr-172 aktiviert [239]. Aktiviertes AMPK bewirkt die Initiation
von katabolen Signhalwegen, die ATP Uber die Fettsdureoxidation, Glukoseaufnahme
oder Glykolyse erzeugen, wahrend es gleichermalRen ATP-verbrauchende Abbauwege
wie die Fettsaure- und Cholesterinbiosynthese deaktiviert [239]. AMPK kann die
transkriptionelle  FoxO3-Aktivitat  stimulieren [240], wohingegen Akt FoxO3

phosphoryliert, was dazu fiuhrt, dass FoxO3 nicht mehr in der Lage ist in den Zellkern
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zu gelangen und die Transkription von Atrogenen oder Autophagiegene zu starten
[241]. Die Aktl-Aktivierung verursacht eine Muskelhypertrophie in transgenen Mausen
[242], wohingegen ein Aktl/Akt2-Doppel-Knockout in M&usen eine Muskelatrophie
hervorruft [243]. Muskelatrophie durch einen reduzierten Akt-Signalweg ausgelost,
wurde auch bei der ALS beobachtet. In G93A-SOD1-Mausen konnte gezeigt werden,
dass der auf das Uberleben positiv wirkende PI3K/Akt-Signalweg herunter reguliert und
der Transkriptionsfaktor FoxO3 stimuliert wird, was die Muskelatrophie fordert [244].
Die Hemmung der Akt-Signalkaskade konnte in Muskelbiopsien von ALS-Patienten
bestatigt werden [245]. AuRerdem wurde im GC im G93A-SOD1-Mausmodell, im
Vergleich zu WT-Mausen, ein signifikant erhéhter mRNA-Level von FoxO3 festgestellt
[246]. In kachektischen Muskeln von Lewis Lung Carcinoma (LLC)-Mausen [247] und
C26-tumortragenden Mausen [248] konnte eine signifikante Hochregulierung von
FoxO1 und FoxO3 gezeigt werden. Die erhéhte FoxO1-Expression konnte ebenfalls in

Skelettmuskeln von kachektischen Krebs-Patienten beobachtet werden [249].

1.3.3.3Ubiquitin-Proteasom-System

Innerhalb der proteolytischen Systeme, die bei der Proteindegradation involviert sind,
ist wohl das UPS das Wichtigste um kurzlebige Proteine abzubauen [197]. Ubiquitin
kommt in allen Zelltypen vor und bis heute konnte freiem Ubiquitin keine biologische
Funktion zugeordnet werden. Ubiquitin entwickelt erst Effekte, wenn es kovalent an
andere Proteine bindet [250]. Bevor die Proteine jedoch abgebaut werden, missen sie
mit Ubiquitinmolekilen markiert werden. Das Substrat-Protein kann mono-ubiquitiniert
oder durch Hinzufigen von weiteren Ubiquitin-Molekulen poly-ubiquitiniert werden.
Mono-ubiquinierte Substrate werden wahrscheinlich in Lysosomen abgebaut [251],
wohingegen die Substrate mit mehreren Ubiquitin-Molektlen durch das Proteasom
degradiert werden [252]. Die Ubiquitinierung lauft in mehreren Stufen ab. Zu Beginn
der Reaktion bindet Ubiquitin an ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1). E1 transferiert
das aktivierte Ubiquitin an ein Ubiquitin-konjugiertes Enzym (E2), gefolgt von einer
Bindung von E2 an eine Ubiquitin-Ligase (E3). Die Ligase erkennt das Substrat und
Ubertragt Ubiquitin an das Zielprotein [253]. AnschlieBend werden die Zielproteine
entfaltet und durch einen ATP-abhangigen Prozess im Proteasom abgebaut [254]. Als
Erstes wurden 2001 zwei muskelspezifische E3 Ubiquitin-Ligasen, muscle atrophy F-
box (MAFbx, atrogin-1) sowie muscle RING finger 1 (MuRF1) beschrieben, die
wahrend der Muskelatrophie signifikant hochreguliert sind [255][256]. MAFbx ist Teil
eines Multiprotein SCF (Skpl, Cullinl und F-box)-Komplexes [256]. MuRF1 besitzt
eine N-terminale RING-Doméne, eine Zinkfinger-Doméne (B-Box), Leucin-reiche
coiled-coil Doméanen und einen sauren C-Terminus [257]. Jedoch fihrte der Verlust

dieser E3-Ligasen nur zu einem teilweisen Schutz gegen Muskelatrophie [255]. Uber
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die Relevanz von MAFbx beim myofibrilliaren Proteinabbau ist wenig bekannt. Bisher
konnte eine Interaktion mit dem myogenen Transkriptionsfaktor MyoD [258] und dem
eukaryontischen Translations-Initiationsfaktor elF3-f [259] nachgewiesen werden, die
beide eine regulatorische Funktion fir die Proteinsynthese besitzen. MuRF1 bindet an
ein myofibrillares Protein Titin [260] sowie an die wohl am meisten vorkommenden
Skelettmuskelproteine myosin heavy chain [261], myosin light chain und myosin-
bindung protein C [262]. 2005 wurde eine andere muskelspezifische Ubiquitin-Ligase
tripartite motif 32 (TRIM32) entdeckt [263]. Es wird vermutet, dass TRIM32, das dicke
myofibrillare Filament sowie Aktin und Dysbindin ubiquitiniert [263]. 2007 wurde dann
ein neues muskelspezifisches F-Box-Protein (FBXO40) [264] gefunden, das die
Ubiquitinierung vom Insulinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1) induziert, wodurch eine negative
Ruckkopplung auf den P3IK/Akt-Signalweg erfolgt [265]. Dartiber hinaus wurde im Jahr
2010 dem TNF-a receptor adaptor protein 6 (TRAF6) als E3-Ubiquitin-Ligase eine
entscheidende Rolle bei der Atrophie zugeschrieben [266]. Einige Jahre spéater kamen
dann zwei neue E3-Ubiquitin-Ligasen, die wie MAFbx zu der Familie des SCF-
Komplexes gehoren, hinzu. Zun&chst wurde 2013 die muscle ubiquitin ligase of the
SCF complex in atrophy-1-Ligase (MUSAL oder auch Fbxo30) beschrieben [267] und
2015 dann Fbxo31 [268], die beide in Muskeln von kachektischen C26-Mausen stark
hochreguliert vorlagen [269]. Der Abbau der Ubiquitin-markierten Proteine erfolgt im
ca. 2,5 MDa groBen 26S-Proteasom. Die 26S-Proteasomen besitzen eine
proteolytische Aktivitat und kommen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern vor
[270]. Sie bestehen aus einem zentralen 20S-Kernkdrper und aus zwei 19S-Einheiten,
die an den Seiten des Kernkomplexes platziert sind [271]. Jede 19S-Einheit besteht
aus einem Deckel und einer Basis, die aus Ribophorin (Rpn)- und regulatory particle
triple ATPase (Rpt)-Proteinen aufgebaut sind. Die Rpn-Proteine erkennen, binden und
entfalten die ubiquitinierten Substrate, wahrend die Rpt-Proteine die notwenige Energie
fur die Entfaltung des Substrats und seine Translokation in den 20S-Kernkomplex
durch ATP-Hydrolyse vermitteln [272]. Der 20S-Komplex besitzt katalytische Funktion
und stellt ein proteolytisch aktives Zentrum in Form eines hohlen Zylinders mit
zahlreichen a- und B-Einheiten dar [273]. Die a-Untereinheiten erfillen hauptséachlich
eine strukturgebende Funktion, wohingegen die B-Untereinheiten die eigentliche
katalytische Funktion durch ihre peptidspaltende Aktivitdt besitzen. Die katalytische
Proteaseaktivitdt wird von B1-, p2-und B5-Einheiten (bernommen, wobei alle B-
Einheiten eine spezifische Spaltungsaktivitat besitzen. 31-Einheiten kdnnen Substrate
an der Carboxylseite von sauren (Peptidyl-Glutamyl-Peptid-Hydrolase Aktivitat, PGPH),
B2-Einheiten basische (Trypsin-ahnliche Aktivitdt) und B5-Einheiten hydrophobe

Aminosauren (Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat) spalten [270]. Die Substrate werden
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zunachst in kurze Peptide geteilt und durch zytoplamatische Proteasen in Aminosauren
zerlegt, wobei die ubrig gebliebenen Ubiquitinmolekile durch
Deubiquitinierungsenzyme freigesetzt werden. In Abbildung 5 wird der gesamte
Vorgang der Ubiquitinierung und der Protein-Degradation im Proteasom

veranschaulicht.
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Abbildung 5: Das Ubiquitin-Proteasom-System

In Zelleinschliissen im Rickenmark von mehreren transgenen SOD1-Mausmodellen
wurden schon haufig Bestandteile des UPS gefunden [274]. Immunhistochemische
Untersuchungen der ALS ergaben einen signifikanten Anstieg von Ubiquitin und
Proteasom-Untereinheiten in Motoneuronen, aber auch in Astrozyten [275]. Es wurde
festgestellt, dass eine Beeintrachtigung des UPS bei ALS vorhanden ist, was die
Ursache und Folge der Proteinaggregate in der Zelle sein kdnnte [276]. Studien der
Skelettmuskeln im G93A-SOD1-Mausmodell konnten zeigen, dass der mRNA-Level
von MAFbx im GC verglichen mit WT-Mausen signifikant erhéht war [277]. In einer
Muskelzelllinie (C2C12) konnte eine signifikante Erhéhung der mRNA-Level von
MAFbx im Vergleich zu scheintransfizierten Zellen festgestellt werden [277]. Der
MuRF1 mRNA-Level war im GC-Muskel im G93A-SOD1-Mausmodell im Vergleich zu
WT-Mausen ebenfalls signifikant erhéht [246]. In kachektischen Tumor-Tiermodellen
konnte ebenfalls eine erhéhte Expression von Ubiquitin und Proteasom Untereinheiten
sowie zusatzlich eine vermehrte Ubiquitinierung festgestellt werden [278][279].
Interessanterweise wurde auch beobachtet, dass die Levels von MAFbx und MuRF1
ebenso in Kachexie-assoziierten Krebsmodellen, wie in AH-130-Tumorratten [280]
sowie im mouse adenocarcinoma of the colon (MAC16)-Mausmodell [281] und in

kachektischen C26-Mausen [282], erhtht waren. Andererseits wurde auch
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beschrieben, dass individuelle Komponenten des UPS unveréndert bzw. sogar
vermindert in kachektischen Krebspatienten vorkamen [283].

1.3.3.4Apoptose

Die Apoptose, oder auch programmierter Zelltod, wurde erstmals 1972 von Kerr et al.
als eine haufig vorkommende Form des Zelltodes beschrieben. Charakterisiert ist sie
durch eine DNA-Degradation, Chromatin-Kondensation, einer Protein-Fragmentierung
sowie einer Auflosung der Kernhllle mit ,Blasenbildung® (engl. blebbing) der
Plasmamembran und anschlieBender Vesikelabschnirung wie auch Schrumpfen der
Zelle [284]. Die zentralen Regulatoren der Apoptose sind die Cystein-Aspartat-
spezifischen Proteasen, die sogenannten Caspasen, welche evolutiondr stark
konserviert und sowohl im Menschen als auch in Insekten, Nematoden und sogar in
SiuRwasserpolypen zu finden sind [285]. Der urspringliche Zusammenhang zwischen
Apoptose und den Caspasen wurde erstmalig 1993 gezeigt [286]. Die Caspasen
lassen sich aufgrund ihrer Struktur und Funktion in ,Initiator‘- (Caspase-2, -8, -9 und -
10) und ,Effektor* (Caspase-3, -6, -7)-Caspasen einteilen [287]. Die Caspasen kénnen
u.a. Uber einen extrinsichen oder intrinsischen Weg aktiviert werden [288]. Der
extrinsische Apoptose-Weg agiert sehr schnell, 1-2 h unter optimalen Bedingungen,
und wird durch die Bindung von Liganden, wie FasL oder TNF sowie tumor necrosis
factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL) an Todesrezeptoren induziert [289].
Diese Rezeptoren aktivieren die Pro-Caspase-8 oder -10, durch die Rekrutierung eines
endogenen Adapters (engl. Fas associated death domain, FADD) [290]. Die
Procaspase-8 bzw. -10 spalten sich und formen die aktiven Caspase-8 bzw. -10, die
dann wiederum die Aktivierung der Caspasen-3 und -7 initileren, was schlussendlich
zum Zelltod fuhrt [291]. Die Caspase-8-Aktivierung kann aber auch durch Inhibitoren,
wie u.a. den zellularen FADD-like interleukin-1-B-converting enzyme inhibitory proteins
(c-FLIPs) [288] und apoptosis repressor with caspase recruitment domain (ARC) [292]
verhindert werden. Der intrinsische oder auch mitochondriale Weg wird durch
Zellstress wie bspw. durch erhohte intrazellulare ROS, Hitze, Strahlung oder DNA-
Schaden induziert. Er wird durch Proteine der Bcl-2 Familie reguliert und kontrolliert,
welche pro-apototische (z.B. Bax, Bak, Bid, Bad) und anti-apoptotische Eigenschaften
(z.B. Bcl-2) besitzen [293]. Die Zellstress-Initiatoren verursachen eine erhohte
mitochondriale Permeabilitat, was zur Freisetzung von Cytochrom c ins Zytoplasma
fuhrt. Cytochrom c, zusammen mit den Adapter-Molekilen apoptotic protease
activating factor 1 (Apaf-1) und Pro-Caspase-9, formt das Apoptosom, welches dann
als Caspase-9-Aktivierungskomplex dient [294]. Caspase-9 kann dann wiederum
Caspase-3, -6, und -7 aktivieren und die Apoptose einleiten. Abbildung 6 fasst die

beschriebenen Apoptose-Wege zusammen.
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Abbildung 6: Extrinsischer und intrinsischer Signaltransduktionsweg der Apoptose

Mehrere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Apoptose-Aktivierung
und der Entstehung von Muskelatrophie unter pathologischen Bedingungen herstellen
[295]. Interessanterweise konnte im G93A-SOD1-Mausmodell der ALS eine erhdhte
Expression und Aktivitat der Caspase-1 und Caspase-3 festgestellt werden [244]. Bei
Kachexie scheint die Induktion der Apoptose ebenso eine entscheidende Rolle zu
spielen [296]. So konnte man den Verlust von Skelettmuskelmasse durch die

Aktivierung mehrerer Caspasen in kachektischen Tumortieren nachweisen [297].

1.3.3.5Autophagie

Autophagie ist ein intrazellularer Mechanismus fur die Degradation von langlebigen
fehlgefalteten Proteinen bis hin zu ganzen Organellen [298]. Die Proteine und
Organellen konnen uber Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie und tber
die Makroautophagie/,Autophagie“, welche den Grof3teil der intrazellularen
Degradation zukommt, vom Zytoplasma zum Lysosom gelangen und degradiert
werden [299]. Eine erhdhte Autohagie beeintrachtigt die Muskelfaser-Homoostase
durch UberméRige Entfernung von zellularen Komponenten, die fir eine normale
Aktivitdt notig sind. Dies kann auch zur Muskelatrophie fihren, wenn eine gesteigerte
katabole Aktivitat Uber l&ngere Zeit anhalt. Eine unzureichende Autophagie hingegen
hat ebenso eine Auswirkung auf die Muskelfaser-Homoostase durch die resultierende
Akkumulation von nicht-degradierten oder beschéadigten Zellbestandteilen. Beide
Mechanismen konnen zu einer strukturellen und funktionellen Beeintrachtigung der
Muskelfasern und letztendlich zur Muskelatrophie fuhren. Die Autophagie verlauft

stufenweise [300], beginnend mit der Bildung einer Isolationsmembran (Phagophore),
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die ein Tell des Zytosols wund/oder Organellen umschliet und ein
Doppelmembranvesikel, das Autophagosom, bildet. Anschlieend fusoniert die dul3ere
Membran des Autophagosoms mit einem Lysosom und bildet das sogenannte
Autolysosom, was zur Freisetzung von den inneren Vesikelbestandteilen ins Lumen
fuhrt. Das eingeschlossene Material wird daraufhin von lysosomalen Enzymen
abgebaut und recycelt (Abbildung 7). Bisher sind mehr als 30 Autophagie-bezogene
(engl. autophagy related, ATG)-Gene bekannt, die die Induktion und Formation des
Autophagosoms regulieren [301]. Die Induktion der Autophagy wird durch die
Umwandlung von Phosphatidylinositol zu Phosphatidylinositol 3-phosphat (PI3P) durch
einen Klasse Il Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) Komplex ausgeldst, was
wiederum zu einer Rekrutierung von weiteren ATGs fihrt, die an der Formation des
Autophagosoms beteiligt sind [302]. Ein Protein, das zum PI3K Komplex gehort, ist
Beclin-1 [303]. Der prazise Mechanismus hinter der Induktion ist jedoch bis heute noch

unklar.

1. Induktion 2. Formation 3. Fusion 4. Degradation
(Beclin-1) (ATG12 & LC3 I/l

Proteine/ ‘
(¢] I :
rganellen O

Isolationsmembran Autophagosom Autolysosom
(Phagophore)

Abbildung 7: Schematischer Ablauf der Autophagie

Studien in Hefen und Saugetieren identifizierten zwei Ubiquitin-ahnliche Proteine, die
bei der Autophagie eine essentielle Rolle spielen. Dabei handelt es sich zum einen um
ATG12 und zum anderen um das microtubule-associated protein 1 light chain 3
(MAP1LC3 oder LC3), die bei der Expansion der Phagophore-Membran bzw. bei der
Formation des Autophagosoms agieren. Fiur die Formation eines Preautophagosoms
ist eine ATG12-Konjugation notwendig. ATG12 wird durch ATG7 (E1-Enzym) aktiviert
und auf ATG10 (E2-Enzym) Ubertragen, was eine Konjugation von ATG12 und ATG5
zur Folge hat. Das ATG12-ATG5-Konjugat interagiert dann mit ATG16L und formt
einen multimeren Komplex, den ATG16L-Komplex, der bei der Bildung der
autophagosomalen Vorstufe beteiligt ist [304]. LC3 wird durch ATG4 am C-Terminus
gespalten, was eine zytosolische Form, das LC3-l, mit einem C-terminalen Glycin-
Rest, erzeugt, der an Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert. LC3-1 wird ebenfalls

durch ATG7 aktiviert und auf ATGS3, ein anderes E2-Enzym, transferiert, was zu einer
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modifizierten lipidierten membrangebundenen Form, das LC3-Il, fuhrt. LC3-1l ist in
Preautophagosomen und Autophagosomen nachweisbar und wird deswegen auch
haufig als autophagosomaler Marker eingesetzt. Nach der Fusion der
Autophagosomen mit den Lysosomen, wird das intra-autophagosomale LC3-Il durch
lysosomale hydrolytische Enzyme abgebaut [305]. Mehrere Studien zeigten, dass
autophagische Prozesse im Skelettmuskel nach oxidativem Stress [306] oder in
Reaktion auf katabole Zustande wie Denervierung [307], induziert wurden. Tatséchlich
wurde eine erhdhte Expression von Autophagie-assoziierten Faktoren, wie Beclin-1
oder LC3, in Muskeln von G93A-SOD1-Mausen nachgewiesen [308]. Autophagie
wurde ebenfalls in Muskeln von kachektischen Tumortieren wie C26-Mausen, AH-130
Yoshida Hepatoma-Ratten und LLC-Tieren, festgestellt [309][310]. Beim Menschen
konnte eine Induktion der Autophagie in Skelettmuskeln von Patienten mit
Speiseréhren-, Magen-Darm- oder Bauchspeicheldriisen-Krebs beobachtet werden
[311].

1.4 Beta-Blocker

Durch Beta (R)-Blocker werden 3-Adrenozeptoren (AR) selektiv blockiert und damit die
Wirkung des sympathischen-adrenergen Systems durch die Hemmung der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin inhibiert. Alle AR gehdéren zu der guanine
nucleotide-binding G protein-coupled receptor (GPCR) Familie [312] und die Bindung
von Katecholaminen oder 3-Agonisten fuhrt normalerweise zur Aktivierung der 3-AR
und anschlieBend zur Umwandlung von ATP zu cAMP durch die Adenylatzyklase und
der Proteinkinase A (PKA). Die nachgeschaltete Signalkaskade reguliert dann den
Energiestoffwechsel [313]. So erfolgt beispielsweise die Kontrolle des taglichen
Energieverbrauchs, Thermogenese, Lipolyse oder Glukoseaufnahme Uber die
Aktivierung des sympathischen-adrenergen Systems [314]. R-AR, zu denen die drei
Subtypen 33, B, und B3 gehdren, regulieren Herzschlag, Atmung und Fettstoffwechsel.
3;-AR beeinflussen die Frequenz, Kontraktilitdét und Erregungsleitung des Herzens und
vermitteln in der Niere die Ausschittung des Enzyms Renin. Durch die Aktivierung der
3,-AR hingegen kommt es zu einer Erschlaffung der glatten Muskulatur vor allem der
Bronchien, der Blutgefdle und des Uterus. Dartber hinaus sind R,-AR auf
Immunzellen im lymphatischen Organen zu finden, wo sie die Freisetzung
verschiedener Zytokine beeinflussen konnen [315]. 3;-AR kommen vor allem im
braunen Fettgewebe vor, weshalb sie auch eine wichtige Rolle bei der Lipolyse und
Thermogenese spielen. Somit stellen 3-AR wichtige Zielorte zur Behandlung von
Erkrankungen wie Bluthochdruck, Asthma und Adipositas dar. Seit einigen Jahren
werden [3-Blocker als eine potentielle anti-kachektische Therapieform postuliert [316].

Retrospektive Studien deuten darauf hin, dass B-Blocker eine positive Wirkung auf das
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Uberleben bei Krebspatienten haben [317]. Interessanterweise konnte in einer weiteren
Studie mit kachektischen Tumortieren gezeigt werden, dass eine R-Blocker-
Behandlung neben der Uberlebenssteigerung, die Kérperzusammensetzung und auch
einige Parameter der Lebensqualitat verbesserte [318]. Es konnten ebenfalls positive
metabolische Effekte nach einer R-Blocker-Behandlung unter kachektischen Zustanden
festgestellt werden, einschlie3lich eines reduzierten REE und einer Inhibition der
Lipolyse, welche zu einer Koérpergewicht-, Fettmassen- und Skelettmuskelmassen-
Zunahme fuhrten [319][320]. Eine Studie ergab, dass 70 % der Gewichtszunahme, die
ein B-Blocker induzieren kann, eine Erhéhung in der Fettgewebsmasse ist [321]. Im
préklinischen Tiermodell konnte ebenfalls die pro-anabole und anti-katabole Wirkung
eines [3-Blockers (Espindolol, MT-102) sowohl auf Muskel- und Fettmasse mit einer
begleitenden Verlangerung des Uberlebens gezeigt werden [322]. Die anti-
kachektische Wirkung von Espindolol auf die Muskel- und Fettmasse konnte in einer
klinischen Studie Phase Il (ACT-ONE) mit kachektischen Krebspatienten verifiziert
werden [323]. Die positiven Ergebnisse von Espindolol zur Behandlung der
Tumorkachexie aus der ACT-ONE Studie werden nun in einer klinischen Phase llI
weiter untersucht. In einigen Studien konnte bisher auch schon gezeigt werden, dass
eine sympathische Uberaktivierung bei der ALS vorliegt [324][325]. Demnach liegt die
Vermutung nahe, dass eine Behandlung mit 3-Blockern einen positiven Effekt auf die
kachektischen Zustdnde bei der ALS hat und hypothetisch die sympathische
Uberaktivierung mindert. Allerdings sind Hirnerkrankungen wie ALS sehr schwer zu
behandeln, weil die Blut-Hirn-Schranke das Gehirn vor fremden Molekilen, welche die
Homodostase des Gehirns und des zentralen Nervensystems stéren kénnten, schitzt.
Daher wurden in dieser Arbeit lipophile R3-Blocker verwendet, die die Blut-Hirn-
Schranke durchdringen kénnen. Dadurch wird eine bessere Behandlung ermdglicht,
die vielleicht auch einen direkten Effekt auf die Motoneuronen-Anzahl besitzt. Es
wurden zum einen Propranolol und Oxprenolol als 3-Blocker-Razemate eingesetzt,
zum anderen aber auch die Enatiomere von Oxprenolol (S- und R-Form), welche eine
unterschiedliche Wirkungsweise aufweisen konnen. Es ist bekannt, dass die beiden
Enantiomere eines chiralen Arzneimittels fast immer eine unterschiedliche
Pharmakologie und -kinetik aufweisen [326]. In diesem Falle ist das S-Enantiomer von
Oxprenolol 10-35 mal aktiver als das R-Enantiomer [327]. Im Allgemeinen sind
Propranolol und Oxprenolol nicht-selektive 3-Blocker mit gleicher Affinitat fur 3;- und
3,-AR, wobei Propranolol der erste synthetisierte eingesetzte 3-Blocker war [328]. Des
Weiteren sind Propranolol und Oxprenolol Antagonisten der Serotonin (5-
Hydroxytryptamin)-Typ 1A-Rezeptoren (5-HT1A) und binden an 5-HT1A-Rezeptoren

im Gehirn [329][330]. Propranolol besitzt keine intrinsische sympathomimetische
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Aktivitat (ISA), d.h. es aktiviert in keiner Weise die 3-AR nach der Bindung [331].
Oxprenolol hingegen besitzt eine ISA und aktiviert zumindest partiell die 3-AR wéahrend
der Blockade [331].

1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es zum einen die Kachexie im G93A-SOD1-Mausmodell der
ALS zu charakterisieren und zum anderen praventive als auch therapeutische
Stellgrof3en zu untersuchen, die die Kachexie bei ALS mindern kdnnen. Im Mittelpunkt
standen dabei phanotypische Parameter wie das Kadrpergewicht, die
Korperzusammensetzung (Fettmasse und fettfreie Masse, Masse des braunen
Fettgewebes) und die Ermittlung der Gewichte von Herz und ausgewéhlten
Skelettmuskeln sowie von neurologischen Krankheitsgraden. Die pharmazeutische
Behandlung mit -Blockern sollte insbesondere den Abbau der Skelettmuskulatur
verhindern und somit das bei der Kachexie und ALS auftretene katabole/anabole
Ungleichgewicht ausgleichen und sich damit positiv auf das Uberleben und die
Lebensqualitdt auswirken. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Teilstudien mit

folgenden Bearbeitungszielen vorgenommen:

(1) Studie zur Charakterisierung der Kachexie im G93A-SOD1-Mausmodell:

¢ Bei dieser Studie erfolgte eine Analyse von Korpergewicht, Fettmasse, fettfreier
Masse sowie Gewicht des Herzens, des braunen Fettgewebes und einiger
Skelettmuskeln zu bestimmten Zeitpunkten ohne pharmazeutische Behandlung
(vor, 10-, 20-, 30-, 41-Tage nach Krankheitsbeginn und zum finalen

Krankheitszustand).

(2) Uberlebensstudie:

e Durch diese Teilstudie wurde der Einfluss der [3-Blocker-Behandlung auf den

Krankheitsverlauf und auf das Uberleben der ALS-M&use untersucht.

(3) Vergleichsstudie:

o Diese Studie diente letztendlich dem Vergleich verschiedener Parameter zu
einem einheitlichen Zeitpunkt mit und ohne R-Blocker-Behandlung. Im Fokus
standen die Analyse des Kdrpergewichtes, der Kérperzusammensetzung und
der Organgewichte (Energiestoffwechsel).

e Des Weiteren wurde der R-Blocker-Behandlungseffekt auf die
Motoneuronendegeneration (Anzahl der Motoneuronen, Inflammation) und der

Muskelatrophie (Proteinstoffwechsel) untersucht.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 1: Reagenzien

Reagenz

Hersteller

2-Solution DAB Kit

Dako®, Hamburg, D

30 % Acrylamid/ Bis Solution, 29:1

Bio-Rad®, Miinchen, D

Albumin Bovine Fraction V Power (BSA)

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Ammoniumpersulfat

SERVA®, Heidelberg, D

Adenosintriphosphat SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D
Bromphenolblau SERVA®, Heidelberg, D
CHAPS SERVA®, Heidelberg, D

Complete™ Mini, Protease Inhibitor
Cocktail

Roche®, Grenzach-Wyhlen, D

Dinatriumhydrogenphosphat

MERCK KGaA®, Darmstadt, D

Dimethylfumarat

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Dimethylsulfoxid Carl Roth®, Karlsruhe, D
Dithiothreitol(1M) SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D
EDTA (0,5M) Carl Roth®, Karlsruhe, D

Entwickler-Lésung

AGFA, Mortsel, Belgien

Ethanol 299,8 %, p.a.

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Ethanol 100 %, 96 % vergallt

Herbeta, Berlin, D

Eosin (1 %)

Waldeck GmbH & Co.KG, Munster, D

Fixierer-L6sung

AGFA, Mortsel, Belgien

37 % Formaldehyd

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Gentra Puregene Mouse Tail Kit

QIAGEN®, Venlo, Niederlande

Glycerol Carl Roth®, Karlsruhe, D
Glycin SERVA®, Heidelberg, D
Guanidinhydrochlorid AppliChem® GmbH, Darmstadt, D

HEPES (1M; pH 7,5)

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA

IGEPAL® CA-630

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Isopropanol

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Kaliumchlorid

MERCK KGaA®, Darmstadt, D

Kaliumdihydrogenphosphat

MERCK KGaA®, Darmstadt, D

3-Mercaptoethanol

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Magnesiumchloridhexahydrat

MERCK KgaA®, Darmstadt, D

Mayer’s Hamalaun

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Methanol

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Natriumchlorid

SERVA®, Miinchen, D

Natriumhydroxid (1N)

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Neo-Mount® (wasserfreies Eindeckmedium)

MERCK KgaA®, Darmstadt, D

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladd.

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA
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Paraffin Typ 6 und Typ 9

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA

Phosphatase Inhibitor (p2850)

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA

1,2 % gesattigte wassrige
Pikrinsaurelésung

AppliChem® GmbH, Darmstadt, D

Protease Inhibitor (p8340)

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Maxima Power SYBR Green PCR
Mastermix

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA

Quick Start " Bradford Dye Reagent, 1x

Bio-Rad®, Miinchen, D

Quick Start ™ BSA (2mg/ml)

Bio-Rad®, Miinchen, D

Ricinus Communis Agglutinin |
(biotinyliertes Lectin)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Reinstwasser

MERCK KgaA®, Darmstadt, D

Salzséaure (1N)

Carl Roth®, Karlsruhe, D

SDS-Pellets SERVA®, Heidelberg, D
Sucrose SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D
TEMED SERVA®, Heidelberg, D
TRIS SERVA®, Heidelberg, D
TRIS-HCL Carl Roth®, Karlsruhe, D
Tween®-20 SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Vectastain®-ABC Peroxidase Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Xylolersatz Neo-Clear®

MERCK KgaA®, Darmstadt, D

Zitronensaure

Carl Roth®, Karlsruhe, D

2.1.2 Gerate und Materialien
Tabelle 2: Gerate und Materialien

Gerat/Material

Hersteller

Adhesive PCR Film

peglab Biotechnology GmbH®, Erlangen, D

Amersham Hyperfilm™ ECL

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Deckglaser

Menzel-Glaser®, Braunschweig, D

Dispergiergeréat

POLYTRON®, Kinematica, Inc, Bohemia,
USA

Echo MRI-100 (Body Composition
Analyzer)

Echo Medical Systems, Houston, Texas,
USA

Einbettautomat EC 350-1/EC 350-2

Microm International GmbH, Walldorf, D

Einbettkassetten fir Biopsien

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Entwicklermaschine Curix60

AGFA, Mortsel, Belgien

Extra Thick Western Blot Paper

Thermo Scientific®, Massachusetts, USA

Fotokassette BAS 2325

Fujifilm, Tokio, Japan

Gewebezerkleinerer

Charité Werkstatt, Berlin, D

iCycler IQ Bio-Rad®, Miinchen, D

Immobilon®-FL PVDF Membran MERCK KgaA®, Darmstadt, D
Laborwaage Ohaus Corporation, Pine Brook, NY, USA
Luminex Luminex® Corporation', Austin, USA
Magnetruhrer IKA® Werke GmbH & Co.KG, Staufen, D

Mikroplatten Spektrophotometer
xMark™

Bio-Rad®, Miinchen, D

Mikroskop BZ 9000

Keyence®, Neu-Isenburg, D
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Minishaker

IKA® Werke GmbH & Co.KG, Staufen, D

NanoDrop ND-2000

peglab Biotechnology GmbH®, Erlangen, D

Objekttrager Superfrost Plus

VWR®, Darmstadt, D

Odyssey Fluorescent Imaging Systems

LI-COR® Biotechnology, Nebraska, USA

pH-Meter

HANNA instruments®, Kehl am Rhein, D

Pipettierhilfe Rota-Filler 3000®

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Plattformschuttler Unimax 1010

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, D

Power Supply Pegpower 300

peglab Biotechnology GmbH®, Erlangen, D

Préazisionswaage CP225D

Sartorius® AG, Géttingen, D

Real-Time PCR System
(Stratagene Mx 3000P)

Agilent Technologies®, Santa Clara, USA

Rotationsmikrotom HM 325

Microm International GmbH, Walldorf, D

Shandon Citadel Tissue Processor
1000

Thermo Electron Corporation,
Massachusetts, USA

Single use animal feeding needle

Fine Science Tools®, Heidelberg, D

Sonifizierer HD 2070 MS 72

BANDELIN SONOPLUS?®, Berlin, D

Spritzen (1 ml)

BD Plastipak™, B. Braun, Melsungen, D

Standard 96 Well Plate durchsichtig

SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Standard 96 Well PCR Plate
durchsichtig

peglab Biotechnology GmbH®, Erlangen, D

Standard 96 Well PCR Plate schwarz

BERTHOLD Technologies GmbH & Co.KG,
Wildbad, D

Thermocycler

Biometra GmbH, Géttingen, D

Thermomixer comfort

Eppendorf®, Hamburg, D

Tierfutter (ssniff R/M-H)

ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, D

Tischzentifuge SD 220 VAC

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell

Bio-Rad®, Miinchen, D

Trockenofen INCO2

Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach, D

Twinkle-Fluorometer

BERTHOLD Technologies GmbH & Co.KG,
Wildbad, D

Twin-Plate Wide Format

Carl Roth®, Karlsruhe, D

Ultra-Turrax

IKA® erke GmbH & Co.KG, Staufen, D

Wasserbad Stork Tronic

Mikrotome GmbH, Wiesmoor, D

Zentrifuge 5804R

Eppendorf®, Hamburg, D

2.1.3 Tiere
Tabelle 3: Mausstamme
Tierstamm Geschlecht Alter/Gewicht bei Hersteller
Zucht bzw. Versuch
SJL Maus- ca. 14 Wochen, The Jackson
Zuchtmannchen @269 Laboratory, Bar
Harbor, USA
C57Bl/6 Maus- ca. 14 Wochen, The Jackson

Zuchtweibchen

@269

Laboratory, Bar
Harbor, USA
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B6.Cg-Tg Transgene Maus- 60 Tage, ¥ 22 g The Jackson

(SOD1*G93A)1Gur/J Mannchen fur Laboratory, Bar

die Zucht Harbor, USA

2.1.4 Medikamente

Tabelle 4: Medikamente

Medikament Hersteller

Isofluran Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, D

Oxprenolol Peakdale Molecular Ltd., Chapel-en-le-Frith, UK

Propranolol SIGMA-ALDRICH®, Miinchen, D

Riluzol (Handelsname Rilutek®) Sanofi aventis, Frankfurt, D

R-Oxprenolol Peakdale Molecular Ltd., Chapel-en-le-Frith, UK

S-Oxprenolol Peakdale Molecular Ltd., Chapel-en-le-Frith, UK

2.1.5 LoOsungen

Tabelle 5: Losungen

Ldsung

Zusammensetzung

Antikoérper-Abldse-Puffer (pH 7,5)

6M Guanidinhydrochlorid ; 0,2 % (v/v)
IGEPAL® CA-630; 0,1M R-ME; 20mM
Tris/HCI

Blockpuffer (WB)

5 % (W/v) BSA/TBST

Caspase-Lysispuffer

100mM HEPES (pH 7,5); 10 % (w/v)
Sucrose; 0,1 % (v/v) IGEPAL® CA-630;
10mM DTT; 1 Tablette Complete Mini

Caspase-Aktivitatsmessungspuffer

100mM HEPES (pH 7,5); 10 % (w/v)
Sucrose; 0,1 % (w/v) CHAPS; 2 % (v/v)
DMSO; 10mM DTT; 50uM fluorogenes
Caspase-Substrat; + 100uM Caspase-
Inhibitor

Elektrophoresepuffer (WB, 10x)

250mM Tris/HCI (pH 8,3); 2,5M Glycin;
1 % (w/v) SDS

PBS (1x)

137mM NacCl; 2,7mM KCI; 10mM Na,HPOy,;
1,76mM KH,PO, (pH 7,3)

Proteasom-Lysispuffer

10mM Tris (pH 7,5); 1mM EDTA; 2mM
ATP; 20 % (v/v) Glycerin; 4mM DTT

Proteasom-Aktivitatsmessungspuffer

50mM Tris (pH 8,0); 0,5mM EDTA;
40uM fluorogenes Proteasom-Substrat; +
40uM MG-132

Sammelgelpuffer (4x)

0,5M Tris /HCI (pH 6,8)

SDS-Probenpuffer (6x)

4x Trenngelpuffer, 30 % (v/v) Glycerol,
10 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) B-ME; 0,024 %
(w/v) Bromphenolblau

TBS (10x) 0,2M Tris (pH 7,6); 0,74M NacCl
TBST (1x) 1x TBS (pH 7,6); 0,1 % (v/v) Tween®-20

. 0 ® -
TBSN (1x) 1x TBS (pH 7,6); 0,05 % (v/v) IGEPAL™ CA

630
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Transfer-Puffer (WB, 4x) 0,1M Tris; 0,74M Glycin
100ml 4x Transferpuffer; 200ml Methanol,
Transfer-Puffer (WB, 1x) 300ml dH,0
Trenngelpuffer (4x) 1,5M Tris/HCI (pH 8,8)
Zamboni-Fixierlésung 1x PBS (pH 7,3); 15 % (v/v) wassrige
Pikrinsaurelésung; 2 % (v/v) Formaldehyd
Zitronenséaure-Lésung 10mM (pH 6,0)

2.1.6 Fluorogene Substrate und ihre Inhibitoren

Tabelle 6: Substrate und ihre Inhibitoren

Substrat Inhibitor Zielmolekdl Hersteller

Ac-DEVD-AMC Ac-DEVD-CHO Caspase-3 Enzo® Life Sciences,
Lorrach, D

Ac-VEID-AMC Ac-VEID-CHO Caspase-6 Enzo® Life Sciences,
Lorrach, D

Bz-VGR-AMC MG-132 UPS Enzo® Life Sciences,
Lorrach, D

LLVY-AMC MG-132 UPS Enzo® Life Sciences,
Lorrach, D

ZLLE-AMC MG-132 UPS Enzo® Life Sciences,
Lorrach, D

2.1.7 Antikdrper

Tabelle 7: Primarantikorper

Primé&rantikorper Verdinnung Anwendung Hersteller
a-Activin Receptor 1:1000 WB Abcam®, Cambridge, UK
Type |IB (ActRIIB)
a-Akt 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-pAkt (Serd73) 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-pAkt (Thr308) 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-AMPKa (23A3) 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-pAMPKa (Thr172) 1:1000 wWB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-ATG12 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-Beclin-1 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-Procaspase 3 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-ChAT 1:50 MK Santa Cruz Biotechnologies®,
Heidelberg, D

a-Follistatin 1:400 WB Abcam®, Cambridge, UK
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a-Fox01 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-pFox01 (Ser319) 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-Fox03a (75D8) 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-pFox03a (Ser253) 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-GAPDH 1:12000 wB SIGMA-ALDRICH®, Miinchen,
D
a-GFAP 1:500 MK Dako®, Hamburg, D
a-LC3 11/ 1:1000 wWB Novus® Biologicals, Littleton,
USA
a-Mafbx (E-14) 1:200 WB Santa Cruz Biotechnologies®,
Heidelberg, D
a-MURF1 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
a-Myostatin/GDF-8 1:1000 wWB R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, D
a-pSmad2/3 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
(Serd465/467) Boston, USA
a-Ubiquitin 1:1000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
WB=Western Blot; MK=Mikroskopie
Tabelle 8: Sekundarantikdrper
Sekundarantikorper Verdiinnung Anwendung Hersteller
Anti-Kaninchen 1gG 1:5000 WB Cell Signaling Technology®,
(HRP) Boston, USA
Anti-Maus IgG (HRP) 1:5000 WB Cell Signaling Technology®,
Boston, USA
Anti-Ziege 1gG (HRP) 1:5000 WB Abcam®, Cambridge, UK
IRDye 680 RD Ziege 1:10000 WB LI-COR® Biotechnology,
anti-Kaninchen 1gG Nebraska, USA
(H+L)
IRDye 800 CW Esel 1:10000 WB LI-COR® Biotechnology,
anti-Ziege 1gG (H+L) Nebraska, USA
IRDye 800 CW Ziege 1:10000 WB LI-COR® Biotechnology,
anti-Maus IgG (H+L) Nebraska, USA
Ziege anti-Kaninchen 1:100 MK Dako®, Hamburg, D

IgG (biotinyliert)

WB=Western Blot; MK=Mikroskopie
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2.1.8 Computerprogramme

Tabelle 9: Computerprogramme

Programm Anwendung Hersteller

GraphPad Prism 5.0 Statistikauswertung Graph Pad Software

ImageJ WB National Institute of Health

Mendeley Literaturverwaltung Mendeley, New York, USA

Microwin 2000 Fluoreszenzmessung BERTHOLD Technologies GmbH &
Co. KG, Wildbad, D

MxPro QPCR RT-PCR Programm Agilent Technologies®, Santa Clara,
USA

NCBI Literaturrecherche www.ncbi.nlm.nih.gov/

XPONENT Erfassen und Analyse Luminex® Corporation™, Austin, USA

von Luminex®200™
Daten
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperiment

In dieser Arbeit wurden verschiedene Studien zur Untersuchung der Effekte
pharmakologischer Interventionen auf die Muskelatrophie im Mausmodell der ALS
durchgefihrt. Zum Anfang wurde eine Studie zur Charakterisierung des
Krankheitsverlaufes der ALS und der Kachexie im G93A-SOD1-Mausmodell
vorgenommen. AnschlieRend wurde das Uberleben der Mause nach Behandlung mit
verschiedenen Pharmazeutika analysiert. In einer anderen Studie wurden die Tiere bis
zu einem definierten Endpunkt mit den verschiedenen Pharmazeutika behandelt und
dann euthanasiert, sodass eine experimentelle Vergleichbarkeit der verschiedenen
Behandlungsgruppen gewahrleistet wurde.

2.2.1.1Verwendete Mausestamme

2.2.1.1.1 Das G93A-SOD1-Mausmodell

Fur die Experimente wurde der transgene Mausstamm B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J
von der Firma The Jackson Laboratories (JAX) aus den USA verwendet. Dieses
Mausmodell wurde 1994 von Gurney et al. [31] auf Grundlage von Rosen et al. [6]
entwickelt, der als Erster berichtet hatte, dass Mutationen im Cu/Zn-SOD1-Gen fir ~20
% der fALS verantwortlich sind. Die G93A-SOD1-Maus tragt eine mutierte Form des
humanen SOD1-Gens, das durch den endogenen humanen SOD1-Promoter
angetrieben wird. Hierbei liegt ein einziger Aminosaureaustausch von Glycin zu Alanin
am Codon 93 vor. Hemizygote transgene Mause weisen einen &hnlichen Phéanotyp zu
ALS Patienten auf, der sich in einer Lahmung in einem oder beiden Hinterbeinen,
aufgrund des Verlustes von Motoneuronen im lumbalen Rickenmark, &ufRert. Der
Krankheitsbeginn der G93A-SOD1-Maus zeigt sich nach 70-90 Tagen nach Geburt
und die durchschnittliche Lebenserwartung liegt bei ca. 130 Tagen nach Geburt der
Tiere [332]. Zu beachten ist, dass die Weibchen mit ~133 Uberlebenstagen 5 Tage
langer leben als die Mannchen (~128 Tage) [332][333]. Um den Krankheitsbeginn und
das Fortschreiten der Krankheit zu beurteilen, wurden vom Hersteller der G93A-SOD1-
Maus (PRIZEALIFE und ,The Jackson Laboratory®) bestimmte internationale
Arbeitsanweisungen, sogenannte Standard Operating Procedures (SOPs) festgelegt
[334]. Diese SOPs beschreiben die verschiedenen Stufen des Krankheitsverlaufes
(Tabelle 10).
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Tabelle 10: Einordnung des Krankheitsverlaufes durch Ermittlung des neurologischen Zustands
nach Angaben von ,The Jackson Laboratory®[334]

Stufe Beschreibung

0 Volle Streckung der Hinterbeine weg von der lateralen Kdrpermitte zwei- bis
dreimal in Folge fur zwei Sekunden, wenn die Maus am Schwanz
hochgezogen wird.

1 Die Beine zittern und/oder die Beine sind nicht weg von der lateralen
Kdrpermitte gestreckt.

2 Die Zehen des Tieres klappen zweimal, wahrend des Laufens uber eine 30
cm lange Strecke unter oder der Ful3 schleift Uber die Tischoberflache.

3 Die Maus zeigt eine starre Ldhmung oder minimale Bewegung des Ful3es
und das Bein wird nicht mehr zur Fortbewegung genutzt.

4 Die Maus kann sich nicht mehr von alleine, nach 30 Sekunden auf der Seite

liegend, aufrichten.

Fur die Ermittlung der einzelnen Stufen wurde die Beweglichkeit jedes Hinterbeines
einzeln beurteilt. Anfanglich wurden die Tiere am Schwanz hoch gehoben, wahrend sie
sich mit den Vorderbeinen am Kafiggitter festhielten. Bei der Stufe 0 (keine
Krankheitssymptome) mussten die Hinterbeine dreimal in Folge 2-3 Sekunden, ohne
Zu zittern, gestreckt sein. Als Anzeichen fur die friilhe Phase der Krankheit wurde das
nicht mehr Durchstrecken kénnen bzw. auch Zittern der Hinterbeine angesehen (Stufe
1). Fur die Ermittlung der nachsten Stufen mussten die Tiere Uber eine 30 cm lange
Strecke laufen (Lockung mit Haus). Dabei wurden die Hinterbeine der Tiere auf beiden
Seiten genau beobachtet. Wenn die Zehen zweimal unter den Ful3 klappten oder ein
FuR Uber den Boden geschliffen wurde, war bereits die Stufe 2 erreicht. Dem Tier
wurde zu diesem Zeitpunkt Feuchtfutter (Normalfutter mit Wasser und Gelatine
gemischt) in den Kafig gelegt, um ausreichende Futter- und Wasseraufnahme zu
gewahrleisten. Stufe 3 war vorhanden, wenn eine Lahmung des Beines eingetreten
war. Das Hinterbein wurde dann nicht mehr zur Fortbewegung benutzt. Ab diesem
Zeitpunkt wurde ein Test durchgefuhrt, ob die Tiere noch fahig sind, sich zum Futter
und Wasser zu bewegen. Daflr wurden die Tiere auf die Seite gelegt und wenn das
Tier innerhalb von 30 Sekunden nicht mehr fahig war von alleine aufzustehen, wurde
das Experiment abgebrochen und das Tier euthanasiert (Stufe 4=Abbruchkriterium).

Zur Verdeutlichung der verschiedenen Stufen wurden Fotos angefertigt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bildliche Darstellung der neurologischen Bewertung des Krankheitszustandes

2.2.1.1.2 Weitere verwendete Mausstdmme
Fur die Erhaltungszucht wurden die Mausstdmme SJL (Mé&nnchen) und C57BI/6

(Weibchen) von der Firma The Jackson Laboratories eingesetzt.

2.2.1.2Zucht

Fur die Erhaltung der G93A-SOD1-Tiere wurden WT-Weibchen mit C57BI/6
Hintergrund mit mannlichen SJL-M&ausen gezuchtet. AnschlieBend wurden transgene
SOD1-Mannchen mit den vorher geziichteten WT-Weibchen (C57BI/6 Hintergrund)
verpaart (Abbildung 9). Dafur wurden jeweils zwei Weibchen mit einem Mannchen in
einem Zuchtkéafig gehalten. Die B6SJL-Tg(SOD1*G93A)-Nachkommen wurden nach
Schwanz- bzw. Ohrbiopsie mittels gPCR genotypisiert (siehe Abschnitt 2.2.2.1.3),
wobei die Tiere mit hoher Anzahl an SOD1-Kopien fir die Studien verwendet wurden.
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C57BI/6 Q

@ BesIL-FL X B6SJL-Tg (SOD1*G93A) ('

l

B6SJL-Tg (SOD1*G93A)

Abbildung 9: Zuchtschema fur die Erhaltung der G93A-SOD1-Méause

2.2.1.3 Haltungsbedingungen

Alle Tierexperimente fanden im spezifisch pathogenfreien (SPF)-Bereich der
Tierhaltung im Center for Cardiovascular Research (CCR) der Charité
Universitatsmedizin Berlin statt. Die Tierexperimente wurden mit Genehmigung durch
das Landesamt fiur Gesundheit und Soziales (LAGeSo) unter den Anzeigenummern A
0264/10 und A 0338/11 und stets gemald den Tierschutzrichtlinien durchgefuhrt. Die
Mause wurden in Makrolon-Standardkafigen des Typs Il gehalten, wobei die Kéfige
individuell ventiliert wurden und somit eine eigene Hygieneeinheit bildeten. Als
Anreicherung der sozialen Umgebung wurden die Tiere in geschlechtsspezifischen
Gruppen gehalten und bekamen ein Hauschen oder eine Kunststoffréhre als
Ruckzugsort sowie Nestbaumaterial. Die Tiere unterlagen einen 12 Stunden Hell-
Dunkel-Rhythmus und die Raumtemperatur (RT) lag konstant um 22°C wahrend die
Luftfeuchtigkeit 40 % betrug. Futter und Wasser konnten die Tiere ad libitum zu sich
nehmen. Zeigten die Tiere erste Anzeichen einer Ld&hmung an einem Hinterbein,
wurden einige Futterpellets in den Ké&fig gelegt. Wenn beide Hinterbeine geldhmt
waren, wurde zusétzlich Feuchtfutter mit Gelatine in den Kafig gegeben. Der
Gesundheitszustand der Tiere wurde anhand der Empfehlungen der Gesellschaft fir
Versuchstierkunde - Society for Laboratory Animal Science (GV-SOLAS) und der The
Jackson Laboratory-Richtlinien zweimal am Tag kontrolliert. Das Tier wurde
euthanasiert, wenn es das Experiment erforderte oder ein erhebliches Leiden zu
erkennen war. In der Uberlebensstudie wurde ab neurologischer Stufe 3 ein Test
durchgefuhrt, um den Abbruch zu definieren. Bei diesem Test wurden die Tiere auf die
Seite gelegt und mussten innerhalb von 30 Sekunden wieder von alleine aufstehen.

Taten sie das nicht, wurde das Experiment abgebrochen und die Tiere euthanasiert.
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Wiesen die Tiere aul3erhalb der Versuchsreihe Apathie auf, wurden sie ebenfalls

euthanasiert.

2.2.1.4 Studiendesign

Fur die phéanotypische Charakterisierung des Krankheitsverlaufes der ALS,
insbesonders der Kachexie, wurden Tiere ohne Behandlung zu bestimmten
Zeitpunkten euthanasiert (Verlaufsstudie). Es wurden Tiere vor dem Krankheitsbeginn
(n=9), 10 Tage (n=10), 20 Tage (n=10), 30 Tage (n=11) und 41 Tage (n=20) nach
Krankheitsbeginn sowie bis zum Erreichen des Abbruchkriteriums (n=20) beziiglich
ihres Korpergewichtes, Fettmasse und fettfreien Masse untersucht. Des Weiteren
wurde das Gewicht des Herzens, des braunen Fettgewebes und einiger
Skelettmuskeln bestimmt und verglichen.

In einer anderen Studie (Abbildung 10) wurde das Uberleben der SOD1-Tiere mit
Behandlung verschiedener Pharmazeutika bestimmt (Uberlebensstudie). Ab einem
Alter von 60 Tagen wurden die Tiere wdchentlich gewogen und deren
Kdrperzusammensetzung per NMR gemessen. Aul3erdem wurde das Fortschreiten der
Krankheit mittels neurologischen Tests bestimmt. Zeigten die Tiere erste Anzeichen
der Krankheit durch Lahmungserscheinungen (Stufe 1) oder Gewichtsverlust (Verlust
von 0,1 g) wurde die Behandlung mit den Pharmazeutika per Gavage begonnen. Das
Auftreten der ersten Symptome wird in dieser Arbeit als Erstsymptomatik definiert. Ab
Erstsymptomatik wurden die Tiere jeden zweiten Tag gewogen, der neurologische
Zustand bestimmt und der Anteil an Korperfett sowie der fettfreien Masse mittels NMR
ermittelt. Hatten die Tiere das Abbruchkriterium erreicht (Stufe 4), wurden sie
euthanasiert. AnschlieRend erfolgte die Blut- und Gewebe-/Organentnahme. Der
Zeitraum von Erstsymptomatik/Erstbehandlung bis zum Erreichen des Endpunktes
(Stufe 4) wurde als Uberleben definiert. AuBerdem wurde das Uberleben von Geburt
ebenfalls ermittelt. Die Uberlebensanalyse der Tiere wurde mit einer Kaplan-Meier-
Kurve durchgefihrt.

In einer parallelen Studie wurden Tiere bis zu einem definierten Zeitpunkt behandelt
und anschlieRend euthanasiert (Vergleichsstudie). Dadurch sollte fir spéatere Analysen
eine Vergleichbarkeit erzeugt werden. Fir dieses Experiment wurden nur die
Behandlungsgruppen verwendet, die einen positiven Effekt auf das Uberleben der
G93A-SOD1-Mause zeigten. Der definierte Endpunkt ergab sich aus der medianen
Uberlebenszeit der kombinierten Placebo-Gruppen aus der Uberlebensstudie. Die
Méause wurden 41 Tage nach Erstsymptomatik euthanasiert. Das entspricht ungeféahr
einem Alter von 120 Tagen (Abbildung 10 griiner Stern). Zur zuséatzlichen Kontrolle
wurden WT-Mause (Alter: 120 Tage) mit gleichem genetischen Hintergrund (B6SJL),
wie die G93A-SOD1-Mause, mitgefuhrt. Nach der Euthanasie wurde den Tieren Blut
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abgenommen und verschiedene Gewebe/Organe entnommen. Es handelte sich um
randomisierte kontrollierte Studien, bei denen die Behandlung verblindet durchgefiihrt
wurde.

G93A-SOD1-Mausmodell mit B6SJL Hintergrund

0 10 20 30 41 final
Verlaufsstudie | Tage nach Erstsymptomatik | | | | | I

| Gewicht/NMR/Euthanasie/Blut- und Organentnahme |

| Erste klinische Anzeichen (Erstsymptomatik) |

Euthanasie
Blut- und Organentnahme

|Uberlebensstudie| | Vergleichsstudie | l

Alter [Tage] I I {1\\\7

60 90 120 150

| Gewicht/NMR/neurologischer Test |
—

Abbildung 10: Studiendesign. In der Verlaufsstudie wurden die Tiere ohne Behandlung zu
bestimmten Zeitpunkten charakterisiert. In der Uberlebensstudie wurden das Gewicht und die
Kdrperzusammensetzung wdchentlich vom 60. Lebenstag an und ab Krankheitsbeginn jeden
zweiten Tag ermittelt. Der Krankheitszustand wurde per neurologischen Test wdchentlich im
Alter von 60 Tagen und ab Krankheitsbeginn jeden Tag gemessen. Die Behandlung der Tiere
erfolgte nach Zeigen der ersten klinischen Anzeichen (Erstsymptomatik) der ALS. Grliner Stern:
Euthanasie-Zeitpunkt fur die Vergleichsstudie.

2.2.1.5Medikamente und Gruppeneinteilung

Fur die Untersuchung des medikamentdsen Einflusses auf die Muskelatrophie und
Kachexie im G93A-SOD1-Mausmodell wurden verschiedene (-Blocker genutzt
(Tabelle 11).

Tabelle 11: Verwendete Pharmazeutika, deren Wirkung und eingesetzte Dosen

Behandlung Wirkung Dosis Hersteller
[mg/kg/d]
Oxprenolol nichtselektiver [3-Blocker 10 Peakdale Molecular
(Razemat aus R- und mit ISA Ltd., Chapel-en-le-
S-Oxprenolol) Frith, UK
Propranolol nichtselektiver 3-Blocker 10 SIGMA-ALDRICH®,
ohne ISA Minchen, D
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Riluzol Natriumkanal-Blocker 30 Sanofi aventis,
(Handelsname (Abschwéachung der Frankfurt, D
Rilutek®) Wirkung des
Neurotransmitters
Glutamat)
R-Oxprenolol nichtselektiver [3-Blocker 10 Peakdale Molecular
(Enantiomer von mit ISA 20 Ltd., Chapel-en-le-
Oxprenolol) Frith, UK
S-Oxprenolol nichtselektiver 3-Blocker 10 Peakdale Molecular
(Enantiomer von mit ISA 20 Ltd., Chapel-en-le-
Oxprenolol) Frith, UK

Wiesen die Tiere erste Anzeichen der Krankheit auf, wurden lhnen téglich die
Medikamente per Gavage verabreicht. Als Kontrollgruppen dienten mit
Leitungswasser-behandelte Tiere (Placebos) sowie eine Gruppe, die das bisher einzig
zugelassene Medikament fiir die ALS erhielt (Rilutek®). Die Einteilung und Anzahl der
Tiere in die verschiedenen Gruppen und die Verteilung dieser in den Projekten wird in
Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Gruppeneinteilung der Tiere in den Studien

Behandlung Dosis Uberlebensstudie Vergleichsstudie
[mg/kg/d] [Anzahl der Tiere] [Anzahl der Tiere]
gesamt Mannchen Weibchen gesamt Mannchen  Weibchen
Oxprenolol 10 28 13 15 - - -
Placebo - 45 20 25 21 14 8
Propranolol 10 28 14 14 - - -
Rilutek® 30 28 13 15 24 13 11
R-Oxprenolol 10 29 14 15 - - -
20 30 15 15 29 14 15
S-Oxprenolol 10 45 20 25 16 7 9
20 28 14 14 26 12 14

2.2.1.6 Gewichtsermittlung
Die Gewichtsanalyse der Versuchstiere wurde immer zum gleichen Zeitpunkt des
Tages durchgefuhrt. Dazu wurden die Tiere in einen Behalter auf eine

Prézisionswaage gesetzt und das Gewicht dokumentiert.
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2.2.1.7 Ermittlung der Kdrperzusammensetzung
Die Korperzusammensetzung wurde mit Hilfe Kan_bri_erM

. E——
des Gerates Echo MRI-100 gemessen. Uber :
dieses Nuclear Magnetic Resonance (NMR)-
Verfahren (Kernspinresonanzspektroskopie)
wurde das Korperfett, die fettfreie Masse und

der Wassergehalt der Tiere bestimmt. Der

groRe Vorteil dieses Systems war, dass die
Korperzusammensetzung der Tiere ohne deren
Betdubung gemessen  werden  konnte.
AulRerdem bietet dieses System kurze

Zykluszeiten, sodass die Tiere nur einem sehr

geringen Stress ausgesetzt waren. Zuerst
erfolgte die Kalibrierung des Systems mit einer
Ol-Probe. AnschlieRend wurden die Tiere so in
einer Réhre platziert, dass sie sich nicht mehr
bewegen konnten. Die ROhre, samt Maus,

wurde dann in das Echo MRI-100 eingefuhrt,
wobei die anschlieBende Messung 2 min _ )

_ Abbildung 11: Versuchskomponenten
dauerte  (Versuchskomponenten  fir  die |y dgie Messung der Korper-
Messung der Kérperzusammensetzung mittels | Zusammensetzung mittels Echo MRI-

. . 100 (NMR)
NMR siehe Abbildung 11).

2.2.1.8 Tétung und Organentnahme

Es wurden fur die Projekte (Verlauf, Uberleben, Vergleich) Tiere ohne
Krankheitssymptome, mit Krankheitsbeginn +10 Tage, +20 Tage, +30 Tage, +41 Tage
und in der finalen Phase euthanasiert. Nach der Tétung wurde den Tieren zunachst
einige Milliliter Blut aus dem Herzen entnommen und mit EDTA versetzt. Das Blut
wurde bei 3000xg fur 10 min und bei 4°C zentrifugiert und die obere wassrige Phase,
das Plasma, bei -80°C gelagert. Nach der Blutabnahme wurden folgende Gewebe bzw.
Organe entnommen: Gehirn, Wirbelsdule mit Riickenmark, Herz, BAT sowie beidseitig
die Skelettmuskeln an den Hinterbeinen (GC, TA, EDL und Soleus). Die entnommenen

Organe wurden gewogen und bei -80°C gelagert bzw. fur die Histologie vorbereitet.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Fur die Genotypisierung der G93A-SOD1-Tiere wurde zunachst DNA aus einem
kleinen Mausschwanz- bzw. Ohrenstick isoliert. AnschlieBend wurde die DNA-
Konzentration bestimmt und eine quantitative Polymerase-Kettenreaktion (engl.
polymerase chain reaction, gPCR) durchgefihrt.

2.2.2.1.1 DNA-Isolation von Mausschwanz- bzw. Ohrbiopsien

Um die DNA-Isolation fUr die Genotypisierung der Tiere durchzufiihren, wurde Ihnen
19-21 Tage nach ihrer Geburt ein ca. 3 mm langes Stiick der Schwanzspitze oder ein
Stiick vom Ohr, dass durch die Ohrmarkierung der Tiere entstand, entfernt. Die DNA
wurde nach Anleitung eines DNA-Isolations-Kits (Gentra Puregene Mouse Tail Kit,
Quiagen) isoliert und anschlielBend quantifiziert.

2.2.2.1.2 Quantifizierung von DNA

Die Quantifizierung der isolierten DNA wurde mittels NanoDrop™-Spektrophotometer
vorgenommen. Hierbei wurde 1 ul der DNA verwendet, wobei die Konzentration der
DNA durch eine Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm bestimmt wurde. Das
Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm zeigt die Reinheit der DNA an. Es
wurde darauf geachtet, dass das Verhaltnis immer bei ~1,8 lag, weil dieser Wert im
Allgemeinen eine ,reine“ DNA angibt, d.h. nahezu ohne Verunreinigungen durch RNA

vorliegt.

2.2.2.1.3 gqPCR

Die gPCR beruht auf dem Prinzip einer normalen Polymerase-Kettenreaktion mit dem
Unterschied, dass eine Quantifizierung vorgenommen werden kann. Fur die gPCR
wurde ein Maxima Power SYBR Green PCR Mastermix (Thermo Scientific) verwendet.
Dieser Mastermix enthélt bereits eine Hot Start Tag DNA-Polymerase, dNTPs, einen
optimierten PCR-Puffer und SYBR Green |, welches ein Fluoreszenzfarbstoff ist.
Demnach musste nur noch das DNA Template und die Primer (Tabelle 13) zum PCR-
Ansatz (25 pl) hinzugefugt werden (Tabelle 14). AufRerdem wurde als transgene
Positivkontrolle eine bekannte high copy control und als transgene Negativkontrolle
eine bekannte low copy control verwendet. Die Intensitat des fluoreszierenden Signals
ist zu der Anzahl der gebildeten doppelstrangigen DNA proportional. Fir die
Quantifizierung wurde mittels der MxPro QPCR Software von jeder Probe der cycle
treshhold (C-Wert) der Fluoreszenzkurve ermittelt. Der C-Wert zeigt den Zeitpunkt an,
wo das Fluoreszenzsignal gerade exponentiell Gber den Hintergrundwert steigt. Aus

der Subtraktion der Ci-Werte der internen Kontrolle und der des Transgenes bzw. der
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high oder low copy control ergibt sich der sogenannte delta Ci-Wert. Die delta C-
Werte, der zu prufenden DNA-Proben, wurden mit den high bzw. low copy control-
Werten verglichen. Lagen die Werte im Bereich oder unter der low copy control-Grenze
stand fest, dass das Tier wenige Kopien des G93A-SOD1-Transgens tragt. Im
Umkehrschluss hatte ein Tier hohe Kopien vom Transgen, wenn der Wert Im Bereich
des high copy control-Wertes lag.

Tabelle 13: Primersequenzen fir die Genotypisierung

Primer Forward Sequenz 5 >3 Reverse Sequenz 523’

Interne CACGTGGGCTCCAGCATT TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG
Positivkontrolle

Transgen GGGAAGCTGTTGTCCCAAG CAAGGGGAGGTAAAAGAGAGC
G93A-SOD1

Tabelle 14: Protokoll fiir den Ansatz einer gPCR fir die Genotypisierung

Reagenz Endkonzentration im Volumen
Ansatz [ul]
2x Maxima SYBR Green qPCR Mastermix 1x 12,5
Primer forward 0,25 uM 0,625
Primer reverse 0,25 uM 0,625
DNA 10 ng 2
Nukleasefreies Wasser - ad 25 ul

Jeder Ansatz wurde mit einem speziellen Programm (Tabelle 15) und in Triplikaten

amplifiziert.

Tabelle 15: Programm fur die G93A-SOD1-gPCR

Schritt Temperatur Zeit Bemerkung

Initiale Denaturierung 95 °C 10 min  dsDNA->ssDNA
Denaturierung 95 °C 15s

Annealing 57 °C 30s } 40 Zyklen

Elongation 72 °C 30s

Erstellung einer Schmelzkurve 95 °C 10s  Qualitative Untersuchung

des PCR-Produktes

2.2.3 Proteinbiochemie

2.2.3.1 Proteinextraktion aus Gewebe

Fur die Untersuchung der Proteasom- und Caspase-Aktivitat sowie fur die Analyse der
Proteinexpression wurden die zu untersuchenden Gewebe zun&chst im gefrorenen
Zustand pulverisiert und anschlielBend mit Lysis-Puffern mittels einem Dispergiergeréat

homogenisiert. Die Proteine wurden stets bei 4°C extrahiert.
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2.2.3.2 Extraktion fur Proteasom-Aktivitats-Analyse

Fur die Extraktion wurden 50 mg Gewebepulver mit 200 pl gekihltem Proteasom-
Lysispuffer versehen und fir 2 min auf Eis mit einem Dispergiergerat homogenisiert.
AnschlieBend wurde die Dispersion fur 20 s sonifiziert. Danach wurden die Lysate bei
13000xg fur 15 min und 4°C zentrifugiert mit anschlieBender Wiederholung der
Ultraschallbehandlung des Uberstandes und darauffolgender Zentrifugation. Fur die
Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde ein Teil des Uberstandes bei -20°C
aufbewahrt. Der restliche Uberstand wurde bis zur Messung der Proteasom-Aktivitat

bei -80°C gelagert.

2.2.3.3 Extraktion fir Caspase-Aktivitats-Analyse

50 mg Gewebepulver wurde mit 150 pl Caspase-Lysispuffer gemischt und dispergiert.
Die Homogenate wurden anschlie@end dreimal abwechselnd in Flissigstickstoff
getaucht und dann bei 36°C im Thermomixer kurz aufgetaut. Danach erfolgte eine
Zentrifugation bei 20000xg fiir 30 min und 4°C. Der Uberstand wurde anschlieRend
erneut bei 20000xg fur 20 min und 4°C zentrifugiert. Ein Teil des erneut
abgenommenen Uberstandes wurde bis zur Bestimmung des Proteingehaltes bei -
20°C eingefroren. Der Rest des Uberstandes wurde bis zur Bestimmung der Caspase-
Aktivitat bei -80°C aufbewabhrt.

2.2.3.4 Quantifizierung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte mit dem 1x Quick
Start™ Bradford Dye Reagent, welches an die Proteine bindet. Dafiir wurden 5 pl einer
1:20 verdunnter Proteinprobe mit 250 pl Bradford-Reagenz gemischt. Die Proben-
Platte wurde fur mindestens 5 min im Dunkeln bei RT inkubiert und anschlielend
wurde die OD bei einer Wellenlange von 595 nm ermittelt. Die OD nimmt proportional
zur Proteinmenge im Zelllysat zu. Ein Kontrollwert mit jeweiligem Lysepuffer ohne
Proteinprobe wurde mitgefiihrt und fir die Zuordnung der Proteinkonzentration wurden

BSA-Standards verwendet.

2.2.3.5Ubiquitin-Proteasom-Aktivitats-Analyse

Um die proteolytische Aktivitat des UPS zu bestimmen, wurden fluorogene Substrate
verwendet, die die Chymotrypsin-&hnliche, Trypsin-dhnliche und Peptidyl-Glutamyl-
hydrolysierende Aktivitdat der Proteasom-Untereinheiten zeigen (Zuordnung der
Substrate siehe Tabelle 16). Fur die Messung wurden 100 pg Protein mit 40 pM
fluorogenem Substrat (7-amino-4-methylcoumarin, AMC) gekoppelt und einem
TrislEDTA-Reaktionspuffer mit und ohne eines Proteasominhibitors (MG132, 40 uM)
gemischt. Die Fluoreszenz der Ansatze, die durch die Spaltung des Substrates vom

Proteasom entsteht und wodurch das fluorogene AMC freigesetzt wird, wurde
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anschlie3end in schwarzen Reaktionsplatten fir 30 min bei 37°C und 360ex/460em nm
in einem Fluorometer ermittelt. Von den Messwerten ohne Inhibitor wurden die
Messwerte mit Inhibitor subtrahiert, um die tatsdchliche Menge der Fluoreszenz zu
erhalten. Die entstandene Fluoreszenz wurde mittels eines AMC-Standards verglichen,
wobei die Fluoreszenz die Proteasomaktivitat widerspiegelt, die in nmol/mg Protein/min
angegeben wird.

Tabelle 16: Substrate zur Ermittlung der proteolytischen Aktivitat im Ubiquitin-Proteasom-
System

fluorogenes Aktivitat Spaltungsziele
Substrat
LLVY-AMC Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat hydrophobe Aminosauren
Bz-VGR-AMC Trypsin-dhnliche Aktivitat basische Aminosauren
ZLLE-AMC Peptidyl-Glutamyl-Peptid- saure Aminosauren
Hydrolase Aktivitat

2.2.3.6 Caspase-Aktivitats-Analyse

Fur die Untersuchung der Apoptose wurden zwei fluorogene Substrate (AMC
gekoppelt) reprasentativ fir die Caspase-3- und Caspase-6-Aktivitat genutzt. Um die
Caspase-Aktivitat zu ermitteln wurden 100 pg Protein mit dem Caspase-
Reaktionspuffer (inklusive 2 % DMSO und 10 mM DTT) sowie mit 50 uM fluorogenen
Substrat mit und ohne Substrat-Inhibitor (100 uM) gemischt und die Fluoreszenz fir 1
h bei 37°C in einem Fluorometer bei einem Wellenlangenverhaltnis von
360ex/460em nm bestimmt. Mittels Vergleich der Fluoreszenz von parallel bestimmten
AMC Standards wurde die Caspase-Aktivitat in nmol/mg Protein/min angegeben

werden.

2.2.3.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. SDS-PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE kodnnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden. Aufgrund der begrenzten Anzahl an Gewebeproben wurden fiir die SDS-
PAGE, mit anschlieRendem Immunnachweis, die Proteinlysate von der Extraktion fir
die UPS- und Caspase-Analysen genutzt. Additiv wurden Phosphatase- und Protease-
Inhibitoren hinzugefigt. Aulerdem wurden die Proben mit 6x Laemmli-Puffer versehen
und far 5 min bei 95°C denaturiert. Fir die SDS-PAGE wurden 8-15%ige Trenngele
und 5%ige Sammelgele verwendet, wobei ca. 10 pug Protein fur die Untersuchung
eingesetzt wurde (Gelzusammensetzung siehe Tabelle 17). Die Elektrophorese wurde
zunachst fir 30 min bei 40 V, danach bei 90 V, mit Verwendung eines

Proteinstandards, in einem Tris/Glycin-Laufpuffer bei 4°C durchgefihrt.
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Tabelle 17: Zusammensetzung Trenngel/Sammelgel, 20 ml fir 2 Gele (20 x 10 cm)

Bestandteil Trenngel Sammelgel
[Endkonzentration] [Endkonzentration]
Bidest. add. add.
30 % Polyacrylamid 8-15% 5%
1,5M Tris pH 8,8 0,375 M -
0,5 M Tris pH 6,8 - 0,125 M
10 % SDS 0,1% 0,1%
10 % APS 0,05 % 0,05 %
TEMED 0,15 % 0,15 %

2.2.3.8 Western Blot

In dieser Arbeit wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran mit der Methode ,Semi-
Dry-Blotting“ transferiert. Als Erstes wurden das Gel sowie vier Lagen extra dickes
Western Blot-Papier fir 10 min in Transferpuffer equilibriert und die PVDF-Membran
fur 30 s in Methanol aktiviert. AnschlieBend wurde auch die aktivierte PVDF-Membran
im Transferpuffer fir 8 Minuten inkubiert. Auf die Anodenseite des Transferapparates
wurden zwei Lagen Western Blot-Papier folgend von dem Gel, der Membran sowie
abschlielend von zwei Lagen Western Blot-Papier luftblasenfrei aufeinander gelegt.
Danach wurde die Transferapparatur mit einem Kathodendeckel verschlossen und der
Transfer wurde UGN bei 8V und 4°C durchgefuhrt. Nach dem Transfer wurde die
Membran UN bei 4°C oder 3 h bei RT in 5 % BSA/TBST inkubiert, um unspezifische
Bindungen der Antikoérper zu vermeiden. AnschlieBend erfolgte der Immunnachweis

der Proteine mit spezifischen Antikdrpern.

2.2.3.9Immunnachweis von Proteinen

Die geblockte Membran wurde tber Nacht bei 4°C mit einem Primarantikérper, der in
5 % BSA/TBST geldst war, unter leichtem Schutteln inkubiert. Danach wurde die
Membran 3x 10 min mit 1x TBST gewaschen und der Sekundarantikdrper, zuvor
1:10000 in 5 % BSA/TBST verdiinnt, auf die Membran gegeben und 1,5 h bei RT
geschdttelt. Anschlielend wurde die Membran wieder 3x 10 min gewaschen und auf
einen Odyssey Scanner gelegt und die Fluoreszenz wurde bei einer spezifischen
Wellenlange (a-Kaninchen bei 700 nm, a-Maus bei 800 nm) gemessen. Alternativ
wurde die Membran mit einem 1:5000 verdinnten HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper fur 1,5 h bei RT inkubiert und anschlieRend ebenfalls 3x fir 10 min
mit 1x TBST gewaschen sowie mit einem ECL-Substrat (1:1 Mischung mit Peroxide
Solution und Luminol Enhancer Solution) versehen und darauffolgend wurden die
Proteine in einer Entwicklermaschine detektiert. Die erhaltenen Proteinbanden wurden

mit dem Programm ImageJ quantifiziert und als relative Proteinexpression in arbitrary
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units (au) angegeben. Die Normalisierung der Proteine erfolgte mit dem
Referenzprotein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

2.2.3.10 Antikorper-Ablosung

Fur die Antikorper-Ablésung von der Membran wurde ein 6M Guanidinhydrochlorid-
Puffer benutzt [335]. Die Prozedur ist abhéngig von der Starke der Bindung des
Primarantikérpers an das Protein. Daher wurde jedes Ablosen der Antikdrper
spezifisch getestet, d.h. wie lange es dauerte die Antikorper vollstandig vom Protein
auf der Membran zu l6sen. Im Allgemeinen wurde die Membran mit dem Abldse-Puffer
unter dem Abzug bei RT geschittelt (2x 5 min) und danach 4x 10 min mit 1x TBSN
gewaschen. Dann wurde die Membran erneut mit dem spezifischen
Sekundarantikorper versehen und danach erfolgte die Detektion der Proteine wie unter
Punkt 2.2.3.9 beschrieben. War das Abldsen erfolgreich, waren keine Proteinbanden
bzw. kein Signal mehr auf der Membran zu erkennen. Die Membran wurde dann 3x 10
min mit 1x TBST gewaschen und UN bei 4°C oder 3 h bei RT mit 5 % BSA/TBST

inkubiert, bevor der neue Priméarantikdrper auf die Membran aufgebracht wurde.

2.2.3.11 Messung von Inflammationsparametern

Die Analyse einiger Inflammationsparameter im Blutplasma wurde mit Hilfe eines
+Milliplex Mouse Cytokine Kits“ durchgefuhrt. Hierbei kdnnen Proteine in einem
geringen Probenvolumen mittels Antikorper-gekoppelten- und Fluoreszenz-markierten
Beads quantifiziert werden. Das Blutplasma wurde in diesem Experiment unverdinnt
mit den Antikorper Beads und nach einigen Waschschritten mit Biotin-markierten
Sekundarantikérpern sowie anschlieBend mit Streptavidin-Phycoerythrin inkubiert.
Neben den Plasmaproben wurden Standards mit bekannter Konzentration und
qualitative  Kontrollen eingesetzt. Im Luminex 200™ wurden dann die
Fluoreszenzfarbstoffe auf den Beads durch Laser angeregt, identifiziert und mittels
internen Programms XPONENT quantifiziert. Folgende Cytokin-Konzentrationen,
angegeben in pg/ml, wurden ermittelt: IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10 und TNF-a. Lagen
die Werte unter dem niedrigsten Standard, wurden sie durch das verwendete

Programm automatisch extrapoliert.

2.2.3.12 Histologie

Fur die histologischen Untersuchungen wurden die Skelettmuskeln und das Gehirn
nach der Entnahme zunéchst UN in 4 % Formaldehyd/PBS bei 4°C fixiert. Die
Wirbelsédule mit dem enthaltenen Rickenmark wurde im Zamboni-Fixierpuffer bei 4°C
UN inkubiert. Danach wurden die Gewebe in 70 % Ethanol Uberfiihrt und bei RT
gelagert. Im Anschluss wurden die Gewebeproben in einem Einbettcenter weiter

verarbeitet. Es erfolgte die Entwasserung der Gewebe mit einer ansteigenden



Methoden 49

Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 %), die Uberfiihrung in einen Xylolersatzstoff
(Neo-Clear®) mit anschlieBender Inkubation in 60°C heiRem Paraffin. Die Proben
wurden dann in Ausgussformen positioniert und mit Paraffin eingebettet und auf einer
Kihlplatte ausgekuhlt. Danach erfolgte die Anfertigung von 5 pm starken
Gewebeschnitten mit einem Mikrotom, wobei die Schnitte auf Objekttrager gebracht
und fir 2 h bei 60°C aufbewahrt wurden, um die Anheftung der Gewebe an den
Objekttrager zu gewdhrleisten. Im Anschluss konnten die Objekte bis zur Farbung bei
RT gelagert werden. Fiir jede Farbung wurden die Proben zunachst in Neo-Clear®
entparaffiniert und mit einer absteigenden Alkoholreihe (2x 100 %, 2x 96 %, 2x 70 %)

rehydriert sowie anschlieend in Bidest. kurz gewaschen.

2.2.3.12.1Hamatoxylin Eosin Farbung

Die Hamatoxylin Eosin (HE) Farbung diente als Standardfarbung fur die Untersuchung
des Muskelfaserquerschnittes. Nach der Entparaffinierung und Rehydration wurden die
Skelettmuskeln mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Die Objekttrager wurden fur 5 min
in Mayers Hamatoxylin inkubiert und anschlieBend 5 min unter flieBendem
Leitungswasser gespult. Daraufhin erfolgte die Farbung fir 5 min mit 1 % Eosin-
Ldsung. Des Weiteren wurden die Objekte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (1x 70
%, 2x 96 %, 2x 100 %) inkubiert, in Neo-Clear® entfettet, mit Neo-Mount® eingedeckt

sowie mit einem Deckglas verschlossen.

2.2.3.12.2Vorbereitung der histologischen Riuckenmark- und Gehirnschnitte

Fur die Ermittlung der Anzahl an Motoneuronen und Gliazellen wurden Rickenmark-
und Gehirn-Schnitte angefertigt. Die Wirbelsdule wurde zunachst in Thorax- und
Lendenwirbel-Region getrennt und UGN in Zamboni-Lésung fixiert. Dann wurde sie in
70 % Ethanol so lange gewaschen bis die Zamboni-Lésung vollstandig entfernt war.
AnschlieRend wurde die Lendenwirbelsaule vorsichtig vom Fleisch und Knochen
befreit, bis das Rickenmark erschien. Fir die Analysen wurde der L1-L2 Abschnitt der

Lendenwirbelsdule benutzt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Sektion des Rickenmarks der lumbalen Wirbelsdule (A) und skizzierter
Querschnitt des Rickenmarks (RM)

Die histologischen Untersuchungen im Gehirn wurden im priméaren Motorcortex
durchgefuhrt. Der primare Motorcortex dient der Ausfihrung des motorischen
Programms. Bei der ALS ist diese motorische Aktivitat gestort. Mit Hilfe eines Maus-
Gehirnatlas [336] wurde die richtige Position des primaren Motorcortex ermittelt. Fir
jede Auszadhlung wurde immer eine gleichgrof3e Flache gewahlt (Abbildung 13 roter
Bereich).
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Abbildung 13: Querschnitt eines Mausgehirns aus dem Maus-Gehirnatlas nach Franklin und
Paxinos [336]. Rot umrandeter Bereich im priméaren Motorcortex (M1) diente fur die Zahlung
von Motoneuronen und Gliazellen.
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2.2.3.12.3Detektion von Motoneuronen und Gliazellen

Die Detektion von Motoneuronen und Astrozyten (Makrogliazellen) erfolgte in dieser
Arbeit mit einer immunhistologischen Farbung. Bei einer immunhistologischen Féarbung
konnen spezifische Proteine bzw. Strukturen mit Hilfe von Antikdrpern und der
Kopplung einer Detektionsldsung gezeigt werden. Die Anzahl der Motoneuronen wurde
vom Vorder- als auch Hinterhorn der grauen Substanz und die Anzahl der Gliazellen
von der weiRen und grauen Substanz einer Halfte des Rickenmarks bestimmt. Zum
einen wurde ein spezifischer Antikérper, der die Cholin Acetyltransferase (ChAT) zeigt,
verwendet. ChAT synthetisiert Acetylcholin in cholinerge Motoneuronen [337]. Daher
gilt a-ChAT als spezifischer Motoneuronenmarker. Zum anderen wurde ein
spezifischer Antikbrper gegen das Saure Gliafaserprotein (engl. glial fibrillary acidic
protein, GFAP) benutzt, das Uberwiegend als Intermediarfilament-Bestandteil im
Zytoplasma von Astrozyten vorkommt [338]. Des Weiteren ist bekannt, dass GFAP
vermehrt in reaktiven Astrozyten vorkommt [339]. Daher gilt a-GFAP als spezifischer
Marker fur Astrozyten.

Fir die Detektion von ChAT und GFAP wurden die Praparate mit Neo-Clear®
entparaffiniert (3x 5 min) und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2x 100 %, 2x 96 %,
1x 70 %) rehydriert und anschlieBend in Bidest. gewaschen sowie 10 min in
vorgewarmter Zitronensaure (pH 6,0) inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation in
Peroxidase Blocking Ldsung mit anschlieBendem 3x Waschen in 1x PBS. Daraufhin
wurden die Objekte fir 1 h mit dem primaren Antikorper in einer Feuchtekammer
inkubiert und dann wieder 3x mit 1x PBS gewaschen. Danach erfolgte eine 30-minttige
Inkubation mit einem biotinyliertem sekundaren Antikorper (a-Kaninchen). Nachdem
die Praparate in 1x PBS gewaschen wurden, wurden sie fir 30 min mit einer ABC-
Peroxidase Losung behandelt. Es entstand ein Avidin-Biotin-Complex (ABC), der
anschliel3end mit einer DAB-L6sung zur Detektion von ChAT und GFAP fiihrte. Nach
erneutem Waschen wurden die Praparate mit Hamatoxylin gegengefarbt und mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Neo-Mount® sowie einem Deckglas
versehen.

Neben den Makrogliazellen (Astrozyten) wurden auch Mikrogliazellen untersucht. Fir
die Detektion der Mikrogliazellen wurde eine alt bewéhrte Methode angewendet, wobei
ein biotinyliertes Lectin Ricinius Communis Agglitinin | (RCA-1) verwendet wurde [340].
Wie bereits oben beschrieben wurden die Praparate erst mit Neo-Clear® entparaffiniert
(3x 5 min) und mit einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (2x 100 %, 2x 96 %, 1x
70 %). Anschlielend wurden die Objekte 2x mit 1x TBST gewaschen und 10 min in
einer Peroxidase-Ldsung (0,03 % Wasserstoffperoxid) inkubiert. Der Waschvorgang
wurde wiederholt und die Préparate in Serum (1 % BSA/PBS) inkubiert. Nach
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wiederholtem Waschen wurde das biotinylierte Lectin RCA-1 auf die Proben gegeben
und far 1 h in einer Feuchtekammer bei RT belassen. AnschlieRend erfolgte die
Detektion nach der ABC-Methode (siehe oben) und das Gegenfarben mit Hamatoxylin
sowie das AbschlieRen der Objekte mit Neo-Mount®.

2.2.3.12.4Mikroskopie und Auswertung

Von den gefarbten Schnitten wurden mit dem BZ-9000 Mikroskop von Keyence Bilder
aufgenommen und die zugehdrige Software wurde fir die Analyse verwendet.

Der Muskelfaserquerschnitt wurde von den aufgenommenen HE-gefarbten Praparaten
bei einer 20-fachen VergroRerung ermittelt. Dabei wurde immer der gré3te Querschnitt,
der orthogonal auf dem absolut groften Querschnitt steht, bestimmt. So konnten
verschiedene Orientierungsmdglichkeiten (gerade und schiefe Schnitte) der
Muskelfasern vereinheitlicht werden. Um eine méglichst genaue Messung zu erhalten,
wurden auflerdem mindestens 100 Fasern je Muskelpraparat vermessen [341]. Des
Weiteren wurde der Anteil an unterschiedlich groRen Muskelfasern ermittelt.

Die gefarbten Gehirn- und Rickenmarks-Schnitte wurden mit einer 10-fachen
VergroRerung aufgenommen und die Anzahl der Motoneuronen und Gliazellen mithilfe

der Software bestimmt.

2.2.4 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad PRISM 5.0
verwendet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (engl.
standard error of the mean, SEM) angegeben. Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant
angesehen. Das Uberleben der Tiere wurde in einer Uberlebenskurve nach Kaplan
Meier zusammengefasst und mittels Cox-Regression ausgewertet. Mit dem
Kolmogorov Smirnov Test wurden die Ergebnisse auf Normalverteilung getestet, wobei
normalverteilte Daten mit ANOVA gefolgt von Student T-Test und nicht normalverteilte

Daten mit Kruskal-Wallace und Mann Whitney U-Test analysiert wurden.
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3 ERGEBNISSE
Als Erstes wurde in dieser Arbeit das G93A-SOD1-Mausmodell in Hinsicht auf

Korpergewicht, Korperzusammensetzung und Muskelgewichte in Abhangigkeit zum
Krankheitsverlauf charakterisiert (Verlaufsstudie). Im Anschluss wurden Effekte einer
3-Blocker-Behandlung auf die Krankheitsentwicklung, das Koérpergewicht, die
Korperzusammensetzung sowie auf die Muskelgewichte und der Einfluss auf das
Uberleben untersucht (Uberlebensstudie). AuRerdem wurde eine Studie durchgefiihrt,
in der die Versuchstiere zu einem definierten Zeitpunkt euthanasiert wurden, um den
Behandlungseinfluss besser vergleichen zu konnen (Vergleichsstudie). In der
Vergleichsstudie wurde analysiert, ob die Behandlung einen Einfluss auf das
Korpergewicht, die Korperzusammensetzung sowie auf die Skelettmuskelmasse
nimmt. Des Weiteren wurde in diesem Zusammenhang die Atrophie im Skelettmuskel
GC naher untersucht. Dabei wurden Komponenten des UPS, der Apoptose, der
Autophagie und Inflammation untersucht. Weiterhin wurde mit Hilfe mikroskopischer
Untersuchungen ermittelt, ob die Behandlung eine Wirkung auf die

Motoneuronenanzahl im primaren Motorcortex und im lumbalen Rickenmark zeigt.

3.1 Verlaufsstudie - Phanotypische Charakterisierung der ALS/Kachexie
Fur die phanotypsiche Charakterisierung der ALS und der Kachexie im G93A-SOD1-
Mausmodell wurden die Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten (vor der ALS, 10-, 20-,
30-, 41-Tage nach Erstsymptomatik, final) hinsichtlich der Veranderung ihres
Korpergewichtes, ihrer Korperzusammensetzung (Fett, fettfreie Masse) und der
Gewichte ihrer Skelettmuskeln, sowie des BAT und des Herzens untersucht. Es
werden die Gewichtsdaten am Ende der Studie sowie die Veranderung (A) der

Gewichte, d.h. der Unterschied des Endgewichtes zum Ausgangsgewicht dargestellt.

3.1.1 Korpergewicht, Kérperzusammensetzung und Muskelgewichte
Zu Beginn der Verlaufsstudie (Basis) waren das Korpergewicht, die Fettmasse und die

fettfreie Masse der ALS-Tiere bei allen Gruppen gleich (Tabelle 18).

Tabelle 18: Kérpergewicht, Fettmasse und fettfreie Masse zu Beginn der Verlaufsstudie (Basis).
Angaben als Mittelwert + SEM.

Tage nach 0 10 20 30 41 final
Erstsymptomatik
Tiere [n] 57 27 27 29 16 26
Basis-Korpergewicht [g]  23,8+0,5 23,2+0,6 22,4+0,5 23,4+0,7 23,3%0,9 23,9+0,6
Basis-Fettmasse [g] 2,3+0,1 2,3%0,1 2,4+0,2 2,2+0,1 2,1+0,2 2,9+0,2

Basis-fettfreie Masse [g] 18,9+0,4 18,5+0,5 17,9+0,4 18,9+0,6 18,8+0,9 18,9+0,5
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Die ALS-Tiere haben von Tag 0 bis 20 Tage nach Erstsymptomatik an Korpergewicht
zugenommen (Abbildung 14A). Das Kdrpergewicht der Tiere am Tag 0 stieg um 3,8 %
bis zum Zeitpunkt 20 Tage nach Erstsymptomatik (Abbildung 14B). Die ALS-Mé&use
verloren ab 30 Tage nach Erstsymptomatik bis zum Erreichen des finalen Zustands
stetig an Korpergewicht. ALS-Tiere 41 Tage nach Erstsymptomatik wiesen eine
signifkante Reduzierung des Korpergewichtes, im Vergleich zum Ausgangsgewicht, auf
(Abbildung 14B, p=0,0154 41 Tage vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik). Diese Tiere
verloren 4,9 % lhres anfanglichen Koérpergewichtes (Abbildung 14B). ALS-Tiere im
finalen Zustand haben bis zum Ende der Studie signifikant an Koérpergewicht verloren
(Abbildung 14A, p<0,0001, final vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik). Das
Anfangsgewicht der ALS-Tiere hat sich bis zum finalen Zustand signifikant um 23,4 %

reduziert (Abbildung 14B, p=0,0007, final vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik).

(A) Kérpergewicht am Ende der Studie [g] (B) A Korpergewicht [g]
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Abbildung 14: Koérpergewicht in der Verlaufsstudie. (A) Koérpergewicht [g] am Ende der Studie
und (B) Veradnderung (A) des Kérpergewichtes [g]. Angaben als Mittelwert + SEM. Bei Graph
(B) ist die Anderung des Koérpergewichtes im Vergleich zum Ausgangsgewicht in % angegeben.
*: p<0,05, ***: p<0,001 vs. ALS-Tiere 0 Tage nach Erstsymptomatik.

Neben dem Korpergewicht wurde die Korperzusammensetzung der ALS-Tiere
untersucht. Der Fettanteil der Tiere vor Erstsymptomatik bis 10 Tage nach
Erstsymptomatik reduzierte sich bis zum Ende der Studie (Abbildung 15A). Tiere vor
der Erstsymptomatik verloren 26,7 % ihrer Ausgangsfettmasse (Abbildung 15B). Die
Fettmasse der Tiere aus der Gruppe 20 Tage nach Erstsymptomatik war am Ende der
Studie erhoht (Abbildung 15A). Sie nahmen 21,7 % an Fettmasse zu (Abbildung 15B).
Tiere ab 30 Tage nach Erstsymptomatik zeigten im Vergleich zu den Tieren, die noch
keine ALS-Symptomatik aufwiesen, eine signifikante Fettmassenreduktion am Ende
der Studie (Abbildung 15A, 30 Tage nach Erstsymptomatik: p=0,0172, 41 Tage nach
Erstsymptomatik: p=0,0348, final: p<0,0001, alle vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik).
Die Tiere aus der Gruppe 30 Tage nach Erstsymptomatik verloren 10,5 % ihres

Ausgangsgewichtes und Tiere 41 Tage nach Erstsymptomatik 7,4 % ihres
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Anfanggewichtes (Abbildung 15B). Tiere im finalen Zustand verloren 65,8 % ihrer
Fettmasse zu Beginn der Studie (Abbildung 15B). Die Gruppen 10-, 20-, 30-, und 41-
Tage nach Erstsymptomatik verloren signifikant weniger Fettmasse als die Tiere ohne
Erstsymptomatik, was kontrovers erscheint (Abbildung 15B). Es konnte aber sein, dass
die Tiere ohne Erstsymptomatik aktiver waren als die anderen Gruppen mit
Erstsymptomatik und deshalb mehr Ausgangsfettmasse verloren haben. Jedoch
reduzierte sich die Anderung der Fettmasse der Tiere im finalen Zustand, im Vergleich
zu den Tieren ohne Erstsymptomatik, signifikant (Abbildung 15B: p=0,0051, final vs. O

Tage nach Erstsymptomatik).
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Abbildung 15: Fettmasse in der Verlaufsstudie. (A) Fettmasse [g] am Ende der Studie und (B)
Veranderung (A) der Fettmasse. Angaben als Mittelwert + SEM. Bei Graph (B) ist die Anderung
der Fettmasse im Vergleich zur Anfangsfettmasse in % angegeben. *: p<0,05, **: p<0,01, ***
p<0,001 vs. ALS-Tiere 0 Tage nach Erstsymptomatik.

Die fettfreie Masse, d.h. die Muskelmasse sowie die Masse der Organe, wurde
ebenfalls bestimmt. Bis 20 Tage nach Erstsymptomatik wurde eine Steigerung der
fettfreien Masse am Ende der Studie beobachtet (Abbildung 16A). Ab 30 Tage nach
Erstsymptomatik kam es zu einer Verminderung der fettfreien Masse bis zur finalen
Stufe, bei der eine signifikante Abnahme der fettfreien Masse festzustellen war
(Abbildung 16A, p=0,0003, final vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik). Die Verdnderung
der fettfreien Masse ist ab 41 Tage nach Erstsymptomatik signifikant reduziert, wobei
die Tiere 7,9 % ihrer fettfreien Masse zu Beginn verloren, im finalen Zustand kam es zu
einer signifikanten Abnahme um 245 % (Abbildung 16B; 41 Tage nach
Erstsymptomatik: p=0,0003; final: p<0,0001, beide vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik).
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Abbildung 16: Fettfreie Masse in der Verlaufsstudie. (A) Fettfreie Masse [g] am Ende der Studie
und (B) Veranderung (A) der fettfreien Masse. Angaben als Mittelwert + SEM. Bei Graph (B) ist
die Anderung der Fettmasse im Vergleich zur Basislinie in % angegeben. ***: p<0,001 vs. ALS-
Tiere 0 Tage nach Erstsymptomatik.

Fur die weitere Charakterisierung des Krankheitsverlaufes der ALS wurde die
Herzmasse, das Gewicht des BAT, sowie die Massen der Skelettmuskeln GC, Soleus,
TA und EDL ermittelt (Abbildung 17). Bezlglich der Herzmasse konnte keine
signifikante Veranderung im Verlauf der ALS festgestellt werden (Abbildung 17A). Das
BAT-Gewicht reduzierte sich im finalen Zustand, im Vergleich zu den Tieren 0 Tage
nach Erstsymptomatik, signifikant (Abbildung 17B, p=0,0110). Im GC kam es,
verglichen zu den Tieren O Tage nach Erstsymptomatik, zu einer signifikanten
Abnahme der Masse in der Gruppe 41 Tage nach Erstsymptomatik sowie bei den
Tieren im finalen Zustand (Abbildung 17C, 41 Tage nach Erstsymptomatik: p=0,0002;
final: p<0,0001, beide vs. 0 Tage nach Erstsymptomatik). Das Gewicht des Soleus, des
TA sowie des EDL hat sich bei den Tieren im finalen Zustand, im Vergleich zu den
Tieren 0 Tage nach Erstsymptomatik, signifikant verringert (Abbildung 17D, Soleus:
p=0,0068; Abbildung 17E, TA: p=0,0181; Abbildung 17F, EDL: p=0,0431).
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Abbildung 17: Muskelgewichte in der Verlaufsstudie. (A) Herz, (B) BAT, (C) GC, (D) Soleus, (E)
TA, (F) EDL. Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 vs. ALS-Tiere O
Tage nach Erstsymptomatik. BAT= Braunes Fettgewebe, GC= Musculus gastrocnemius, TA=
Musculus tibialis anterior, EDL= Musculus extensor digitorum longus.

Die Ergebnisse der gemessenen Organgewichte in der Verlaufsstudie sind in Tabelle
31 im Anhang dargestellt.

3.2 Uberlebensstudie - Behandlungseffekte auf die Entwicklung der ALS

In den folgenden Abschnitten wurde der Effekt der pharmakologischen Behandlung mit
3-Blockern (Propranolol, Oxprenolol, je zwei Dosen R- und S-Oxprenolol) auf die ALS-
Progression, das Korpergewicht, die Koérperzusammensetzung sowie auf die Skelett-

und Herzmuskelmasse und abschlieRend auf das Uberleben untersucht.

3.2.1 Progression

Die Untersuchung der ALS-Krankheitsentwicklung erfolgte mit Hilfe der Kaplan-Meier-
Darstellung. Das Fortschreiten der ALS wurde als mittlere Progression angegeben.

Die ALS-Progression von Stufe 1 zu Stufe 2 wurde bei den Tieren durch die
Behandlung mit beiden Dosen R- und S-Oxprenolol, im Vergleich zu den
Placebotieren, signifikant verlangsamt (Abbildung 18A, Tabelle 19). Bei Tieren, die mit
R- und S-Oxprenolol behandelt wurden, dauerte es, verglichen mit Placebotieren,
durchschnittlich 5-6 Tage langer bis sie Stufe 2 der ALS erreichten (Tabelle 19).
Betrachtet man die Geschlechter einzeln, so zeigten die M&nnchen nach Behandlung
mit den 3-Blockern keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den Placebotieren
(Abbildung 18B). Bei den weiblichen Tieren hingegen verlangsamte die Behandlung
mit 30 mg/kg/d Oxprenolol als auch mit 10 mg/kg/d R-Oxprenolol signifikant die ALS-
Progression von Stufe 1 zu Stufe 2 (Abbildung 18C). Mit durchschnittlich 9 Tagen
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Verzogerung von Stufe 1 zu Stufe 2 hatte die Behandlung mit 10 mg/kg/d R-
Oxprenolol, versus die weiblichen Placebos, den signifikantesten Einfluss (Tabelle 19).
Weder die Behandlung der Mannchen und Weibchen mit Rilutek noch mit Propranolol
hatte, versus der Placebogruppe, einen Einfluss auf die Progression von Stufe 1 zu
Stufe 2.

Progression Stufe 1 zu 2 [%)]
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M Placebo B 10 mg/kg/d Propranolol 310 mg/kg/d R-Oxprenolol 110 mg/kg/d S-Oxprenolol

B 30 mg/kg/d Rilutek B8 20 mg/kg/d Oxprenolol B8 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 18: ALS-Progression von Stufe 1 zu 2. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). (A) Mannchen und Weibchen, (B)
Mé&nnchen und (C) Weibchen.

Tabelle 19 fasst die Untersuchungsergebnisse der ALS-Progression von Stufe 1 zu

Stufe 2 der behandelten Tiergruppen mit Placebo, Rilutek und 3-Blockern zusammen.
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Tabelle 19: Ergebnisse der ALS-Progression von Stufe 1 zu 2. Behandlung mit Placebo, Rilutek
(30 mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). *: p<0,05, **: p<0,01 vs. Placebo.

Behandlung Tiere Mittlere Hazard 95%ClI p-Wert
[n] Progression Ratio
Méannchen + Weibchen
Placebo 41 24,2+1.,8 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 23 26,7+1,8 0,82 0,48-1,40 0,47
10 mg/kg/d Propranolol 27 27,0+2,1 0,64 0,39-1,06 0,086
20 mg/kg/d Oxprenolol 25 29,7+1,8 0,60 0,36-1,01 0,053
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 24 31,7+2,3** 0,47 0,28-0,79 0,005
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 28 28,9+2,3* 0,54 0,32-0,90 0,018
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 34 28,0+2,0* 0,56 0,35-0,91 0,019
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 23 30,4+2,2* 0,51 0,31-0,87 0,013
Méannchen
Placebo 20 24,2135 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 11 26,0+2,7 1,07 0,47-2,42 0,88
10 mg/kg/d Propranolol 14 27,9127 0,97 0,47-2,03 0,94
20 mg/kg/d Oxprenolol 12 26,7+£3,1 1,07 0,49-2,33 0,87
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 13 30,3+3,1 0,71 0,34-1,48 0,36
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 29,4+3,0 0,84 0,41-1,74 0,64
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 15 31,8+2,6 0,67 0,33-1,37 0,27
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 11 30,9+3,6 0,66 0,31-1,40 0,28
Weibchen
Placebo 21 24,3+1,9 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 12 27,4+2,6 0,78 0,39-1,60 0,50
10 mg/kg/d Propranolol 13 27,6+3,4 0,56 0,27-1,14 0,11
20 mg/kg/d Oxprenolol 13 32,5+1,7* 0,46 0,23-0,93 0,031
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 11 33,4+3,6** 0,37 0,18-0,78 0,009
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 28,4+3,7 0,55 0,28-1,11 0,096
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 19 27,9424 0,62 0,33-1,17 0,14
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 12 29,9+2,7 0,56 0,27-1,14 0,11

Die Behandlung der Mannchen mit Rilutek, Oxprenolol sowie beiden Dosen R- sowie
S-Oxprenolol zeigten, im Vergleich zu den Placebotieren, eine signifikante
Verzogerung der ALS-Progression von Stufe 1 zu Stufe 3 (Abbildung 19B, Tabelle 20).
Die Behandlung der Mannchen mit Oxprenolol und den héheren Dosen R- und S-
Oxprenolol erzielten, verglichen mit Placebos, mit 19 Tagen Verzégerung der mittleren
Progression von Stufe 1 zu Stufe 3 die starksten Effekte (Abbildung 19B, Tabelle 20).
Im Gegensatz dazu hatte weder die Rilutek- noch die R-Blocker-Behandlung der
weiblichen Tiere, versus der Placebogruppe, eine signifikante Verlangsamung der
ALS-Progression von Stufe 1 zu Stufe 3 zur Folge (Abbildung 19C, Tabelle 20). Jedoch
kann festgehalten werden, dass die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol die
besten Ergebnisse bei den Weibchen erzielte (Abbildung 19C, Tabelle 20). So wurde
die ALS-Progression von Stufe 1 zu Stufe 3, bei den Mannchen und Weibchen

zusammen betrachtet, durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol signifikant




Ergebnisse 60

um 10 Tage verzogert (Abbildung 19A). Die Behandlung der mannlichen und
weiblichen Tiere mit Propranolol versus Placebos besal? keinen Einfluss auf die ALS-
Progression von Stufe 1 zu Stufe 3 (Abbildung 19, Tabelle 20).
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M Placebo B 10 mg/kg/d Propranolol 310 mg/kg/d R-Oxprenolol 110 mg/kg/d S-Oxprenolol

B 30 mg/kg/d Rilutek B8 20 mg/kg/d Oxprenolol Bl 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 19: ALS-Progression von Stufe 1 zu 3. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). (A) Mannchen und Weibchen, (B)
Méannchen und (C) Weibchen zeigt.

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse der ALS-Progression von Stufe 1 zu Stufe 3 der

behandelten Tiergruppen mit Placebo, Rilutek und 3-Blockern zusammengefasst.
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Tabelle 20: Ergebnisse der ALS-Progression von Stufe 1 zu 3. Behandlung mit Placebo, Rilutek
(30 mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). *: p<0,05, **: p<0,01 vs. Placebo.

Behandlung Tiere Mittlere Hazard 95%ClI p-Wert
[n] Progression Ratio
Méannchen + Weibchen
Placebo 37 39,5+2,7 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 16 44,4+3,2 0,76 0,42-1,37 0,84
10 mg/kg/d Propranolol 26 46,6+2,4 0,72 0,43-1,21 0,21
20 mg/kg/d Oxprenolol 23 48,0+2,5 0,60 0,35-1,01 0,055
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 22 47,612,3 0,60 0,35-1,02 0,060
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 25 48,5+2,2 0,63 0,37-1,07 0,086
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 34 43,1+2,1 0,73 0,45-1,20 0,22
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 23 49,3+2,5** 0,47 0,28-0,81 0,006
Mannchen
Placebo 17 31,8+4,2 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 9 47,3+4,1* 0,40 0,16-0,99 0,049
10 mg/kg/d Propranolol 13 42,3+3,4 0,50 0,22-1,14 0,099
20 mg/kg/d Oxprenolol 11 51,6+3,2** 0,24 0,10-0,61 0,002
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 12 47,6+3,8* 0,34 0,14-0,82 0,016
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 50,5£3,2** 0,25 0,10-0,63 0,003
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 16 49,7+3,8* 0,31 0,12-0,76 0,011
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 12 50,413, 7** 0,31 0,13-0,74 0,008
Weibchen
Placebo 20 40,1+3,2 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 7 42,7+2,1 1,04 0,39-2,80 0,94
10 mg/kg/d Propranolol 13 47,913 .4 0,70 0,33-1,50 0,36
20 mg/kg/d Oxprenolol 12 39,7+1,9 1,45 0,59-3.56 0,42
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 10 46,6+2,3 0,83 0,37-1,87 0,65
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 11 43,9+4,5 0,87 0,36-2,10 0,76
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 18 43,0+£3,0 0,95 0,48-1,89 0,88
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 11 52,0+4,0 0,51 0,22-1,17 0,11

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Behandlung mit beiden Dosen R-
Oxprenolol die Krankheitsentwicklung von Stufe 1 zu Stufe 2, versus Placebos, am
starksten verzogerte. Dieser positive Behandlungseffekt durch R-Oxprenolol wurde
ebenso in der verzogerten ALS-Entwicklung von Stufe 1 zu Stufe 3 beobachtet.
AuRRerdem ist anzumerken, dass die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol die
starkste Verlangsamung der ALS-Progression von Stufe 1 zu Stufe 3, versus Placebos,

aufwies.

3.2.2 Uberleben
Fur die Analyse des Uberlebens wurde die Darstellung nach Kaplan-Meier gewahit
(Abbildung 20). Es wurde das mittlere und maximale Uberleben nach Erstsymptomatik

sowie nach Geburt in Tagen ermittelt.
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B 30 mg/kg/d Rilutek B8 20 mg/kg/d Oxprenolol B8 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 20: Uberleben (Kaplan-Meier-Kurve) nach Erstsymptomatik. Behandlung mit
Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol
(10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). (A) Mannchen und
Weibchen, (B) Mannchen, (C) Weibchen.

Die Mannchen zeigten durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d Oxprenolol und mit
beiden Dosierungen R- sowie S-Oxprenolol, im Vergleich zu den Placebotieren, ein
signifikant verlangertes Uberleben (Abbildung 20B, Tabelle 21). Die Behandlung der
Méannchen mit den jeweils héheren Dosen des R- und S-Oxprenolols erhohte die
mittlere Uberlebensrate der Tiere, verglichen mit Placebos, am starksten (Abbildung
20B). Die Behandlung mit 30 mg/kg/d Rilutek und mit 10 mg/kg/d Propranolol zeigte,
im Vergleich zu Placebotieren, keinen signifikanten Effekt auf das Uberleben der
Mannchen. Bei den Weibchen erhohte sich das mittlere Uberleben durch die
Behandlung mit beiden Dosen R-Oxprenolol und mit der héheren Dosis S-Oxprenolol,
im Vergleich zur Placebogruppe, am starksten (Abbildung 20C). Allerdings kam es bei
den Weibchen zu keiner signifikanten Steigerung des Uberlebens, im Vergleich zur

Placebogruppe, durch die Behandlungen (Abbildung 20C). Betrachtet man die
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Mannchen und Weibchen zusammen, so wurde das Uberleben der Tiere durch die
Behandlung mit beiden Dosen R-Oxprenolol und der héheren Dosis S-Oxprenolol, im
Vergleich zu Placebotieren, signifikant verlangert (Tabelle 21). ALS-Tiere, die mit 30
mg/kg/d Rilutek, 10 mg/kg/d Propranolol, 20 mg/kg/d Oxprenolol und 10 mg/kg/d S-
Oxprenolol behandelt wurden, zeigten zwar im Vergleich zur Placebogruppe eine
Verbesserung des mittleren Uberlebens, jedoch keine signifikanten Effekte (Tabelle
21).

Tabelle 21: Ergebnisse der Uberlebensanalyse (Kaplan-Meier-Kurve) nach Erstsymptomatik.
Behandlung mit Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20
mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d).
Angaben des maximalen und mittleren Uberlebens in Tagen nach Erstsymptomatik. *: p<0,05,
**: p<0,01 vs. Placebo.

Behandlung Tiere Maximales Mittleres Hazard 95%Cl p-Wert
[n] Uberleben Uberleben Ratio
[Tage] [Tage]
Méannchen + Weibchen
Placebo 45 68 41,3+2,3 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 28 77 43,3+2,8 0,89 0,55-1,46 0,65
10 mg/kg/d Propranolol 28 68 48,5+2,0 0,73 0,45-1,18 0,20
20 mg/kg/d Oxprenolol 28 78 48,2+2,7 0,66 0,40-1,07 0,09
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 29 76 50,5+2,6* 0,57 0,35-0,93 0,023
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 30 76 51,8+2,2* 0,54 0,34-0,88 0,013
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 45 76 45,8+2 4 0,71 0,46-1,10 0,13
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 28 80 53,942, 7** 0,45 0,27-0,73 0,0014
Mannchen
Placebo 20 62 36,9+ 4,0 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 13 68 44,2+ 4,3 0,63 0,30-1,29 0,21
10 mg/kg/d Propranolol 14 65 46,2+ 3,2 0,59 0,29-1,21 0,15
20 mg/kg/d Oxprenolol 13 71 52,9+ 3,7* 0,38 0,18-0,80 0,011
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 76 49,1+ 3,9* 0,49 0,23-0,99 0,049
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 74 52,5+ 2,9* 0,41 0,19-0,86 0,017
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 20 76 48,5+ 3,8* 0,46 0,23-0,92 0,029
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 14 80 54,4+ 3,3* 0,39 0,19-0,83 0,014
Weibchen
Placebo 25 68 44,8+2,6 - - -
30 mg/kg/d Rilutek 15 77 42,5+3,8 1,08 0,55-2,15 0,82
10 mg/kg/d Propranolol 14 68 50,7+2,5 0,71 0,36-1,39 0,32
20 mg/kg/d Oxprenolol 15 78 44,2+3,7 1,03 0,52-2,02 0,94
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 73 51,7+£3,5 0,60 0,31-1,15 0,13
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 76 51,1+35 0,41 0,31-1,16 0,13
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 25 75 43,7+£3,1 0,96 0,53-1,73 0,89
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 14 79 53,4+4,3 0,53 0,27-1,02 0,058

In Tabelle 22 wird das Uberleben nach Geburt angegeben. Die mit Rilutek und R-
Blocker-behandelten mannlichen Tiere wiesen, verglichen mit Placebotieren, keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des mittleren Uberlebens nach Geburt auf

(Tabelle 22). Jedoch wurde das mittlere Uberleben der weiblichen Tiere durch die
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Behandlung mit Propranolol und den niedrigeren Dosen R- und S-Oxprenolol (10
mg/kg/d) signifkant erhoht (Tabelle 22). Mannchen und Weibchen zusammen
betrachtet, zeigten durch die Behandlung mit beiden Dosen S-Oxprenolol, im Vergleich
zur Placebogruppe, ein signifikant verlangertes Uberleben nach Geburt (Tabelle 22).

Tabelle 22: Ergebnisse der Uberlebensanalyse (Kaplan-Meier-Kurve) nach Geburt. Behandlung
mit Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-
Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). n=Anzahl der
Tiere, Angaben des maximalen und mittlerern Uberlebens in Tage nach Geburt. *: p<0,05, **:
p<0,01 vs. Placebo.

Behandlung Tiere Maximales Mittleres Hazard 95%Cl p-Wert
[n] Uberleben Uberleben Ratio
[Tage] [Tage]
Méannchen + Weibchen

Placebo 45 152 131,7+1,6
30 mg/kg/d Rilutek 28 153 129,242,3 1,16 0,68-1,97 0,59
10 mg/kg/d Propranolol 28 148 133,7£1,7 0,81 0,49-1,35 0,42
20 mg/kg/d Oxprenolol 28 160 130,4+2,2 1,05 0,63-1,76 0,84
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 29 157 133,6£2,4 0,67 0,40-1,13 0,14
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 30 155 134,6£1,9 0,69 0,42-1,16 0,16
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 45 157 136,1+2,5** 0,47 0,28-0,80 0,005
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 28 165 137,1+2,1* 0,53 0,31-0,89 0,016

Mannchen

Placebo 20 149 128,3+3,1
30 mg/kg/d Rilutek 13 135 124,8+3,3 1,63 0,72-3,71 0,24
10 mg/kg/d Propranolol 14 148 128,1+2,3 1,29 0,62-2,72 0,49
20 mg/kg/d Oxprenolol 13 148 126,6£2,9 1,44 0,66-3,14 0,36
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 145 126,9+3,0 1,27 0,59-2,73 0,54
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 143 131,1+2,9 0,73 0,35-1,56 0,42
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 20 157 133,31#4,1 0,49 0,23-1,05 0,067
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 14 148 135,6+2,3 0,63 0,30-1,32 0,22

Weibchen

Placebo 25 152 136,6+1,6
30 mg/kg/d Rilutek 15 153 133,0+3,0 0,93 0,45-1,93 0,84
10 mg/kg/d Propranolol 14 148 139,7+1,5* 0,46 0,22-0,95 0,037
20 mg/kg/d Oxprenolol 15 160 133,7+3,2 0,92 0,45-1,87 0,81
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 157 139,8+3,1* 0,39 0,19-0,82 0,013
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 155 138,0+2,3 0,63 0,31-1,31 0,22
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 25 157 139,0+2,9* 0,42 0,20-0,89 0,023
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 14 165 138,6+3,6 0,48 0,23-1,01 0,052

Summa summarum wurde festgestellt, dass das Uberleben der ALS-Tiere durch die
Behandlung mit beiden Dosen R- und S-Oxprenolol, im Vergleich zu den
Placebotieren, signifikant verlangert wurde. Die Behandlung mit Rilutek, Propranolol
und dem Oxprenolol-Razemat fiihrte, in der Gesamtheit betrachtet, zu keiner

erheblichen Uberlebensverlangerung.
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3.2.3 Korpergewicht, Kdrperzusammensetzung und Muskelgewichte

Am Anfang der Uberlebensstudie (Basis) besalRen die ALS-Tiere alle ein gleiches
Korpergewicht und eine gleiche Fett- sowie fettfreie Masse (Tabelle 23), mit Ausnahme
der Ausgangsfettmasse der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe, die mit
Rilutek behandelt wurden.

Tabelle 23: Koérpergewicht, Fettmasse und fettfreie Masse zu Beginn der Uberlebensstudie
(Basis). Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05 vs. Placebo

Behandlung Basis- Basis- Basis-
Korpergewicht [g] Fett [g] fettfreie Masse [g]

Mannchen und Weibchen

Placebo 23,1+0,6 2,5+0,2 18,340,5
30 mg/kg/d Rilutek 24,3+0,6 3,1+0,2* 18,91+0,4
10 mg/kg/d Propranolol 23,9+0,6 2,610,2 18,3+0,8
20 mg/kg/d Oxprenolol 23,3£0,5 2,310,1 18,7+0,5
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 23,7+0,6 2,510,1 18,9+0,5
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 23,0+£0,6 2,410,1 18,3+0,5
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 23,4+0,7 2,510,2 18,6+0,5
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 23,810,7 2,410,1 19,1+0,5
Mannchen
Placebo 26,9+0,6 2,7¢0,4 21,4+0,4
30 mg/kg/d Rilutek 26,8+0,5 3,2+0,4 20,9+0,4
10 mg/kg/d Propranolol 26,2+0,5 2,8+0,2 20,8+0,4
20 mg/kg/d Oxprenolol 25,7+0,5 2,0+0,1 21,0+0,5
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 26,4+0,5 2,4+0,2 21,2+0,3
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 25,8+0,5 2,3+0,1 20,7+0,5
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 26,2+0,6 2,740,3 20,74£0,5
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 26,9+0,5 2,740,2 21,510,4
Weibchen
Placebo 20,5+0,4 2,4+0,2 16,2+0,3
30 mg/kg/d Rilutek 21,8+0,6 3,0+0,3 17,0+0,3
10 mg/kg/d Propranolol 21,6+£0,5 2,5+0,4 15,7+1,1
20 mg/kg/d Oxprenolol 21,0+0,3 2,510,2 16,6+0,3
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 21,1+0,5 2,610,2 16,6%0,3
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 20,3+0,4 2,610,2 15,9+0,3
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 20,6+0,5 2,310,2 16,4+0,4
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 20,5+0,4 2,1+0,1 16,5+0,3

3.2.3.1Kd6rpergewicht

Die Veranderung des Kdorpergewichtes, wahrend der Uberlebensstudie, wurde durch
die Subtraktion des Koérpergewichtes am Totungstag und des Anfangsgewichtes
ermittelt (A Korpergewicht). Es wurden keine signifikanten Unterschiede des A
Korpergewichtes am Ende der Studie durch die Behandlung mit Rilutek und [3-
Blockern, im Vergleich zur Placebogruppe, festgestellt (Tabelle 24). Jedoch war der
tagliche Verlust des Koérpergewichtes bei den Mannchen durch die Behandlung mit

Rilutek und den héheren Dosen R- und S-Oxprenolol signifikant geringer als bei den
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Placebotieren (Tabelle 24). Bei den Weibchen wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen der Placebogruppe und den anderen Behandlungsgruppen festgestellt.
Allerdings war der Verlust an Kdrpermasse pro Tag in der kombinierten Méannchen und
Weibchen-Gruppe durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol signifikant
reduziert (Tabelle 24).

Tabelle 24: Koérpergewicht in der Uberlebensstudie. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05
vs. Placebo

A Korpergewicht Tiere [n] pro Tag [g] am Ende [g] am Ende [%]
Méannchen und Weibchen
Placebo 47 -0,1537+0,0222 -5,540,3 -23,8
30 mg/kg/d Rilutek 30 -0,1216+0,0152 -5,1+0,3 -21,0
10 mg/kg/d Propranolol 29 -0,1276+0,0106 -5,9+0,4 -24,7
20 mg/kg/d Oxprenolol 27 -0,1236+0,0123 -5,6+0,5 -24.0
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 25 -0,1461+0,0111 -6,4+0,4 -27,0
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 28 -0,1110+0,0094 -5,2+0,4 -22,6
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 39 -0,1230+0,0116 -5,4+0,4 -23,1
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 27 -0,0995+0,0097* -5,6+0,5 -23,5
Mannchen
Placebo 20 -0,2158+0,0364 -6,8+0,5 -25,3
30 mg/kg/d Rilutek 13 -0,1204+0,0180* -5,9+0,4 -22,0
10 mg/kg/d Propranolol 15 -0,1427+0,0158 -6,1+0,5 -23,3
20 mg/kg/d Oxprenolol 13 -0,1248+0,0206 -5,940,8 -23,0
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 13 -0,1535+0,0161 -6,5+0,7 -24.6
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 -0,1160+0,0137* -5,5+0,6 -21,3
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 17 -0,1503+0,0145 -6,6+0,6 -25,2
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 15 -0,1157+0,0126* -6,4+0,7 -23,8
Weibchen

Placebo 27 -0,0973+0,0206 -4,540,3 -22,0
30 mg/kg/d Rilutek 17 -0,1229+0,0257 -4,5+0,5 -20,6
10 mg/kg/d Propranolol 14 -0,1113+0,0132 -5,7+0,7 -26,4
20 mg/kg/d Oxprenolol 14 -0,1225+0,0147 -5,3+0,6 -25,2
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 12 -0,1374+0,0155 -6,2+0,4 -29,4
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 13 -0,1052+0,0131 -4,9+0,5 -24,1
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 22 -0,1033+0,0161 -4,5+0,6 -21,8
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 12 -0,0820+0,0136 -4,6+0,6 -22,4

3.2.3.2Fettmasse

In Tabelle 25 wird die Anderung der Fettmasse vom Anfang bis zum Ende der
Uberlebensstudie gezeigt (A Fettmasse). Die Behandlung mit Rilutek und den R-
Blockern zeigte keine signifikanten Unterschiede der Fettmassendnderung am Ende
der Uberlebensstudie. Allerdings fiihrte die Behandlung mit Rilutek, verglichen mit der
Placebogruppe, in der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe zu einer

signifikanten Erhéhung des taglichen Fettmassen-Verlustes (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Fettmasse in der Uberlebensstudie. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d),
Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d) und
S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05 vs. Placebo.

A Fettmasse Tiere [n] pro Tag [g] am Ende [g] am Ende [%]
Méannchen und Weibchen
Placebo 46 -0,0356+0,0038 -1,6+0,1 -64,0
30 mg/kg/d Rilutek 33 -0,0501+0,0061* -1,9+0,2 -61,3
10 mg/kg/d Propranolol 29 -0,0439+0,0055 -1,8+0,2 -69,2
20 mg/kg/d Oxprenolol 28 -0,0331+0,0026 -1,5+0,1 -65,2
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 27 -0,0393+0,0042 -1,7+0,2 -68,0
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 28 -0,0326+0,0030 -1,6+0,1 -66,7
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 41 -0,0294+0,0037 -1,3+0,1 -52,0
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 27 -0,0298+0,0036 -1,6+0,2 -66,7
Mannchen
Placebo 21 -0,0405+0,0068 -1,740,3 -63,0
30 mg/kg/d Rilutek 15 -0,0575+0,0113 -2,1+0,2 -65,6
10 mg/kg/d Propranolol 15 -0,0519+0,0069 -2,0+0,3 -71,4
20 mg/kg/d Oxprenolol 14 -0,0283+0,0031 -1,310,1 -65,0
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 -0,0374+0,0064 -1,610,2 -66,7
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 -0,0299+0,0035 -1,540,2 -65,2
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 20 -0,0336+0,0057 -1,440,2 -51,9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 15 -0,0321+0,0054 -1,8+0,3 -66,7
Weibchen
Placebo 25 -0,033240,0046 -1,6+0,2 -66,7
30 mg/kg/d Rilutek 18 -0,042240,0061 -1,8+0,2 -60,0
10 mg/kg/d Propranolol 14 -0,0310+0,0083 -1,7+0,4 -68,0
20 mg/kg/d Oxprenolol 14 -0,0375+0,0037 -1,6+0,2 -64,0
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 13 -0,0414+0,0053 -1,9+0,2 -73,1
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 13 -0,0356+0,0050 -1,7+0,3 -65,4
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 22 -0,0260+0,0048 -1,2+0,2 -52,2
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 12 -0,0269+0,0044 -1,3+0,2 -61,9

Das Gewicht des BAT wurde durch die Behandlung mit Rilutek in der kombinierten
Méannchen und Weibchen Gruppe sowie bei den Weibchen, einzeln betrachtet, im
Vergleich zu den Placebotieren, signifikant erhoht (Tabelle 26, Mannchen und
Weibchen kombiniert: p=0,0016; Weibchen: p=0,0143, beide Rilutek vs. Placebo).
Dieser Effekt konnte aber auch schon von der signifikant erhdhten Fettmasse zu
Beginn der Uberlebensstudie hervorgerufen worden sein (Tabelle 23). Alle
Behandlungsgruppen bei den mannlichen Tieren zeigten keine Veranderung der BAT-
Masse im Vergleich zu den Placebos (Tabelle 26). Die Behandlung mit 10 mg/kg/d
Propranolol, 20 mg/kg/d Oxprenolol sowie mit R- und S-Oxprenolol (je 10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d), verglichen mit der Placebogruppe, hatte keinen Einfluss auf das BAT-
Gewicht in der Uberlebensstudie. Tabelle 26 fasst die Gewichte des BAT in der

Uberlebensstudie mit allen Behandlungsgruppen zusammen.
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Tabelle 26: BAT-Gewicht in der Uberlebensstudie. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05,
**: p<0,01 vs. Placebo.

BAT [mg] Mannchen & Mannchen Weibchen
Weibchen

Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
Placebo 41,242 .4 33  45,04,0 13 38,829 20
30 mg/kg/d Rilutek 53,7+3,0** 27 54,8439 13 52,7+4)5* 14
10 mg/kg/d Propranolol 45,1+2 9 29  48,745,1 15 41,2422 14
20 mg/kg/d Oxprenolol 40,6+2,8 27  45,7+£3,6 14 35,2+4,1 13
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 44,5+3,4 25 46,7450 13 42,1+4,6 12
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 43,2+4,1 24  54,016,8 12 32,6£1,9 12
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 46,8+3,5 26 53,250 14 39,4141 12
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 42,7+2,3 25  46,5£3,0 15 37,1+£3,0 10

3.2.3.3 Fettfreie Masse

In der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe und auch bei den Mannchen,
einzeln betrachtet, wurde der Verlust der fettfreien Masse am Ende der Studie sowie
der tagliche Verlust an fettfreier Masse durch die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-
Oxprenolol signifikant reduziert (Tabelle 27). Mit Rilutek behandelte Mannchen verloren
signifikant 5 % weniger fettfreie Masse im Vergleich zu den Placebos (Tabelle 27,
p=0,0467, Rilutek vs. Placebo). AuRRerdem fihrte die Behandlung der Mannchen mit 20
mg/kg/d S-Oxprenolol, im Vergleich zu Placebotieren, zu einem signifikant geringeren
Verlust an fettfreier Masse pro Tag (Tabelle 27). Weiblichen Tieren, denen 10 mg/kg/d
Propranolol oder 10 mg/kg/d R-Oxprenolol verabreicht wurden, wiesen, im Vergleich
zur Placebogruppe, einen signifikant erhéhten Verlust an fettfreier Masse auf (Tabelle
27, 10 mg/kg/d Propranolol: p=0,0120, 10 mg/kg/d R-Oxprenolol: p=0,0223, beide vs.
Placebo).

Tabelle 27: Fettfreie Masse in der Uberlebensstudie. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05
vs. Placebo.

A fettfreie Masse Tiere [n] pro Tag [g] am Ende [g] am Ende [%]
Mannchen und Weibchen

Placebo 48 -0,1359+0,0195 -4,3+0,3 -23,5
30 mg/kg/d Rilutek 33 -0,0923+0,0158 -3,7+0,3 -19,6
10 mg/kg/d Propranolol 28 -0,1070+0,0074 -4,9+0,3 -26,8
20 mg/kg/d Oxprenolol 29 -0,1020+0,0107 -4,7+0,4 -25,1
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 25 -0,1258+0,0127 -5,1+0,3 -27,0
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 28 -0,0966+0,0064 -4,6+0,3 -25,1
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 47 -0,0896+0,0092* -3,3+0,3* -17,7

20 mg/kg/d S-Oxprenolol 26 -0,0933+0,0075 -4,8+0,4 -25,1
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A fettfreie Masse Tiere [n] pro Tag [g] am Ende [g] am Ende [%]
Mannchen
Placebo 21 -0,1781+0,0320 -5,4+0,4 -25,2
30 mg/kg/d Rilutek 15 -0,0874+0,0211 -4,2+0,4* -20,1
10 mg/kg/d Propranolol 15 -0,1186+0,0106 -5,1+0,4 -24,5
20 mg/kg/d Oxprenolol 14 -0,1194+0,0177 -5,6£0,7 -26,7
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 -0,1297+0,0099 -5,51£0,5 -25,9
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 -0,1064+0,0085 -5,1+0,4 -24.,6
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 25 -0,1151+0,0139 -3,7+0,5* -17,9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 15 -0,0958+0,0106* -5,4+0,6 -25,1
Weibchen
Placebo 27 -0,0843+0,0119 -3,410,2 -21,0
30 mg/kg/d Rilutek 18 -0,0969+0,0242 -3,310,4 -19,4
10 mg/kg/d Propranolol 13 -0,0912+0,0083 -4,7+0,4* -29,9
20 mg/kg/d Oxprenolol 15 -0,0858+0,0116 -3,8+0,4 -22,9
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 11 -0,1213+0,0257 -4,6+0,4* -27,7
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 13 -0,0852+0,0091 -4,0+0,4 -25,2
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 22 -0,0692+0,0108 -2,9+0,4 -17,7
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 11 -0,0907+0,0109 -4,0+0,5 -24,2

3.2.3.4Muskelmasse

Bei den Mannchen gab es keine signifikanten Unterschiede der GC-Muskelmasse
durch die Behandlung mit Rilutek und den R-Blockern verglichen mit Placebotieren.
Wohingegen die mit Rilutek- und Oxprenolol-behandelten weiblichen Tiere, im
Vergleich zu Placebotieren, signifikant mehr GC-Muskelmasse besalien (Tabelle 28,
Rilutek: p=0,0131, Oxprenolol: p=0,0260, beide vs. Placebo). Das TA-Gewicht der
mannlichen und weiblichen Tiere wurde durch die Behandlung mit Rilutek und den R3-
Blockern, versus die Placebotiere, nicht beeinflusst (Tabelle 28). Das Gewicht des
Soleus war in der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe, die mit Oxprenolol
behandelt wurden, im Vergleich zur Placebogruppe, signifikant reduziert. Des Weiteren
war die Soleus-Muskelmasse in der 10 mg/kg/d R-Oxprenolol-Gruppe der Mannchen
und Weibchen ebenfalls, versus Placebos, signifikant erniedrigt (Tabelle 28). Das
Gewicht des EDL wurde signifikant reduziert, wenn die Mannchen und Weibchen in der
kombinierten Gruppe mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, verglichen zu den Placebos,
behandelt wurden (Tabelle 28, p=0,0099, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol vs. Placebo). Bei
den Ménnchen wurde durch die Behandlung mit beiden Dosen R-Oxprenolol ein
signifikant reduziertes EDL-Gewicht, im Vergleich zur Placebogruppe, festgestellt
(Tabelle 28). Die Behandlung der Weibchen mit Rilutek und den R-Blockern bewirkte
keine signifikanten Anderungen der EDL-Muskelmasse im Vergleich zu Placebos. Die
Behandlung der Mannchen mit 10 mg/kg/d R-Oxprenolol erzeugte, im Vergleich zu
Placebotieren, ein signifikant reduziertes Herz-Gewicht (Tabelle 28, p=0,0392, 10

mg/kg/d R-Oxprenolol vs. Placebo). Die Herz-Muskelmasse der Weibchen war durch
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die Behandlung mit Rilutek, 10 mg/kg/d Propranolol sowie 10 mg/kg/d R-Oxprenolol,
versus die Placebos, signifikant erhoht (Tabelle 28).

Tabelle 28: Muskelgewichte in der Uberlebensstudie. Behandlung mit Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), Propranolol (10 mg/kg/d), Oxprenolol (20 mg/kg/d), R-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert £+ SEM. *: p<0,05,
**: p<0,01, ***: p<0,001 vs. Placebo. GC=Musculus gastrocnemius, TA= Musculus tibialis
anterior, EDL= Musculus extensor digitorum longus.

GC [mg] Mann. & Weib. Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
Placebo 47,743,0 32 57,245,3 13 41,2429 19
30 mg/kg/d Rilutek 55,2+3,0 29 56,3+4,9 14 54,1+3,7* 15
10 mg/kg/d Propranolol 52,4+3,3 29 63,3+3,7 15 40,6+3,3 14
20 mg/kg/d Oxprenolol 52,2123 27 54,7+3,9 14 49,5+£2,1* 13
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 50,8+3,3 25 53,845,1 13 47,5+4,1 12
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 47,0£2,6 28 50,0+3,0 15 43,614,2 13
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 55,1+4,0 26 59,1+6,6 14 50,5+4,0 12
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 50,243,0 26 53,1+4,3 15 46,2+3,9 11
TA [mg] Mann. & Weib. Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
Placebo 215411 35 26,542,1 9 19,8+1,1 26
30 mg/kg/d Rilutek 22,9411 22 24,3+1,8 11 215+14 11
10 mg/kg/d Propranolol 21,015 19 24,9+19 9 17,4+1,7 10
20 mg/kg/d Oxprenolol 22,412 21 24,3+1,7 13 19,3#1,0 8
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 21,0+#1,3 19 23,3+14 11 17,819 8
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 20,4+1,3 23 22,618 10 18,8+1,8 13
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 24,117 20 27,2422 12 19,5+£2,1 8
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 22,1+1,2 22 23,4+1,8 12 20,5+1,3 10
Soleus [mg] Mann. & Weib. Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
Placebo 5,840,2 32 6,0+0,3 13 5,740,3 19
30 mg/kg/d Rilutek 5,5+0,4 30 5,7+0,6 14 5,340,5 16
10 mg/kg/d Propranolol 5,610,3 29 5,6+0,4 15 5,6+0,4 14
20 mg/kg/d Oxprenolol 5,0+0,4* 27 5,240,5 14 4,8+0,5 13
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 4,5+0,4** 25 4,7+0,5* 13 4,2+0,5* 12
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 5,5+0,3 28 5,8+0,4 15 5,1+0,5 13
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 5,9+0,4 26 6,0+£0,5 14 5,7+£0,5 12
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 6,4+0,4 22 6,6+0,6 14 6,2+0,3 8
EDL [mg] Mann. & Weib. Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
Placebo 6,940,2 33 7,840,3 14 6,310,3 19
30 mg/kg/d Rilutek 6,7+0,3 30 7,2+0,5 14 6,310,4 16
10 mg/kg/d Propranolol 7,1+0,4 29 7,9+0,5 15 6,2+0,4 14
20 mg/kg/d Oxprenolol 7,210,4 27 7,5%£0,7 14 7,0£0,4 13
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 6,5+0,5 27 6,6+0,6* 15 6,5+0,7 12
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 5,9+0,3** 28 5,8+0,4** 15 6,0£0,5 13
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 7,2+0,3 29 7,3£0,5 17 7,0+£0,5 12
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 7,8+0,3 26 8,1+0,4 15 7,3+0,4 11
Herz [mg] Mann. & Weib. Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
Placebo 100,5+3,4 31 117,9+3,4 14 86,1115 18
30 mg/kg/d Rilutek 103,5+2,8 28 115,624 14 91,4+2,3* 14
10 mg/kg/d Propranolol 104,043,2 29 113,5+4,6 15 93,8+2,7* 14
20 mg/kg/d Oxprenolol 100,2+2,8 27 110,2+3,0 14 89,5424 13
10 mg/kg/d R-Oxprenolol 101,2+2,7 25 107,4+3,4* 13 94,443 4* 12
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 100,7+3,9 25 112,0+4,1 13 88,5+4,6 12
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 108,6+5,7 26 122,6+8,8 14 92,3%£3,2 12

20 mg/kg/d S-Oxprenolol 104,1+3,5 26 112,4+4.6 15 92,8+3,0 11
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3.3 Vergleichsstudie - Behandlungseffekt 41 Tage nach Erstsymptomatik
Aufgrund der Ergebnisse aus Abschnitt 3.2 wurden 20 mg/kg/d Oxprenolol, 20 mg/kg/d
R-Oxprenolol und beide Dosen S-Oxprenolol (10 und 20 mg/kg/d) fiir die Experimente
in der Vergleichsstudie verwendet. Als Referenzgruppen wurden au3erdem eine WT-
Gruppe, Placebos und eine 30 mg/kg/d Rilutek-behandelte Gruppe fir die
Vergleichsstudie ausgewahlt. Die Tiere wurden fur eine Dauer von 41 Tage (~120
Tage nach Geburt) nach Erstsymptomatik mit besagten Gruppen behandelt und
anschlieend euthanasiert. Im Fokus standen Untersuchungen zu phanotypischen
Merkmalen (Kdrpergewicht, Kérperzusammensetzung) sowie Analysen im primaren
Motorcortex und im lumbalen Rickemark (Motoneuronenanzahl, Gliazellen) und zur

Muskelatrophie (Regulation des Kata- und Anabolismus).

3.3.1 Korpergewicht, Kérperzusammensetzung und Muskelgewichte
Zu Beginn der Vergleichsstudie (Basis) wiesen die Tiere ein gleiches Koérpergewicht,

eine gleiche Fett- sowie fettfreie Masse auf (Tabelle 29).

Tabelle 29: Korpergewicht, Fettmasse und fettfreie Masse zu Beginn der Vergleichsstudie
(Basis). Angaben als Mittelwert + SEM.

Behandlung Tiere Basis- Basis- Basis-
[n] Korpergewicht [g] Fett[g] fettfreie Masse [g]

Mannchen und Weibchen

WT 57 23,8+0,5 2,3£0,1 18,9+0,4

Placebo 27 23,2+0,6 2,310,1 18,5+0,5

30 mg/kg/d Rilutek 27 22,4+0,5 2,4£0,2 17,9£0,4

20 mg/kg/d R-Oxprenolol 29 23,4+0,7 2,2+0,1 18,9+0,6

10 mg/kg/d S-Oxprenolol 16 23,3+0,9 2,1+0,2 18,9+0,9

20 mg/kg/d S-Oxprenolol 26 23,9+0,6 2,940,2 18,9+0,5
Mannchen

WT 28 27,2+0,4 2,5+0,1 21,60,3

Placebo 14 25,7+0,4 2,1+0,1 20,9+0,2

30 mg/kg/d Rilutek 13 24,4+0,6 2,2+0,2 19,610,4

20 mg/kg/d R-Oxprenolol 14 26,8+0,6 2,240,2 21,7+0,5

10 mg/kg/d S-Oxprenolol 7 27,0+0,8 1,9+0,1 22,2+0,9

20 mg/kg/d S-Oxprenolol 12 26,6+0,7 2,840,3 21,2+0,4
Weibchen

WT 29 20,4+0,2 2,0+0,1 16,3+0,2

Placebo 13 20,4+0,5 2,610,2 15,9+0,4

30 mg/kg/d Rilutek 14 20,6+0,5 2,740,3 16,3+0,3

20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15 20,1+0,4 2,310,2 16,2+0,3

10 mg/kg/d S-Oxprenolol 9 20,4+0,5 2,2+0,3 16,3+0,4

20 mg/kg/d S-Oxprenolol 14 21,6+0,4 3,240,3 17,0+0,2

3.3.1.1Kdrpergewicht
Méannliche und weibliche WT-Tiere, einzeln sowie kombiniert betrachtet, nahmen, im

Vergleich zu Placebotieren, signifikant an Gewicht zu (Abbildung 21, p<0,0001, WT vs.
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Placebo). In der kombinierten Gruppe der Mannchen und Weibchen, die mit 10
mg/kg/d S-Oxprenolol behandelt wurden, verloren die Tiere verglichen mit den
Placebos signifikant 8 % weniger Korpergewicht (Abbildung 21A, p=0,0406 10 mg/kg/d
S-Oxprenolol vs. Placebo). Die Behandlung mit 30 mg/kg/d Rilutek als auch mit 20
mg/kg/d R-Oxprenolol sowie mit beiden Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d)
zeigte, versus den Placebotieren, keinen signifikanten Einfluss auf die Anderung des
Korpergewichtes bis zum Ende der Studie bei den mannlichen ALS-Tieren (Abbildung
21B). Rilutek und 20 mg/kg/d R-Oxprenolol zeigten ebenfalls im Vergleich zu Placebos
bei den Weibchen keine signifikanten Unterschiede auf die Anderung des
Korpergewichtes. Allerdings nahmen weibliche Tiere, die sowohl mit der niedrigeren
als auch mit der héheren Dosis S-Oxprenolol behandelt wurden, signifikant 0,9 %
Kdrpergewicht, im Vergleich zur Placebogruppe, zu (Abbildung 21C, 10 mg/kg/d S-
Oxprenolol: p=0,0252, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0152, beide vs. Placebo).

A Korpergewicht [g]

(A) Mannchen + Weibchen (B) Mannchen (C) Weibchen

6- 6- *kk 6- *kk

= N A

5 24 2 . s
0+ 0+

o 21 2

-21 * 4 4

-4-+18,2% -9,6% -6,1% -5,8% -1,6% -58% -67+16,2% -5,6% -2,7% -9,4% -4,7% -135%  -6-+20,2%-13,9% -9,2% -2,5% +0,9% +0,9%

CIWildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 110 mg/kg/d S-Oxprenolol

M Placebo I 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 21: Veranderung (A) des Kdrpergewichtes [g] in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT,
Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d). (A) Mannchen und Weibchen, (B) Mannchen und (C) Weibchen. Angaben als
Mittelwert £ SEM. *: p<0,05, ***: p<0,001 vs. Placebo.

3.3.1.2Fettmasse

Die WT-Tiere nahmen, im Vergleich zu den Placebos, signifikant an Fettmasse zu
(Abbildung 22, Mannchen und Weibchen kombiniert: p<0,0001, M&nnchen einzeln:
p=0,0210, Weibchen einzeln: p=0,0003, alle vs. Placebo). Mannchen, die 20 mg/kg/d
S-Oxprenolol bekamen, verloren signifikant mehr Fettmasse als die Placebogruppe
(Abbildung 22B, p=0,0109, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol vs. Placebo). Wohingegen die mit
20 mg/kg/d R-Oxprenolol- und 20 mg/kg/d S-Oxprenolol-behandelten weiblichen ALS-
Tiere signifikant weniger Fett, im Vergleich zu den Placebos, verloren (Abbildung 22C,
20 mg/kg/d R-Oxprenolol: p=0,0304, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0308, beide vs.
Placebo).
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A Fettmasse [d]

(A) Mannchen + Weibchen (B) Mé@nnchen (C) Weibchen
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CIWildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 110 mg/kg/d S-Oxprenolol

I Placebo Il 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 22: Veranderung (A) der Fettmasse [g] in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT,
Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d) wobei (A) A Fett [g] Mannchen und Weibchen, (B) A Fett Mannchen und (C) A Fett
Weibchen. Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05, ***: p<0,001 vs. Placebo.

Die Behandlung der ALS-Tiere mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, versus die
Placebogruppe, fuhrte zu einer Reduktion des BAT (Abbildung 23). Wobei die
kombinierte Gruppe an Mannchen und Weibchen und auch die Mannchen, einzeln
betrachtet, signifikant mehr BAT-Masse, im Vergleich zu den Placebotieren, verloren
(Abbildung 23A, Méannchen und Weibchen: p=0,0198, Abbildung 23B, Mannchen
einzeln: p=0,0152, beide vs. Placebo). Bei den Weibchen fuhrte, im Vergleich zur
Placebogruppe, keine der Behandlungen zu einem signifikanten Unterschied der BAT-
Masse (Abbildung 23).
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CIWildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 310 mg/kg/d S-Oxprenolol

M Placebo Il 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 23: BAT-Gewicht in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als
Mittelwert £ SEM. *: p<0,05 vs. Placebo. Anzahl der Tiere im Diagrammbalken angegeben.

3.3.1.3 Fettfreie Masse

Die WT-Referenzgruppe nahm, verglichen mit den Placebos, signifikant an fettfreier
Masse zu (Abbildung 24, Tabelle 33, p<0,0001, WT vs. Placebo). Durch die
Behandlung mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol verloren die Tiere aus der kombinierten
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Gruppe an Mannchen und Weibchen, im Vergleich zu den Placebotieren, signifikant
weniger fettfreie Masse (Abbildung 24A, p=0,0188, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol vs.
Placebo). Die Behandlung der Mannchen mit Rilutek und R- sowie S-Oxprenolol
bewirkte, verglichen mit Placebotieren, keine signifikante Anderung der fettfreien
Masse (Abbildung 24B). Allerdings verloren die Weibchen durch die Behandlung mit 20
mg/kg/d R-Oxprenolol und beiden Dosen S-Oxprenolol, verglichen mit den Placebos,
signifikant weniger fettfreie Masse (Abbildung 24C; 20 mg/kg/d R-Oxprenolol:
p=0,0427, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0062, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0082,

alle vs. Placebo).
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CIWildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 310 mg/kg/d S-Oxprenolol
I Placebo I 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 24: Veranderung (A) der fettfreien Masse [g] in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT,
Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d). (A) Mannchen und Weibchen, (B) Mannchen und (C) Weibchen. Angaben als
Mittelwert £ SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo, ***: p<0,001 vs. Placebo.
3.3.1.4Muskelmasse

Das Gewicht der Skelettmuskeln (GC, TA, Soleus und EDL) sowie des Herzens
erhodhte sich bei den WT-Tieren, im Vergleich zur Placebogruppe, signifikant (Tabelle
30). Die Behandlung mit 30 mg/kg/d Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie mit 10
mg/kg/d bzw. 20 mg/kg/d S-Oxprenolol, verglichen mit den Placebos, fiihrte zu keiner
signifikanten Anderung der Skelettmuskelmasse sowie der Herzmasse in der
kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe oder bei den Mannchen, einzeln
betrachtet (Tabelle 30). Durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol verloren
die Weibchen, im Vergleich zur Placebogruppe, signifikant weniger GC-Masse (Tabelle
30, p=0,0402, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol vs. Placebo). Weibliche Tiere, die mit 20
mg/kg/d R-Oxprenolol oder mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol behandelt wurden, besalRen
signifikant mehr TA-Masse als Placebotiere (Tabelle 30, R-Oxprenolol: p=0,0445, 20
mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0156, beide vs. Placebo). Die Behandlung der Weibchen
mit Rilutek sowie R- und S-Oxprenolol flhrte, im Vergleich zu den Placebos, zu keiner

signifkanten Anderung der Soleus-, EDL- und Herzmasse (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Muskelgewichte [mg] in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30
mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als
Mittelwert + SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01, ***: p<0,001 vs. Placebo. GC= Musculus

Gastrocnemius, TA= Musculus Tibialis anterior, EDL= Musculus Extensor Digitorum Longus.

GC [mg] Mannchen & Weibchen Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
WT 148,8+3,2** 57 170,0+£2,7** 28 128,4+1,6*** 29
Placebo 60,5+3,6 18 67,8+3,4 11 49,0+5,1 7
30 mg/kg/d Rilutek 57,8+3,6 24 64,2+5,1 13 50,2+4,2 11
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  71,3+3,6 28 72,8+5,8 14 67,4+4,5 14
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  62,1+4,4 16 68,2+5,9 7 57,316,1 9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  70,6+3,3 25 70,4+3,3 11 69,3+5,4* 14
Tibialis [mg] Mannchen & Weibchen Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
WT 51,1+1,0*** 57 57,3£1,0*** 28 45,2+0,6*** 29
Placebo 27,4+1,6 19 31,5+1,4 12 20,5+£1,7 7
30 mg/kg/d Rilutek 26,2+1,5 24 29,0+2,3 13 23,0+1,4 11
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  28,7+1,3 29 30,8+2,1 14 26,9+1,6* 15
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  29,6+2,0 16 32,1+2,8 7 27,6+2,8 9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  28,9+1,2 25 29,1+1,6 12 28,6+1,9* 13
Soleus [mg] Mannchen & Weibchen Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
WT 8,91+0,16*** 57 9,53+0,23*** 28 8,31+0,19* 29
Placebo 7,08+0,36 19 7,33+0,45 12 6,66+0,60 7
30 mg/kg/d Rilutek 6,77+0,28 24 6,87+0,31 13 6,66+0,50 11
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  7,21+0,32 29 8,20+0,39 14 6,29+0,37 15
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  7,52+0,42 16 8,94+0,56 7 6,41+0,20 9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  7,33+0,32 25 7,32+0,34 11 7,34+0,52 14
EDL [mg] Mannchen & Weibchen Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
WT 10,6+0,27** 57 12,3+0,25*** 28 9,06+0,20** 29
Placebo 7,95+0,35 20 8,46+0,37 12 7,19+0,62 8
30 mg/kg/d Rilutek 8,20+0,46 24 9,05+0,56 13 7,19+0,64 11
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  8,35+0,47 29 9,51+0,76 14 7,27+0,42 15
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  8,26+0,59 16 9,77+ 0,84 7 7,09+0,61 9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  7,73+0,31 26 7,88+0,41 12 7,60+0,46 14
Herz [mg] Mannchen & Weibchen Mannchen Weibchen
Anzahl der Tiere [n] [n] [n]
WT 132,2+ 2,5* 57 147,7+ 2,5*** 28 117,3£ 1,5%** 29
Placebo 114,44 3,5 19 123,8+ 1,6 12 98,1+ 4,5 7
30 mg/kg/d Rilutek 110,0+ 3,4 23 121,1+ 2,9 13 95,4+ 2,9 10
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  111,9+ 3,2 29 124,94+ 3,9 14 99,8+ 2,0 15
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  116,6+ 3,7 16 129,1+ 3,7 7 107,0+ 3,4 9
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  117,7+ 3,3 25 125,0+ 4,6 11 112,0+ 4,1 14
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3.3.2 Motoneuronenanzahl
Der folgende Abschnitt befasst sich mit der Untersuchung der Motoneuronenanzahl im

priméren Motorcortex und im lumbalen Ruckenmark.

3.3.2.1 Anzahl von Motoneuronen im priméren Motorcortex

Die Anzahl der Motoneuronen im primaren Motorcortex war bei den méannlichen und
weiblichen WT-Tieren, im Vergleich zu den kranken Placebotieren, signifikant erhoht
(Abbildung 25). Die Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie mit der
hoheren Dosis S-Oxprenolol (20 mg/kg/d) fihrte, versus den Placebos, zu keinem
signifikanten Unterschied (Abbildung 25B). Jedoch waren durch die Behandlung der
Méannchen mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol signifkant mehr Motoneuronen als bei den
Placebotieren im primaren Motorcortex vorhanden (Abbildung 25B, p= 0,0109, 10
mg/kg/d S-Oxprenolol vs. Placebo). Bei den Weibchen ergab sich, im Vergleich zur
Placebogruppe, eine signifikant héhere Anzahl an Motorneuronen durch die
Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie beiden Dosen S-Oxprenolol
(Abbildung 25C). Die mannlichen und weiblichen Versuchstiere, zusammen betrachtet,
besalRen, verglichen mit Placebotieren, eine signifikant héhere Motoneuronenanzahl
durch die Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol als auch S-Oxprenolol (10
oder 20 mg/kg/d) (Abbildung 25A).

Motoneuronenanzahl im priméaren Motorcortex
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I Wildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 110 mg/kg/d S-Oxprenolol
I Placebo I 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 25: Anzahl von Motoneuronen im primaren Motorcortex in der Vergleichsstudie.
Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10
mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 vs.
Placebo. Anzahl der Tiere im Diagrammbalken angegeben.

Abbildung 26 zeigt reprasentative Bilder der a-ChAT-Farbung zur Ermittlung der
Motoneuronenanzahl im primaren Motorcortex von WT-Tieren, Placebotieren sowie mit
Rilutek-, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol-, 10 mg/kg/d und 20 mg/kg/d S-Oxprenolol-

behandelte Tiere.
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Abbildung 26: a-ChAT-Farbung vom priméren Motorcortex in der Vergleichsstudie. Gruppen:
WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d,
20 mg/kg/d). braun= a-ChAT, blau= Hamatoxylin

3.3.2.2 Anzahl von Motoneuronen im lumbalen Rickenmark

Weibliche und ménnliche WT-Tiere wiesen, im Vergleich zu Placebotieren, signifikant
mehr Motoneuronen im lumbalen Rickenmark auf (Abbildung 27). Durch die
Behandlung der Mannchen und auch Weibchen mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol
und beiden Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) war die Motoneuronenanzahl im

lumbalen Rickenmark, verglichen mit Placebotieren, signifikant erhgéht (Abbildung 27).
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Motoneuronenanzahl im lumbalen Rickenmark

(A) Mannchen + Weibchen (B) Mannchen (C) Weibchen
1504 1501 1501

0-

I Wildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 710 mg/kg/d S-Oxprenolol
B Placebo B 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 27: Anzahl von Motoneuronen im lumbalen Ruckenmark in der Vergleichsstudie.
Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10
mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 vs.
Placebo. Anzahl der Tiere im Diagrammbalken angegeben.

In Abbildung 28 werden reprasentative Bilder der a-ChAT-Farbung im Vorderhorn und
Hinterhorn des lumbalen Rickenmarks von WT-Tieren, Placebos und mit Rilutek-, 20
mg/kg/d R-Oxprenolol- sowie 10 und 20 mg/kgh/d S-Oxprenolol-behandelten
Versuchstiere gezeigt.
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Abbildung 28: a-ChAT-Farbung vom lumbalen Riickenmark in der Vergleichsstudie. Gruppen:
WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d,
20 mg/kg/d). Pfeile zeigen beispielhaft ChAT-positive Motoneurone (braun), blau= Hamatoxylin.
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3.3.3 Inflammation

Astrozyten (Makroglia) und Mikroglia setzen Zytokine frei. Im folgenden Abschnitt
wurde die Anzahl der Astrozyten und Mikrogliazellen mit Hilfe spezifischer Farbungen
im lumbalen Ruckenmark ermittelt. AnschlieRend wurde eine Analyse verschiedener
Zytokine im Blutplasma von WT-Tieren, Placebos sowie mit Rilutek-, 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol- und 10 bzw. 20 mg/kg/d S-Oxprenolol-behandelte ALS-Tiere

vorgenommen.

3.3.3.1Astrozyten im lumbalen Rickenmark

Die Anzahl der Astrozyten in der grauen und weilen Substanz des lumbalen
Ruckenmarks der gesunden mannlichen und weiblichen WT-Tiere war, im Vergleich
zur kranken Placebogruppe, signifikant reduziert (Abbildung 29). Die Behandlung der
Mannchen mit Rilutek und den R3-Blockern ergab keine signifikanten Unterschiede zu
den Placebotieren (Abbildung 29B). Jedoch fiihrte die Behandlung der Weibchen mit
Rilutek als auch mit beiden Dosen S-Oxprenolol (10 und 20 mg/kd/d), im Vergleich zu
Placebos, zu einer signifikanten Reduktion der Astrozytenanzahl (Abbildung 29C).
Betrachtet man die Mannchen und Weibchen kombiniert, so war die Anzahl der
Astrozyten durch die Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und der
niedrigeren Dosis S-Oxprenolol (10 mg/kg/d), verglichen mit der Placebogruppe,
signifikant gesenkt (Abbildung 29A).

Astrozytenanzahl im lumbalen Rickenmark

(A) Mannchen + Weibchen (B) Mannchen (C) Weibchen
100~ 100~ 1001

801 801 80
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401 401 40
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0- 0- 0-

CIWildtyp 0 30 mg/kg/d Rilutek 110 mg/kg/d S-Oxprenolol
M Placebo I 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 29: Anzahl von Astrozyten im lumbalen Rickenmark in der Vergleichsstudie.
Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10
mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert £+ SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 vs.
Placebo. Anzahl der Tiere im Diagrammbalken angegeben.

Abbildung 30 zeigt die représentative a-GFAP-Farbung zur Ermittlung der Astrozyten
in der grauen und weil3en Substanz des lumbalen Rickenmarks von WT- und
Placebotieren sowie mit Rilutek-, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol- und 10 bzw. 20 mg/kg/d S-

Oxprenolol-behandelten Versuchstieren.
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30 mg/kg/d 20 mg/kg/d 10 mg/kg/d 20 mg/kg/d
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Abbildung 30: a-GFAP-Farbung vom lumbalen Rickenmark in der Vergleichsstudie. Gruppen:
WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d,
20 mg/kg/d). Pfeile zeigen beispielhaft GFAP-positive Astrozyten. braun= a-GFAP
3.3.3.2Mikrogliazellen im lumbalen Ruckenmark

Die Mikrogliaanzahl in der grauen und weiRen Substanz des lumbalen Rickenmarks
war bei den mannlichen und weiblichen WT-Tieren, im Vergleich zu Placebotieren,
signifikant reduziert (Abbildung 31). Die Behandlung der Mannchen und Weibchen mit
Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und beiden Dosen S-oxprenolol (10 bzw. 20 mg/kg/d)
fuhrte, verglichen mit Placebotieren, zu keiner signifikanten Anderung der Anzahl an
Mikrogliazellen im lumbalen Rickenmark (Abbildung 31B, Abbildung 31C). Allerdings
war die Mikrogliaanzahl, bei den Mannchen und Weibchen kombiniert betrachtet, durch
die Behandlung mit der niedrigeren Dosis S-Oxprenolol (10 mg/kg/d), im Vergleich zu
den Placebotieren, signifikant reduziert (Abbildung 31A).
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Mikrogliaanzah!l im lumbalen Rickenmark

(A) Mannchen + Weibchen (B) Mannchen (C) Weibchen
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I Wildtyp B9 30 mg/kg/d Rilutek 110 mg/kg/d S-Oxprenolol

I Placebo Il 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 31: Anzahl von Mikrogliazellen im lumbalen Ruckenmark in der Vergleichsstudie.
Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10
mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs.
Placebo, ***; p<0,001 vs. Placebo. Anzahl der Tiere im Diagrammbalken angegeben.

Abbildung 32 zeigt reprasentative RCA-1-gefarbte Bilder des lumbalen Rickenmarks
von WT- und Placebotieren sowie mit Rilutek-, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol- und 10 bzw.
20 mg/kg/d S-Oxprenolol-behandelten Versuchstieren.

. 30 mg/kg/d 20 mg/kg/d 10 mg/kg/d 20 mg/kg/d
Wildtyp Placebo Riluzol  R-Oxprenolol S-Oxprenolol S-Oxprenolol
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Abbildung 32: RCA-1-Farbung vom lumbalen Rickenmark in der Vergleichsstudie. Gruppen:
WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d,
20 mg/kg/d). Pfeile zeigen beispielhaft RCA-1-positive Mikrogliazellen (braun).
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3.3.3.3Zytokine im Blutplasma

Die Konzentrationen der Zytokine sind in pg/ml angegeben. Die Behandlungen der
mannlichen und weiblichen WT-Tiere mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und S-
Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) zeigte, im Vergleich zu den Placebos, keine
signifikante Veranderungen der Konzentrationen von IL-18, IL-2 und TNF-a (Abbildung
33A, B, E). Die IL-6-Konzentration war bei den ménnlichen WT-Tieren, versus die
Placebotiere, signifikant erhdht (Abbildung 33C, p=0,0159), was so nicht zu erwarten
ware. Allerdings war die IL-6-Konzentration bei den WT-Weibchen geringer als bei den
Placebotieren. AuRerdem wurde durch die Behandlung der Weibchen mit 10 mg/kg/d
S-Oxprenolol die IL-6-Konzentration, verglichen zu Placebotieren, signifikant gesenkt
(Abbildung 33C, p=0,0459). Die IL-10-Konzentration war bei der kombinierten Gruppe
der mannlichen und weiblichen WT-Tiere signifikant niedriger als bei den Placebotieren
(Abbildung 33D, Mannchen und Weibchen: p=0,0023, Mannchen einzeln: p=0,0117).
Jedoch blieb die IL-10-Konzentration durch die Behandlung der Mannchen und
Weibchen mit Rilutek und den 3-Blockern, im Vergleich zu Placebotieren, unverandert
(Abbildung 33D). Bei der kombinierten M&nnchen und Weibchen-Gruppe der WT-Tiere
sowie bei den WT-Mannchen, einzeln betrachtet, war die IFN-y-Konzentration,
verglichen mit der Placebogruppe, signifikant herabgesetzt (Abbildung 33F, Mannchen
und Weibchen: p=0,0131, Mé&nnchen einzeln: p=0,0200, beide vs. Placebo). Die
Behandlung der Mannchen und Weibchen mit Rilutek und den 3-Blockern ergab keine
signifkanten Unterschiede zur Placebogruppe. Allerdings wurde auch deutlich, dass es
bei den Mannchen keine signifikanten Unterschiede zwischen der Rilutek- sowie der 10
mg/kg/d S-Oxprenolol-Behandlungsgruppe und der WT-Gruppe, im Gegensatz zu den
anderen Behandlungsgruppen, gab (Abbildung 33F, Rilutek: p=0,0670, 10 mg/kg/d S-
Oxprenolol: p=0,0617, beide vs. WT).
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Abbildung 33: Zytokine im Blutplasma [pg/ml] in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT, Placebo,
Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d).
Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo.
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3.3.4 Untersuchung der Atrophie im GC

In der zuvor beschriebenen Vergleichsstudie wurde festgestellt, dass der Verlust der
GC- und TA-Masse durch die Behandlung mit R- und S-Oxprenolol, besonders bei den
Weibchen, reduziert werden konnte. Aufgrund dessen wurden in den néachsten
Abschnitten Untersuchungen zum Einfluss der Behandlung auf die Atrophie und den
katabolen sowie anabolen Proteinstoffwechsel 41 Tage nach Erstsymptomatik im GC
durchgefuhrt.

3.3.4.1 Mikroskopische Untersuchung der Atrophie

Die durchschnittliche Querschnittsflache der Muskelfasern wurde in pm? ermittelt. Die
durchschnittliche GroRRe der Muskelfasern war bei den WT-Tieren groRer als bei den
Placebotieren (Abbildung 34). Bei der kombinierten WT-Gruppe von Mannchen und
Weibchen sowie bei den Weibchen, einzeln betrachtet, war die durchschnittliche
Muskelfasergréf3e, im Vergleich zur Placebogruppe, signifikant erhdht (Abbildung 34A,
Mannchen und Weibchen: p=0,0005, Abbildung 34C, Weibchen: p=0,0079). Der
durchschnittliche Muskelfaserquerschnitt war durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol bei den Mannchen (Abbildung 34B) und bei den Weibchen (Abbildung 34C)
durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol groRer als bei den Placebotieren,
jedoch nicht signifikant erhéht. Daher wurde im Folgenden der Behandlungseffekt auf
die Verteilung der Muskelfasern untersucht (Abbildung 35 Méannchen, Abbildung 37
Weibchen).

GC-Muskelfaserquerschnitt
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I Wildtyp B 30 mg/kg/d Rilutek 110 mg/kg/d S-Oxprenolol

I Placebo I 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 34: Querschittsflache der GC-Muskelfasern [umz] in der Vergleichsstudie. Gruppen:
WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d,
20 mg/kg/d). (A) Mannchen und Weibchen, (B) Méannchen, (C) Weibchen. Angaben als
Mittelwert + SEM. **: p<0,01, ***: p<0,001 vs. Placebo. Anzahl der Tiere im Diagrammbalken
angegeben.
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Der Anteil der groReren Muskelfasern war bei den mannlichen gesunden WT-Tieren
(Abbildung 35B) und auch bei den mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol behandelten Tieren
(Abbildung 35D) grol3er als bei den Placebotieren. Die Behandlung mit Rilutek und
beiden Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) bewirkte bei den Mannchen keine
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Veranderung der Gro3enverteilung der GC-Muskelfasern verglichen mit den Placebos
(Abbildung 35C, E, F).

c )
= 70 gwt
o Hl Placebo
8 oo [ 30 mg/kg/d Rilutek
@ [ 20 mg/kg/d R-Oxprenolol
X 50 [0 10 mg/kg/d S-Oxprenolol
‘g [ 20 mg/kg/d S-Oxprenolol
= 40
=
[}
o 30
5
G 20
c
<10
ol
I R I I I I - I R N
PSS P PSP PSP PSS P
DR RS RNV AR S ol SRS
A 0 S S
NN U S SR

©

60

GroRe der Muskelfasern [um?]

(B)

60
50
40
30

20

Anzahl der Muskelfasern

Median
awr
M Placebo

IIﬂﬂ

©
o
Qb

(D)

60

pp, @0 & QQ PSS PSP PSSP
PO NP B S SV £
TP & F T E ST
RN N o R S S

GroRe der Muskelfasern [um?]

c - c :
3 50 M Placebo = 5o M Placebo
" [ 30 mg/kg/d Rilutek % [l 20 mg/kg/d R-Oxprenolol
S i
© 40 © 40
X~ ~
3 3
= 30 = 30
= =
g (3]
k]

—20 — 20
= =
© ©
N N
< 10 c 10
< I I <

oL Il bown . L LA “llll.-, ,

B S I A Oy '9' q° fo"’ & B P S P P QPQ 0”’ QQ P S P P

T 0";\"»@”&' it 0”%'1,%0 ' 0"’ i T 0\;\’,@”0»’ il 0“’ & S T
RN S S RN S S S s
GroRe der Muskelfasern [um?] GroRe der Muskelfasern [um?]

60 80
c : c :
=5 _ _ Ml Placebo = 70 M Placebo
3 [ 10 mg/kg/d S-Oxprenolol g [ 20 mg/kg/d S-Oxprenolol
i &8 60
S S
g g 50
=30 = 40
= =
[3) [3)
= o 30
5 5
8 8 20

10
) I H H <10 I I I

oL HI il | ,IHID.D, a oLl (1 [ | I“llll--, a

Qf‘f’ P PSS PSS PSP <a°° & & Qf‘f’ P P PSS PSSP <a° & &

P T 6 il " »Q\' B R A ST
NN S S S S NN S U

GroRe der Muskelfasern [um?]

GroRe der Muskelfasern [um?]

Abbildung 35: GroRenverteilung der GC-Muskelfasern in Mannchen in der Vergleichsstudie. (A)
Zusammenfassung (B) WT-Tiere, (C) 30 mg/kg/d Rilutek, (D) 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, (E) 10
mg/kg/d S-Oxprenolol, (F) 20 mg/kg/d S-Oxprenoloal, alle vs. Placebo.
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Abbildung 36 zeigt reprasentative Bilder von Hamatoxylin Eosin (HE) gefarbten GC-
Muskelfasern fur die Untersuchung der Atrophie und GroRenverteilung der GC-
Muskelfasern bei den Mannchen. Dargestellt sind GC-Muskelfasern vom WT, Placebo
und mit Behandlung von 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol sowie 20
mg/kg/d S-Oxprenolol.

wildtyp - - |lPiacebo . <., || 30mgikg/d Rilutek £ 4

( - 7 y .\ B g™

) joug \ \ : ». 4 { g
20 mg/kg/d R-Oxprenolol ' 10 mg/kg/d S-Oxprenolol :-|| 20 mg/kg/d S-Oxprenolol <~
,:' ‘ ‘ LIy p 5 BT By &3 S - = G 1 20 4 “. Li: i 2
4 ~ “f‘/ \ h¥ 3 5 . wr
;, ‘ ,N,(. ?,
\ ¥ e 4 y g . P 7, ¢ i ‘ s
& : K- £ (& € ek

Abbildung 36: HE-Farbung vom GC der Mannchen in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT,
Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d). MalRstabsbalken: 20um.

Bei den WT-Weibchen (Abbildung 37B) sowie bei den Tieren, die mit 20 mg/kg/d S-
Oxprenolol (Abbildung 37F) behandelt wurden, war der Anteil an grof3eren
Muskelfasern, im Vergleich zur Placebogruppe, am héchsten. Die Behandlung mit
Rilutek und 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie der geringeren S-Oxprenolol Dosis (10
mg/kg/d) zeigte, verglichen mit Placebotieren, nur einen geringen Anstieg an grol3eren
Muskelfasern (Abbildung 37C, D, E).
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Abbildung 37: GréRenverteilung der GC-Muskelfasern in Weibchen in der Vergleichsstudie. (A)
Zusammenfassung (B) WT-Tiere, (C) 30 mg/kg/d Rilutek, (D) 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, (E) 10
mg/kg/d S-Oxprenolol, (F) 20 mg/kg/d S-Oxprenolol, alle vs. Placebo.

In Abbildung 38 sind reprasentative Bilder von HE-gefarbten GCs dargestellt. Die

Bilder zeigen die GrORRenverteilung der GC-Muskelfasern in weiblichen WT-Tieren,
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Abbildung 38: HE-Farbung vom GC der Weibchen in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT,
Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20 mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20
mg/kg/d). MaR3stabsbalken: 20um.

3.3.4.2Regulation des Proteinstoffwechsels im GC

Muskelatrophie wird durch verschiedene katabolische Mechanismen ausgel6st. Hierbei
kommt es durch das UPS, durch Apoptose Uber die Aktivierung von Caspasen und
auch durch Autophagie zum Proteinabbau. In den folgenden Abschnitten wurden
Behandlungseffekte auf Komponenten des Proteinmetabolismus im GC 41 Tage nach

Erstsymptomatik naher untersucht.

3.3.4.3Myostatin

Die relative Proteinexpression vom inaktiven sowie vom aktiven Myostatin im GC der
gesunden méannlichen als auch weiblichen WT-Tiere lag, im Vergleich zu den kranken
Placebotieren, signifikant reduziert vor (Abbildung 39A). Die mit Rilutek-behandelten
Mannchen zeigten, im Vergleich zu Placebos, keine signifikante Anderung des
inaktiven Myostatin-Proteinlevels. Jedoch wurde der Proteinlevel des aktiven
Myostatins durch Rilutek, verglichen mit der Placebogruppe, bei den Mannchen
signifikant erhoht (Abbildung 39). Durch die Behandlung der Mannchen mit 20 mg/kg/d
R-Oxprenolol und 20 mg/kg/d S-Oxprenolol kam es, verglichen mit Placebotieren, zu
einer signifikanten Reduktion der inaktiven Myostatin-Form (Abbildung 39A), allerdings
zu keiner signifikanten Verminderung der aktiven Myostatin-Form. Die Behandlung der
Weibchen mit beiden Dosen S-Oxprenolol (10 und 20 mg/kg/d) flhrte, versus
Placebotieren, zu einer signifikant erniedrigten inaktiven als auch aktiven Myostatin-
Proteinexpression im GC (Abbildung 39). Gesunde WT-Tiere wiesen, verglichen mit

den Placebos, eine signifikant erniedrigte relative Follistatin-Expression auf (Abbildung
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39B). Die Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol als auch mit 10 bzw. 20
mg/kg/d S-Oxprenolol zeigte, im Vergleich zur Placebogruppe, keine signifikante
Anderung der relativen Proteinexpression von Follistatin (Abbildung 39B). Der ActRIIB-
Proteinlevel war bei den ménnlichen WT-Tieren, im Vergleich zur Placebogruppe,
reduziert und bei den Weibchen, verglichen mit den Placebos, signifikant verringert
(Abbildung 39C). Der relative Proteinlevel von ActRIIB war durch die Behandlung mit
20 mg/kg/d R-Oxprenolol, versus der Placebogruppe, bei den Weibchen signifikant
gesenkt (Abbildung 39C, p=0,0286). Die anderen Behandlungsgruppen hatten bei den
Mannchen und Weibchen, versus Placebotiere, keine Anderung des ActRIIB-
Proteinlevels zur Folge (Abbildung 39C). Bei den mannlichen WT-Tieren kam es,
verglichen zu Placebotieren, zu einer signifikanten Reduktion der pSMAD2/3-
Proteinexpression im GC Abbildung 39D). Wurden die mannlichen Tiere mit 20
mg/kg/d R-Oxprenolol oder beiden Dosen S-Oxprenolol behandelt, war die relative
pSMAD 2/3-Proteinexpression, im Vergleich zu Placebotieren, signifikant herabgesetzt
(Abbildung 39D, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol: p=0,0317, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol:
p=0,0079, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0159, alle vs. Placebo). Bei den Weibchen
hingegen fuhrte die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, verglichen mit Placebos,
zu einer signifikanten Erhéhung der relativen pSMADZ2/3-Proteinexpression (Abbildung
39D, p=0,0079).
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(B) Relative Follistatin/GAPDH-Proteinexpression [au]
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Abbildung 39: Behandlungseffekte auf die Myostatin-Signalkaskade im GC in der
Vergleichsstudie. (A) relative Myostatin/lGAPDH Proteinexpression [au], (B) relative
Follistatin/fGAPDH Proteinexpression [au], (C) relative ActRIIB/GAPDH Proteinexpression [au]
und (D) relative pSMAD2 (Ser465/467)/GAPDH Proteinexpression [au]. Angaben als Mittelwert
+ SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 vs. Placebo. ActRIIB= Activin Rezeptor Typ IIB.

Abbildung 40 zeigt die Western Blot-Membranen zur Untersuchung der
Behandlungseinflisse von R-Blockern auf die Myostatin-Signalkaskade. Die

nummerische Auswertung ist in der Tabelle 32 im Anhang angegeben.
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Abbildung 40: Western Blot-Abbildungen zur Analyse von Behandlungseffekten auf die
Myostatin-Signalkaskade im GC in der Vergleichsstudie.

3.3.4.4 Atrophiemarker

Der folgende Abschnitt befasst sich mit der relativen Proteinexpressionsrate der E3-
Ubiquitin-Ligasen MuRF1 und MAFbx im GC.

Bei den mannlichen WT-Tieren war der MuRF1-Proteinlevel, im Vergleich zur
Placebogruppe, signifikant reduziert (Abbildung 41A). Die relative Proteinexpression
von MuRF1 wurde bei den Mannchen durch die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-
Oxprenolol als auch mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol, verglichen mit der Placebogruppe,
signifikant gesenkt (Abbildung 41A, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0159, 20 mg/kg/d S-
Oxprenolol: p=0,0317, beide vs. Placebo). Bei den Weibchen gab es keine

signifikanten Unterschiede zwischen den WT- und Placebotieren beziglich der
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MuRF1-Proteinexpression (Abbildung 41A). Es zeigten sich bei den Weibchen auch
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der relativen Proteinexpression von
MuRF1, im Vergleich zu den Placebotieren, wenn sie mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol und S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) behandelt wurden (Abbildung 41A).
Der MAFbx-Proteinlevel war bei den méannlichen WT-Tieren, versus die Placebos, nicht
(Abbildung 41B). relative MAFbx-

Proteinexpression durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol bei den

signifikant verandert Jedoch wurde die
Mannchen, versus der Placebogruppe, signifikant erhéht (Abbildung 41B, p=0,0286).
Bei den weiblichen WT-Tieren war der MAFbx-Proteinlevel, verglichen mit der
Placebogruppe, signifikant reduziert (Abbildung 41B). Jedoch gab es bezlglich der
MAFbx-Proteinexpression bei den Weibchen nach Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d
R-Oxprenolol und beiden Dosen S-Oxprenolol, im Vergleich zur Placebogruppe, keine
signifikanten Unterschiede. Wobei allerdings die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-

Oxprenolol zur grofiten Reduktion des MAFbx-Proteinlevels fuhrte (Abbildung 41B).
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Abbildung 41: Behandlungseffekt auf die Atrophiemarker MuRF1 und MAFbx im GC in der
Vergleichsstudie. (A) relative MuRF1/GAPDH Proteinexpression [au], (B) relative
MAFbx/GAPDH Proteinexpression [au]. Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05, **: p<0,01 vs.
Placebo.

Abbildung 42 zeigt die Western Blot-Membranen fur die Auswertung der relativen
Proteinexpression von MuRF1 und MAFbx. Tabelle 33 im Anhang fasst die Ergebnisse

der Analyse zusammen.
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Abbildung 42: Western Blot-Abbildungen zur Analyse von Behandlungseffekten auf die
Atrophiemarker MuRF1 und MAFbx im GC in der Vergleichsstudie.

3.3.4.5 Akt-Signalkaskade

Der nachste Abschnitt beschéftigt sich mit Proteinen, die sich positiv auf den
Anabolismus des GC auswirken kénnen. Dabei wurde die Phosphorylierung der Akt-,
der AMPK- sowie der FoxO1-, FoxO3a-Proteine ndher untersucht.

Die Akt-Phosphorylierung am Threonin 308 (Thr308) ergab zwischen mannlichen und
weiblichen WT- und Placebotieren keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 43A).
Jedoch war die relative Akt-Phosphorylierung (Thr308) bei den Mé&nnchen als auch bei
den Weibchen durch die Behandlung mit beiden Dosen S-Oxprenolol (10 und 20
mg/kg/d), versus die Placebos, herabgesetzt (Abbildung 43A). Die Behandlung mit 20
mg/kg/d S-Oxprenolol fihrte bei den Mannchen, verglichen mit den Placebotieren, zu
einer signifikanten Reduzierung der relativen Akt-Phosphorylierung (Thr308)
(Abbildung 43A, p=0,0286). In der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe
wurde die relative Akt-Phosphorylierung (Thr308) ebenfalls durch die Behandlung mit
beiden Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d), im Vergleich zur Placebogruppe,
signifikant vermindert (Abbildung 43A, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0056, 20 mg/kg/d
S-Oxprenolol: p=0,0172, beide vs. Placebo). Die Akt-Phosphorylierung am Serin
(Ser473) war bei den mannlichen als auch weiblichen WT-Tieren, im Vergleich zu
Placebos, signifikant erhdht. Die Behandlung der Mannchen mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol sowie beiden Dosen S-Oxprenolol beeinflusste die relative Akt-
Phosphorylierung (Ser473), verglichen mit den Placebos, nicht (Abbildung 43B). Bei
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den Weibchen fihrte die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und mit der
hoheren Dosis S-Oxprenolol, im Vergleich zur Placebogruppe, zu einer signifikanten
Erhohung der relativen Akt-Phosphorylierung (Ser473) (Abbildung 43B, 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol: p=0,0159, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0317, beide vs. Placebo). Die
AMPK-Phosphorylierung war bei den WT-Mannchen, verglichen mit Placebotieren,
unverandert (Abbildung 43C). Jedoch wiesen WT-Weibchen, im Vergleich zu
Placebos, eine signifikante Reduktion der AMPK-Phosphorylierung auf. Bei den
Mannchen und Weibchen, einzeln betrachtet, gab es keine signifikanten
Veranderungen zwischen den Behandlungsgruppen, versus die Placebotiere,
bezlglich der AMPK-Phaosphorylierung. Allerdings wurde die AMPK-Phosphorylierung
in der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe durch die Behandlung mit
Rilutek und beiden Dosen S-Oxprenolol signifikant reduziert (Abbildung 43C, Rilutek:
p=0,0418, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0418, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0188,
alle vs. Placebo). Die FoxO1-Phosphorylierung war bei den gesunden WT-Tieren, im
Vergleich zu den kranken Placebotieren, signifikant erhéht (Abbildung 43D). Die
Behandlung mit sowohl 10 als auch 20 mg/kg/d S-Oxprenolol ergab, im Vergleich zu
den Placebos, bei den Mannchen, aber nicht bei den Weibchen, eine signifikante
Erhohung der relativen FoxO1-Phosphorylierung. Jedoch wurde in der kombinierten
Méannchen und Weibchen-Gruppe ein signifikanter Anstieg der FoxOl1-
Phosphorylierung festgestellt (Abbildung 43D, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0464, 20
mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0106; beide vs. Placebo). Bei den méannlichen als auch
weiblichen WT-Versuchstieren wurden keine signifkanten Unterschiede der FoxO3a-
Phosphorylierung, versus Placebotieren, deutlich (Abbildung 43E). Allerdings fuhrte bei
den Mannchen die Behandlung mit 10 oder 20 mg/kg/d S-Oxprenolol, verglichen mit
Placebotieren, zu einem signifikanten Abfall der relativen FoxO3a-Phosphorylierung
(Abbildung 43E, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0159, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol:
p=0,0159, beide vs. Placebo). Die Behandlung der weiblichen Tiere hingegen zeigte,
im Vergleich zu Placebos, keinen Einfluss auf die relative FoxO3a-Phosphorylierung
(Abbildung 43E).
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Abbildung 43: Behandlungseffekte auf die Akt-Signalkaskade im GC in der Vergleichsstudie. (A)
relative Akt-Phosphorylierung [au], (B) relative AMPK-Phosphorylierung [au], (C) relative
FoxO1-Phosphorylierung [au] und (D) relative FoxO3a-Phosphorylierung [au]. Normalisierung
zu GAPDH. Angaben als Mittelwert £ SEM. *; p<0,05, **; p<0,01, ***: p<0,001 vs. Placebo. Thr=
Threonin, Ser= Serin
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Abbildung 44 zeigt die Western Blot-Membranen zur Untersuchung der
Behandlungseffekte auf die Akt-Signalkaskade im GC in der Vergleichsstudie.
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Abbildung 44: Western Blot-Abbildungen zur Analyse von Behandlungseffekten auf die Akt-
Signalkaskade in der Vergleichsstudie. (A) Mannchen und (B) Weibchen.
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3.3.4.6 UPS

3.3.4.6.1 UPS-Aktivitat

Bei den WT-Tieren wurde eine, teilweise auch signifikant, verminderte UPS-Aktivitat im
GC, im Vergleich zu den Placebos, nachgewiesen (Abbildung 45). Durch die
Behandlung der maénnlichen Tiere mit Rilutek blieb die Chymotrypsin-&hnliche
(Abbildung 45A) und PGPH Aktivitdt (Abbildung 45B), verglichen mit Placebos,
unverandert, wohingegen die Trypsin-ahnliche Aktivitat signifikant vermindert wurde
(Abbildung 45C, p=0,0159). Die Behandlung der M&annchen mit 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol fuhrte, verglichen mit der Placebogruppe, zu einer signifikanten Erhéhung
der Chymotrypsin-ahnliche (Abbildung 45A, p=0,0286), PGPH- (Abbildung 45B,
p=0,0286) und Trypsin-ahnliche Aktivitdt (Abbildung 45C, p=0,0286). Die Behandlung
mit der héheren Dosis S-Oxprenolol zeigte, versus Placebotieren, ebenfalls eine
signifikant erhdhte PGPH-Aktivitat bei den Mannchen (Abbildung 45B, p=0,0095). Bei
den Weibchen hingegen fiihrte die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, sowie
beiden Dosen S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) zu einer verminderten UPS-Aktivitat
(Abbildung 45). Die Trypsin-ahnliche Aktivitat wurde durch die Behandlung mit Rilutek,
20 mg/kg/d R-Oxprenolol und beiden Dosen S-Oxprenolol, verglichen mit der
Placebogruppe, signifikant gesenkt (Abbildung 45C, Rilutek: p=0,0159, 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol: p=0,0286, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0286, 20 mg/kg/d S-Oxprenolol:
p=0,0159, alle vs. Placebo).

(A) Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat [nmol/mg/min]

Mannchen + Weibchen

Mannchen

25007
20001
15004
1000

500

0

Mannchen + Weibchen

15004

10001

500

I Wildtyp
I Placebo

2500+

*

2000 25001
2000

1500
1500-

1000+
1000+
500 | | 5004
0 o

Weibchen

3000+

(B) PGPH-Aktivitat [nmol/mg/min]

Mannchen
20001

1500
1000

500

B 30 mg/kg/d Rilutek
I 20 mg/kg/d R-Oxprenolol

Weibchen
20001

1500
1000

500

710 mg/kg/d S-Oxprenolol
B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol




Ergebnisse 98

(C) Trypsin-ahnliche Aktivitdt [nmol/mg/min]
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Abbildung 45: UPS-Aktivitat [nmol/mg/min] im GC in der Vergleichsstudie. (A) Chymotrypsin-
ahnliche Aktivitat, (B) Petidyl-Glutamyl-Peptid-Hydrolase (PGPH)-Aktivitat und (C) Trypsin-
ahnliche Aktivitat. Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05, **: p<0,01 vs. Placebo.

Tabelle 34 im Anhang fasst die Ergebnisse zur Untersuchung der UPS-Aktivitat im GC

in der Vergleichsstudie zusammen.

3.3.4.6.2 Ubiquitin-Proteinlevel

Die erniedrigte UPS-Aktivitat in den WT-Tieren konnte mit der relativen Ubiquitin-
Proteinexpression bestéatigt werden. Die WT-Tiere wiesen, verglichen zur
Placebogruppe, einen signifikant reduzierten Ubiquitin-Proteinlevel auf (Abbildung 46A,
Mannchen und Weibchen kombiniert: p=0,0017, Mannchen: p=0,0043, Weibchen:
p=0,0303). Jedoch ergab die Western Blot-Analyse, im Vergleich zur Placebogruppe,
keine signifikanten Veranderungen des Ubiquitin-Proteinlevels bei den M&nnchen und
Weibchen durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und mit beiden Dosen
S-Oxprenolol (Abbildung 46A). In Abbildung 46B sind die verwendeten Western Blot

Membranen zur Auswertung des relativen Ubiquitin-Proteinlevels gezeigt.

(A) Relative Ubiquitin/GAPDH-Proteinexpression [au]
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(B) Western Blot-Membranen
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Abbildung 46: Untersuchung des relativen Ubiquitin-Proteinlevel im GC in der Vergleichsstudie.
(A) Darstellung der Ergebnisse der relativen Ubiquitin/lGAPDH Proteinexpression [au] und (B)
den dazugehorigen Western Blot-Membranen. Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05, **:
p<0,01 vs. Placebo.

3.3.4.7 Apoptose

3.3.4.7.1 Caspase-Aktivitat

Die Caspase-3- und Caspase-6-Aktivitdt war bei den WT-Tieren, im Vergleich zu
Placebotieren, herabgesenkt (Abbildung 47). Die Caspase-3-Aktivitdit war bei den
Mannchen durch die 10 und 20 mg/kg/d S-Oxprenolol-Behandlung, verglichen mit
Placebotieren, signifikant erhéht (Abbildung 47A, 10 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0286,
20 mg/kg/d S-Oxprenolol: p=0,0286, beide vs. Placebo). Die Weibchen hingegen
zeigten keine signifikanten Unterschiede der Caspase-3-Aktivitat durch die Behandlung
mit Rilutek und den R-Blockern (Abbildung 47A). Allerdings wurde die Caspase-3-
Aktivitat bei den weiblichen Tieren durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol,
im Vergleich zu Placebotieren, am starksten reduziert (Abbildung 47A). Die
Behandlung mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie S-Oxprenolol zeigte keine
signifikanten Anderungen der Caspase-6-Aktivitat bei den Mannchen und Weibchen,
einzeln betrachtet (Abbildung 47B). Jedoch fiihrte die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-
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Oxprenolol in der kombinierten Mannchen und Weibchen-Gruppe, im Vergleich zur
Placebogruppe, zu einer signifikanten Erhéhung der Caspase-6-Aktivitat (Abbildung
47B, p=0,0289). Tabelle 35 im Anhang fasst die Ergebnisse zur Aktivitatsanalyse der
Caspase-3 und Caspase-6 im GC zusammen.

(A) Caspase-3-Aktivitdt [nmol/mg/min]
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(B) Caspase-6-Aktivitat [nmol/mg/min]
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I Wildtyp B8 30 mg/kg/d Rilutek 710 mg/kg/d S-Oxprenolol

B Placebo B 20 mg/kg/d R-Oxprenolol B 20 mg/kg/d S-Oxprenolol

Abbildung 47: Caspase-Aktivitat [nmol/mg/min] im GC in der Vergleichsstudie. (A) Caspase-3
und (B) Caspase-6. Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05 vs. Placebo.

3.3.4.7.2 Procaspase-3-Proteinlevel

Der relative Procaspase-3-Proteinlevel der WT-Tiere war, im Vergleich zu den
Placebotieren, erniedrigt (Abbildung 48A). Durch die Behandlung mit Rilutek und 20
mg/kg/d R-Oxprenolol sowie mit 10 oder 20 mg/kg/d S-Oxprenolol wurde die relative
Procaspase-3-Proteinexpression in der kombinierten Gruppe der M&nnchen und
Weibchen sowie bei den Mannchen, einzeln betrachtet, reduziert (Abbildung 48A). Bei
den Weibchen zeigte die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol mit einer 60%igen
Reduzierung des relativen Caspase-3-Proteinlevels, im Vergleich zur Placebogruppe,
die starkste Veranderung (Abbildung 48, Placebo: 1,00+ 0,27 au, 20 mg/kg/d S-
Oxprenolol: 0,39+ 0,08 au).
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(A) Relative Procaspase-3/GAPDH-Proteinexpression [au]
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Abbildung 48: Behandlungseffekte auf den relativen Procaspase-3-Proteinlevel im GC in der
Vergleichsstudie. Darstellung der Ergebnisse der relativen Procaspase 3/GAPDH
Proteinexpression [au] (A) und den dazugehdrigen Western Blots (B). Angaben als Mittelwert +
SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo.

3.3.4.8 Autophagie

Die relative Proteinexpression von Beclin-1 bei den WT-Tieren war, im Vergleich zu
den Placebos, reduziert (Abbildung 49A). Der relative Beclin-1-Proteinlevel war bei den
mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol-behandelten Tieren im Vergleich zu Placebotieren
gesenkt. In der kombinierten Mannchen und Weibchen Gruppe sowie bei den
Mannchen, einzeln betrachtet, fihrte die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol zu
einer signifikanten Verminderung der Beclin-1-Proteinexpression (Abbildung 49A,
Mannchen und Weibchen: p=0,0101, Mannchen: p=0,0159, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol
vs. Placebo). Die Behandlung mit 30 mg/kg/d Rilutek und beiden Dosen S-Oxprenolol
(10 oder 20 mg/kg/d) zeigte, im Vergleich zur Placebogruppe, weder bei den
Méannchen noch bei den Weibchen signifikante Unterschiede (Abbildung 49A). Die WT-
Tiere zeigten, im Vergleich zu den Placebos, eine Reduktion der relativen
Proteinexpression von ATG12 (Abbildung 49B). Die Behandlung mit Rilutek und den [3-
Blockern fihrte bei den Mannchen und Weibchen, einzeln betrachtet, zu keinen
signifikanten Veranderungen der relativen ATG12-Proteinexpression (Abbildung 49B).
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Jedoch war in der kombinierten M&nnchen und Weibchen Gruppe zu beobachten, dass
sich der ATG12-Proteinlevel durch die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol,
versus den Placebos, signifikant erhoht hat (Abbildung 49B, p=0,0279). Die relative
Proteinexpression des LC3-1l/LC3-1-Verhaltnisses in WT-Tieren war, im Vergleich zur
Placebogruppe, runter reguliert (Abbildung 49C). Die Behandlung der Mannchen und
Weibchen mit Rilutek sowie R- oder S-Oxprenolol bewirkte hingegen, verglichen mit
den Placebotieren, keine signifikante Anderung des LC3-1I/LC3-I-Proteinverhaltnisses,
wobei jedoch durch die Behandlung mit beiden Dosen S-Oxprenolol die starkste
Reduktion erzeugt wurde (Abbildung 49C).
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(C) Relatives LC3-IlI/LC3-I-Proteinexpression-Verhaltnis [au]
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Abbildung 49: Behandlungseffekte auf die Autophagie im GC in der Vergleichsstudie. (A)
relative Beclin-1/GAPDH Proteinexpression [au], (B) relative ATG12/GAPDH Proteinexpression
[au] und (C) relatives LC3-II/LC3-I-Proteinexpression-Verhaltnis [au]. Angaben als Mittelwert +
SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo
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Abbildung 50 zeigt die Membranen, die fir die Western Blot-Analyse zur Untersuchung
der Behandlungseffekte von 3-Blocker auf die Autophagie verwendet wurden.
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Abbildung 50: Western Blot-Abbildungen zur Analyse von Behandlungseffekten auf die
Autophagie im GC in der Vergleichsstudie.
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4 DISKUSSION

Uber Kachexie bei ALS ist nicht viel bekannt. In dieser Arbeit wurde die Kachexie im
G93A-SOD1-Mausmodell der ALS in Hinblick auf Parametern wie das Korpergewicht,
die Korperzusammensetzung und der Skelettmuskulatur naher charakterisiert. Im
Fokus stand aber vor allem die pharmakologische Behandlung der Kachexie bzw. ALS
und deren Einfluss auf den Krankheitsverlauf und auf das Uberleben der ALS-Mause.
Des Weiteren wurde analysiert, ob die Pharmakotherapie eine Auswirkung auf die
phanotypischen Merkmale, die Motoneuronendegeneration, auf die Inflammation sowie
auf die Muskelatrophie, besitzt.

4.1 Phanotypische Charakterisierung der Kachexie im ALS-Mausmodell

Das transgene G93A-SOD1-Mausmodell ist das am weitesten verbreitete Tiermodell
zur Erforschung der ALS. G93A-SOD1-Mause tragen eine mutierte Form des humanen
SOD1-Gens und weisen dasselbe klinische und pathologische Krankheitsbild wie ALS-
Patienten auf [31]. Aufgrund dessen eignet sich dieses ALS-Krankheitsmodell
besonders gut fur die Charaktierisierung der Kachexie und fir Untersuchungen der

Effekte von pharmakologischen Interventionen.

4.1.1 Korpergewicht, Kdrperzusammensetzung und Muskelgewichte

Eine Studie von Marin et al. ergab, dass 50 % der ALS-Patienten bereits zum Zeitpunkt
der Diagnose mehr als 5 % und 36 % mehr als 10 % Kdrpergewicht verloren haben.
Des Weiteren postuliert Marin et al., dass ein Gewichtsverlust von mehr als 10 % das
Sterberisiko um fast 50 % erhohte [342]. Daher ist es umso wichtiger, nach
Diagnosenstellung die Gewichtsabnahme zu reduzieren, um das Sterberisiko zu
senken. Auch in dieser Arbeit konnte ein drastischer Gewichtsverlust bei den M&ausen
festgestellt werden. Die ALS-Mause verloren bis zum finalen Zustand signifikant an
Kdrpermasse. Das Korpergewicht reduzierte sich um 23,4 % bis zum Erreichen des
Abbruchkriteriums. Die Tiere verloren bis zum finalen Zustand bis zu 24,5 % ihrer
anfanglichen fettfreien Masse. Besonders erstaunlich war der Verlust der Fettmasse.
Die Tiere nahmen bis zum Abbruch 65,8 % signifikant ihrer Ausgangsfettmasse ab. Die
Analyse der Skelettmuskulatur ergab eine signifikante Abnahme des GC-, Soleus-, TA-
und EDL-Muskels bis zum finalen Zustand. Das Gewicht des GC reduzierte sich bis
zum finalen Zustand mit 48 % Massenverlust unter den Skelettmuskeln am starksten.
Diese Ergebnisse werden durch eine Studie von Capitanio et al., in der die GC-Masse
ebenfalls in der spaten ALS-Phase um die Halfte, verglichen mit einer gesunden
Kontrolle, reduziert war, bestétigt [343]. Holzbaur et al. sowie Léger et al. beobachteten

in ihren Studie ebenfalls einen signifikanten Verlust der GC- und TA-Masse in G93A-
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SOD1-Méausen im Vergleich zu WT-M&ausen [210][344]. Die Tiere verloren bis zum
Ende der Studie signifikant BAT-Masse und auch leicht an Herzgewicht. Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine Kachexie durch den rapiden Verlust an Kérpergewicht,
fettfreier Masse, insbesondere der Skelettmuskelmasse, und der Fettmasse im G93A-
Mausmodell allgegenwartig ist.

4.2 Effekte der Pharmakotherapie auf das Uberleben und den Phanotyp

In einer Leberkrebsstudie wurden kachektische Ratten mit dem R3-Blocker Bisoprolol
behandelt und Uberlebten langer als Placebotiere [318]. In einer anderen Kachexie-
assoziierten Studie mit Espindolol (S-Form vom R-Blocker Pindolol) konnte durch die
Kombination einer pro-anabolen und anti-katabolen Wirkung das Koérpergewicht, die
fettfreie Masse und die funktionale Aktivitat gesteigert und das Uberleben verlangert
werden [322][345]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kachexie bei der ALS
stark ausgepragt ist. Daher war es das Ziel durch die Verwendung von Propranolol und
Oxprenolol den Krankheitsverlauf der ALS zu verzdgern, die kachektischen Symptome
im ALS-Mausmodell abzuschwachen sowie das Uberleben zu verlangern. Propranolol
und Oxprenolol sind sehr lipophil und kénnen so die Blut-Hirn-Schranke passieren, was
bei der Untersuchung einer neurodegenerativen Erkrankung, wie ALS, notwendig ist.
AulRerdem vereinen sie auch die gleichen Eigenschaften wie Espindolol. Durch die
nicht-selektive R-Blockade von Propranolol und Oxprenolol sollten die sympathische
Uberaktivierung und der Proteinkatabolismus bei der ALS reduziert werden. Uber die
31-Blockade sollte der katabole/atrophische Signalweg und durch die partielle R32-
Rezeptor-Aktivierung die anabole Signalkaskade induziert werden. Hinzu kommt, dass
Propranolol und Oxprenolol Antagonisten der Serotonin (5-Hydroxytryptamin)-Typ 1A-
Rezeptoren (5-HT1A) sind, weshalb es durch die 5-HT1A-Blockade zu einer

reduzierten Thermogenese kommen kann [346] und so zur Energieerhaltung beitragt.

4.2.1 ALS-Progression und Uberleben

Placebotiere erreichten im Durchschnitt 24 Tage nach Erstsymptomatik Stufe 2 der
Krankheit. Durch die Behandlung mit beiden Dosen R- und S-Oxprenolol konnte der
Krankheitszustand von Stufe 1 zu Stufe 2 signifikant verzdogert werden. Rilutek und
Propranolol hingegen zeigten keine Verzogerung des Krankheitszustandes von Stufe 1
zu Stufe 2. Der Krankheitsverlauf von Stufe 1 zu Stufe 3 der Placebotiere dauerte bei
den Weibchen 40 Tage. Bei den Mannchen allerdings dauerte der Ubergang von Stufe
1 zu Stufe 3 nur 32 Tage. Patel et al. konnten ebenfalls einen friheren Beginn der
ersten ALS-Symptome bei den Mannchen als bei den Weibchen feststellen [136]. In
der Gesamtheit konnte keine signifikante Verlangsamung des Krankheitsverlaufes der

Tiere von Stufe 1 zu Stufe 3 durch Rilutek, genau so wie von Stufe 1 zu Stufe 2, erzielt
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werden. Diese Ergebnisse werden durch eine Studie von Gurney et al. bestatigt [347].
Die Behandlung mit Propranolol verzogerte weder den Krankheitsverlauf der
Méannchen noch der Weibchen. Die héheren Dosen R- und S-Oxprenolol (20 mg/kg/d)
hatten mit 19 Tagen Verzogerung von Stufe 1 zu Stufe 3, den positivsten Einfluss auf
die Krankheitsentwicklung bei den Méannchen. Bei den Weibchen erwies sich die
hohere Dosis des S-Oxprenolols mit 12 Tagen Verlangsamung als die einflussreichste
Substanz. Die scheinbar unterschiedliche Progression der Weibchen und Méannchen
konnte aufgrund des hoheren endogenen Ostrogengehaltes in den Weibchen zu
erklaren sein [348]. In anderen neurodegenerativen Erkrankungen konnte ebenfalls
eine positive Wirkung des Ostrogens festgestellt werden [349]. Die positiven Effekte
der Behandlung mit R- und S-Oxprenolol, spiegelte sich im Uberleben der Tiere wider.
R- und S-Oxprenolol steigerten das Uberleben der mannlichen Tiere signifikant. Bei
den Weibchen hatte die Behandlung mit der héheren Dosis S-Oxprenolol, im Vergleich
zu Placebotieren, den grofdten lebensverlangernden Einfluss. In der Gesamtheit
betrachtet, wurde das Uberleben der Tiere durch die Behandlung mit den hoéheren
Dosen R- und S-Oxprenolol (20 mg/kg/d) am starksten gesteigert. Die Behandlung mit
beiden Dosen S-Oxprenolol flihrte zum groéRten lebensverlangernden Effekt nach
Geburt der Tiere. Propranolol und Rilutek steigerten das Uberleben der Tiere nicht. Im
Gegensatz dazu, zeigte eine Studie von Gurney et al. in G93A-SOD1-Mausen, dass
Rilutek das Uberleben verlangern konnte [347]. In ALS-Patienten konnte eine in etwa
gleiche Verbesserung erzielt werden [87]. Allerdings diskutierten Miller et al. bereits, ob
die Behandlung mit Rilutek beim Menschen Uberhaupt signifikante Verbesserungen
hervorruft [350]. Darin wird auch die Ver6ffentlichung von Bensimon et al. erwéhnt, in
der die Behandlung mit Rilutek das Uberleben nicht verlangerte [351]. Propranolol
hatte im Gegensatz zu Oxprenolol keinen Einfluss auf die ALS-Progression und das
Uberleben der Tiere. Ein moglicher Grund dafiir konnte die vorhandene ISA beim
Oxprenolol sein. Dadurch hat Oxprenolol eine partielle agonistische Aktivitat am R3-AR.
Oxprenolol hat somit einen groR3en Vorteil. Es vereint die Eigenschaften eines [3-
Blockers, welche die sympathische Uberaktivierung bei der ALS reduziert und den
Proteinanabolismus durch die partielle Aktivierung der R-AR induziert.
Interessanterweise wurden bisher haufig 3-Blocker-Agonisten als putative Therapien
bei Kachexie und ALS eingesetzt. Kirzlich ist erst eine Verdoffentlichung von Bartus et
al. zu den Vorteilen der 3-AR Agonisten bei der ALS erschienen [352]. [3-Agonisten
verbessern die Skelettmuskulatur in Struktur und Funktion und erhdéhen signifikant die
Muskelmasse und -stérke durch die Stimulation der Proteinsynthese Uber den Akt-
Sighalweg und der Hemmung der Proteindegradation [353]. Allerdings wurde in der

vorliegenden Arbeit durch die Untersuchungen ebenfalls festgestellt, dass die
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Enatiomere des Oxprenolols (R- und S-Form) noch einen positiveren Einfluss, als das
Razemat an sich, auf die Verzogerung des Krankheitsverlaufes und das Uberleben
besalien. Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die Enantiomere eines Stoffes anders
verhalten als das Razemat. Das Razemat Oxprenolol besitzt ein chirales Zentrum und
ist optisch nicht aktiv. In einem Razemat sind die Enatiomere 1.1 vorhanden. R-
Oxprenolol und S-Oxprenolol verhalten sich spiegelbildlich zueinander und sind optisch
aktiv, weshalb sie auch unterschieden und getrennt werden kénnen. R-Oxprenolol
dreht die Polarisationsebene des linear polarisierten Lichtes im Uhrzeigersinn
(rechtsdrehend, +) und S-Oxprenolol gegen den Uhrzeigersinn (linksdrehend, -). Im
Razemat wird die Drehung des polarisierten Lichtes wieder aufgehoben, weshalb ein
Razemat optisch nicht aktiv ist. Viele Enzymreaktionen und Rezeptoren sind auf ein
Enantiomer spezialisiert. Daraus ergeben sich unterschiedliche
Reaktionsgeschwindigkeiten, Plasmaproteinbindungen und damit auch eine andere
orale Bioverfligbarkeit, was zu einer unterschiedlichen Wirksamkeit fihrt [354].
Interessanterweise ist die linksdrehende S-Form die aktivere von beiden Formen, weil
sie eine Hydroxylgruppe in D-Konfiguration besitzt. S-Oxprenolol hat eine 10-35-fach
hohere Aktivitat als R-Oxprenolol und bindet den R-AR stéarker und blockiert dadurch
die B-AR effektiver. Des Weiteren wurde publiziert, dass S-Oxprenolol im Plasma 3-
fach hoher konzentriert ist als die R-Form und auch 4-fach weniger aus dem Plasma

befreit wird [355]. Auch in dieser Arbeit scheint die S-Form effektiver zu wirken.

4.2.2 Korpergewicht, die Korperzusammensetzung und die Muskelgewichte

Wie unter 4.1.1 beschrieben, kommt es zu einem erheblichen Verlust an
Korpergewicht, Fett und fettfreier Masse. Die Behandlung der Tiere mit Rilutek und den
3-Blockern sollte diese negativen Effekte kompensieren. Fiur die Untersuchung des
Behandlungseinflusses wurden das Korpergewicht und die Kdrperzusammensetzung
in der Uberlebens- sowie in der Vergleichsstudie ermittelt. Die Placebotiere nahmen
durchschnittich von Anfang bis Ende der Uberlebensstudie 24 % ihres
Ausgangsgewichtes ab. Die Behandlung mit Rilutek, Propranolol und Oxprenolol
(Razemat oder Enantiomer) hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Veranderung
des Korpergewichtes am Ende der ALS. Allerdings wurde beobachtet, dass die
Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol den Verlust an Korpermasse pro Tag
signifikant reduzierte. Die Tiere verloren 64 % lhrer Fettmasse zu Beginn. Der Verlust
an Fettmasse konnte nicht durch die Behandlung mit den [3-Blockern Propranolol und
Oxprenolol (Razemat und Enantiomere) abgeschwacht werden. Allerdings konnte eine
Zunahme des BAT durch die Behandlung mit Rilutek beobachtet werden. Demnach
scheint Rilutek einen positven Effekt auf den Verlust an BAT zu besitzen. Dieser Effekt

konnte aber auch auf die schon am Anfang hohere BAT-Masse der Tiere
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zuriickzufuhren sein. Die Placebotiere verloren 23 % ihrer fettfreien Masse am Anfang.
Die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol hatte den positivsten Einfluss auf den
Verlust an fettfreier Masse, weil die Tiere bis zum Ende der Studie, als auch pro Tag,
weniger fettfreie Masse als die Placebotiere verloren. Die Behandlung der Tiere mit
Rilutek, Propranolol und Oxprenolol (Razemat und Enatiomere) beeinflusste die
Skelettmuskelmasse des GC, TA, Soleus und EDL nicht. Allerdings reduzierte die
Behandlung mit R-Oxprenolol die Soleus- und EDL-Masse zuséatzlich. Das Herzgewicht
blieb in der Gesamtheit unverandert. Jedoch war durch die Behandlung mit 10 mg/kg/d
R-Oxprenolol die Herzmasse bei den Mannchen signifikant herabgesetzt, wohingegen
die Weibchen signifikant mehr Herzmasse als die Placebos aufwiesen. Es ist bekannt,
dass bei der ALS die kardiale autonome Kontrolle durch eine parasympathische
Dysfunktion und einer sympathischen Pradominanz beeintrachtigt ist [356]. Womdglich
kann diese Beeintrachtigung durch 10 mg/kg/d R-Oxprenolol verbessert werden.
Letztendlich beweisen diese Ergebnisse aber lediglich, dass die Krankeit meist auf die
gleiche Art und Weise endet. Erreichen die Tiere ihren Endpunkt weisen sie ahnliche
Werte des Verlustes an Korpergewicht und Korperzusammensetzung auf. Der
durchschnittliche Verlust pro Tag war jedoch durch die Behandlung mit S-Oxprenolol
signifikant reduziert und ermdglicht so eventuell eine bessere Lebensqualitéat. Dennoch
war es wichtig diese Parameter ebenfalls zu einem einheitlichen Zeitpunkt zu ermitteln

(Vergleichsstudie).

Placebotiere in der Vergleichsstudie verloren im Durchschnitt 10 % ihres
Ausgangskdrpergewichtes, 22 % ihrer Fettmasse und 12 % ihrer fettfreien Masse. Der
klinische Phanotyp war bei den Weibchen in dieser Studie etwas schwerer als bei den
Mannchen ausgepragt, was interessant ist, weil die Mannchen in der vorliegenden
Arbeit, als auch schon in anderen SOD1-Mausstudien, eine kiirzere Lebensspanne
zeigten [357][332]. Die Gewichte des GC, TA, Soleus, EDL und des Herzens waren in
gesunden WT-Tieren signifikant hoher als bei den kranken Placebotieren. Dies
bestatigt nochmal die starke Muskelatrophie bei den G93A-SOD1-Mausen aus der
Verlaufsstudie. Die Behandlung der Mannchen mit Rilutek und 10 mg/kg/d S-
Oxprenolol fihrte zu einer Reduktion, allerdings zu keiner signifikanten, des Verlustes
an Korpergewicht und Fettmasse. Bei der Skelettmuskulatur sowie bei der Herzmasse
zeigten sich, im Gegensatz zu Rilutek, positive Trends durch die Behandlung mit R-
und S-Oxprenolol. Bei den Weibchen wurden signifikant positivere Behandlungseffekte
verzeichnet. Interessanterweise verloren die mit beiden Dosen S-Oxprenolol-
behandelten Weibchen kein Kdrpergewicht, sondern nahmen signifikant 1 % ihres

Anfangs-Korpergewichtes zu. Durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und
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beiden Dosen S-Oxprenolol nahmen die Weibchen ebenfalls weniger Fett- und fettfreie
Masse ab. In einer Studie von Patel et al. konnte gezeigt werden, dass ein erniedrigtes
Korpergewicht zu einer schnelleren Erstsymptomatik und zu einer verkirzten
Lebensdauer bei G93A-SOD1-Mausen fuhren kann [136]. Durch R- und S-Oxprenolol
waren die Tage bis zur Erstsymptomatik und das Uberleben verlangert. Womdglich ist
dieser positive Einfluss aufgrund der besseren Koérperbeschaffenheit zurtickzufiihren.
AulRerdem konnte die Behandlung den erhdhten Hypermetabolismus, der bei 50-70 %
der ALS-Patienten vorkommt [123], gesenkt haben. AuRerdem ist bekannt, dass es in
kachektischen Tumorpatienten zu einer erhéhten Lipolyse durch eine vermehrte
Expression von 3;-AR in Adipozyten [358] und durch eine ebenfalls gesteigerte B1-AR-
Aktivierung durch Katecholaminen [359] kommt. Hryniewicz et al. bewiesen, dass eine
Behandlung mit R-Blockern die Katecholamin-Konzentration in kachektischen
Patienten senken konnte [360]. Der reduzierte Verlust der Fettmasse und der fettfreien
Masse durch die Behandlung mit R- und S-Oxprenolol kdnnte also mit einer
verringerten Lipolyse erklart werden. Die Weibchen verloren durch die Behandlung mit
den hoheren Dosen R- und S-Oxprenolol (20 mg/kg/d) weniger GC- und TA-Gewicht.
Es zeigte sich ein positiver Trend zum Gewicht des Soleus, des EDL und des Herzens
durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol. Es scheint also, als ob die
Behandlung mit R- und S-Oxprenolol die Muskelatrophie verlangsamt. Die Muskel-
Degeneration nimmt auch einen wesentlichen Einfluss auf die Funktion der Knochen,
denn Skelettmuskeln spielen eine wichtige Rolle beim Knochenumbau [361][362].
Daher hat die Behandlung wahrscheinlich auch einen indirekten Einfluss auf den
Knochenbau und die Stabilitit des Skeletts. Im Herzen kénnte die oben erwahnte
sympathische Pradominanz, die Pavlovic et al. bei ALS-Patienten beobachten konnten

[356], durch R- und S-Oxprenolol gesenkt worden sein.

4.2.3 Einfluss auf die Anzahl der Motoneuronen

WT-Tiere wiesen im primaren Motorcortex als auch im lumbalen Ruckenmark
signifikant mehr Motoneuronen als Placebotiere auf. Durch die Behandlung mit Rilutek
und 20 mg/kg/d R-Oxprenolol sowie beiden Dosen S-Oxprenolol war die Anzahl der
Motoneuronen, im Vergleich zu Placebos, im priméaren Motorcortex als auch im
lumbalen Riickenmark, signifkant erhdht. Die hohere Anzahl an Motoneuronen bewirkt
vermutlich auch die lebensverlangernde Wirkung von R- und S-Oxprenolol. Bisher gibt
es noch nicht viele Behandlungsmdglichkeiten, die eine signifkante Erhaltung der
oberen und unteren Motoneuronenfunktion nach sich ziehen und somit den
Krankheitsausbruch verzégern und das Uberleben verlangern. Mancuso et al. haben
2014 erstmals eine solche Behandlungsmdéglichkeit mit Resveratrol vorgestellt [363].

Interessanterweise sind R,-AR weit verbreitet auf Neuronen im Gehirn und im
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Ruckenmark exprimiert [364][365], auch in Gehirnregionen, die bei der ALS betroffen
sind [366]. Es konnte also sein, dass die Behandlung direkt auf die Motoneuronen
gewirkt hat. Deshalb wéare der Einsatz von R- und S-Oxprenolol auch bei anderen
Motoneuronen-Krankheiten, wie bei der spastischen Spinalparalyse oder der spinalen
Muskelatrophie sowie bei der Poliomyelitis (Kinderlahmung), interessant. Die hthere
Anzahl an Motoneuronen hat vermutlich auch einen direkten Einfluss auf die
Muskelatrophie. Es ist bekannt, dass die Degeneration von Motoneuronen nicht nur auf
die Neuron zu Muskel-Signalisierung limitiert ist, sondern auch einen Einfluss auf die
Muskel zu Neuron-Signalisierung hat, die fur das axonale Wachstum und fur die
Aufrechterhaltung der neuromuskularen Synapsen wichtig ist [367]. Demnach gibt es
eine gegenseitige Abhangigkeit, die durch die Behandlung vermutlich aufrechterhalten

bzw. verbessert wurde.

4.2.4 Effekt auf die Inflammation

Nicht nur die Motoneuronen, sondern auch nicht-neuronale Zellen wie die Gliazellen,
spielen bei der ALS eine wichtige Rolle. Eine erhdhte Anzahl an Makrogliazellen
(Astrozyten), und Mikrogliazellen stehen im Verdacht ALS zu induzieren. Bis heute ist
zwar noch nicht ganz klar, ob die erhéhte Anzahl eine Ursache oder eine Konsequenz
der Motoneuronendegeneration ist. Astrozyten und Mikrogliazellen setzen Zytokine frei,
die eine Inflammationsreaktion auslosen konnen. Interessanterweise besitzen
Astrozyten [368][369] und Mikrogliazellen [370] auch R-AR, weshalb die [3-Blocker-
Behandlung einen direkten Einfluss auf diese nehmen kénnte. Dariiber hinaus ist
bekannt, dass die Dichte von 3,-AR in reaktiven Astrozyten im Rickenmark von ALS-
Patienten stark erhoht ist [371]. Durch die Blockade der [,-AR in Astrozyten und
Mikrogliazellen kommt es vielleicht zu einer Beeinflussung der Inflammation. In dieser
Arbeit besalRen kranke Placebotiere signifikant mehr Astrozyten und Mikrogliazellen im
lumbalen Rickenmark als gesunde WT-Tiere. Diese Ergebnisse werden von Mancuso
et al. zum Teil bestétigt. Die Mikroglia-Immunoreaktivitat war bei Mancuso et al. im
Gegensatz zur Astrozyten-Immunoreaktivitat im lumbalen Rickenmark von G93A-
SOD1-Mausen, verglichen mit WT-Tieren, signifikant erhoht [363]. Ma&nnchen und
Weibchen, die mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und 10 mg/kg/d S-Oxprenolol
behandelt wurden, hatten signifikant weniger Astrozyten als die Placebotiere. Durch die
reduzierte Anzahl an GFAP-positiven Astrozyten, kdnnte man vermuten, dass vermehrt
gesunde Astrozyten vorhanden sind. Interessanterweise konnte Lepore et al. zeigen,
dass eine Anreicherung mit gesunden Astrozyten im Rickenmark von G93A-SOD1-
Mausen die Motoneuronendegeneration abschwécht und das Uberleben steigert [372].
Die Anzahl der Mikrogliazellen war bei den Mannchen und Weibchen durch die

Behandlung mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol, im Verglich zu Placebotieren, signifikant
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reduziert. Eine Studie von Van den Bosch et al. konnte darlegen, dass Minocyclin,
welches die Mikroglia-Aktivierung reduziert, die ALS-Progression verzogerte und das
Uberleben in G93A-SOD1-Tieren verlangerte [373]. Auch der Austausch mit gesunden
Wildtyp-Mikrogliazellen  verlangsamte die ALS-Progression im G93A-SOD1-
Mausmodell [374]. Die erhaltende geringere Anzahl an Astrozyten und Mikrogliazellen,
durch die Behandlung mit R- und S-Oxprenolol, hat dementsprechend einen positven
Einfluss auf die Motoneuronendegeneration und Kkorreliert positiv. mit dem
Krankheitsverlauf und dem Uberleben der G93A-SOD1-MAause, wie in dieser Arbeit
gezeigt. Dartiber hinaus kénnte sich die Behandlung mit R- und S-Oxprenolol ebenfalls
positiv auf die Neuroinflammation bei Alzheimer [150] und Parkinson [375] auswirken.
Des Weiteren wurde abgeklart, ob die Anzahl an Astrozyten und Mikrogliazellen
eventuell einen Einfluss auf die Zytokin-Konzentration im Blut besitzt. Die Plasma-
Konzentrationen von IL-1B, IL-2, IL-6 und TNF-a waren bei kranken Placebotieren, im
Vergleich zu gesunden WT-Tieren, nicht signifikant erhoht. In einer Studie von
Jeyachandran et al. wurde allerdings berichtet, dass diese Zytokine im G93A-SOD1-
Mausmodell ansteigen [376]. Darin wird aber auch erwahnt, dass die Inflammation in
der frihen Phase der ALS eine entscheidenere Rolle als in der spaten Phase besitzt.
Da die Untersuchungen zu den Behandlungseffekten auf die Inflammation in der
spaten Phase der ALS durchgefiihrt wurden, konnte die Inflammation zu diesem
Zeitpunkt also eine nicht mehr so relevante Rolle gespielt haben. Dies wird durch eine
Studie von Ehrhart et al. mit ALS-Patienten, und der gleichen methodischen
Vorgehensweise, wie in dieser Arbeit, bestatigt. Hier waren die IL-1(, IL-2, IL-6 und
TNF-a-Konzentrationen im Blutplasma, im Vergleich zur Kontrollgruppe, auch nicht in
der spaten Phase signifikant erhoht [377]. Allerdings war die IL-10 und IFN-y-
Konzentration der Placebotiere, verglichen mit WT-Tieren, signifikant erhéht. Demnach
kann davon ausgegangen werden, dass IL-10 und IFN-y vermehrt bei der ALS frei
gesetzt wurden. In der oben genannten Studie von Jeyachandran et al. war die IL-10-
Konzentration, im Vergleich zur WT-Gruppe, ebenfalls signifikant erhoht [376]. IL-10 ist
bekannt als ein anti-inflammatorisches Zytokin [378]. In einem 2013 veréffentlichten
Artikel von Mihl wird allerdings auch auf das pro-inflammatorische Potential von IL-10
hingewiesen [379]. In einer Studie von Lauw et al. konnte beobachtet werden, dass
durch die Erhéhung der IL-10 Konzentration auch die IFN-y-Konzentration potenziert
wurde [380]. Somit ist auch klar, dass eine erhohte IL-10-Konzentration, wie in dieser
Arbeit bei den Placebotieren zusehen, nicht unbedingt einen anti-inflammatorische
Wirkung besitzen muss. Es kdnnte also sein, dass die erhdhte IL-10-Konzenzentration
die erhdhte IFN-y-Konzentration in dieser Arbeit bedingt. Dennoch hat die Behandlung
mit Rilutek, 20 mg/kg/d R-Oxprenolol und S-Oxprenolol (10 oder 20 mg/kg/d) bei den
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Mé&annchen kaum zu einer Reduzierung der gemessenen Zytokine, im Vergleich zu den
Placebos, gefuhrt. Jedoch konnte gezeigt werden, dass es durch die Behandlung der
Weibchen mit 10 als auch 20 mg/kg/d S-Oxprenolol zu einem, teilweise auch
signifikanten, Abstieg der Zytokine im Blutplasma gekommen ist. Die Anwendung von
S-Oxprenolol scheint somit die Inflammation bei den Weibchen positiv zu beeinflussen.
Allerdings waren die Werte wahrend der Analyse sehr gering, weshalb sie extrapoliert
wurden. Diese niedrigen Messwerte waren bei Ehrhart et al. aber auch zu beobachten
[377]. Um genauere Ergebnisse zu erzielen, ware es zusiatzlich noch sinnvoll die
Zytokin-Konzentration in spezifischen Geweben, wie z.B. im lumbalen Rickenmark, zu
messen. Hensley et al. machten solche Untersuchungen und konnten eine viel héhere
Zytokin-Konzentration feststellen, die auch in den G93A-SOD1-Mausen, verglichen mit
nicht-transgenen Mausen, fur IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a und IFN-y signifikant
erhoht war [171]. Der durch die Behandlung mit S-Oxprenolol gesenkte
Inflammationsgrad, im Speziellen der signifikant reduzierte IL-6-Level, bei den
Weibchen, konnte somit tatsachlich einen Einfluss auf die Kachexie und die
Muskelatrophie haben. Es konnte auch bereits durch Costelli et al. gezeigt werden,
dass in kachektischen Ratten durch Blocken von IL-6, der Abbau der Muskelmasse
verhindert werden konnte [381].

4.3 Einfluss der pharmakologischen Behandlung auf die Muskelatrophie
Muskelatrophie ist ein Kennzeichen der ALS. Die Anzahl der Motoneuronen, der
Astrozyten und Mikrogliazellen sowie die Inflammation konnen sich auf die
Muskelatrophie auswirken. Hierbei werden katabole Mechanismen induziert und
anabole Wege inhibiert. In dieser Arbeit wurden Proteinstoffwechselwege im GC-
Muskel, die bei der Atrophie als auch bei Kachexie eine Rolle zu spielen scheinen,
naher untersucht. Darlber hinaus ist bekannt, dass 3-AR in der Skelettmuskulatur
signifikant vertreten sind. Die 3,-AR sind dabei die vorherrschenden Rezeptoren im
Skelettmuskel, obwohl auch 7-10 % 3;-AR vorhanden sind [382][383]. Es kénnte also
sein, dass die [-Blocker-Behandlung auch einen direkten Einfluss auf die
Skelettmuskulatur bzw. auf die Muskelatrophie durch die 3-Blockade (Reduktion des
Proteinkatabolismus) und die partielle  Aktivierung (Aktivierung des

Proteinanabolismus) besitzt.

4.3.1 Auswirkung der Behandlung auf die Muskelfaser-Verteilung

Es tritt eine deutliche Muskelatrophie im GC-Skelettmuskel im G93A-SOD1-
Mausmodell auf. Dies konnte bereits Holzbauer et al. im GC von G93A-SOD1-Mausen
nachweisen [210]. WT-Tiere wiesen einen signifikant grof3eren Muskelfaserquerschnitt

und einen signifkant héheren Anteil an groRen GC-Muskelfasern als Placebotiere, in
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der vorliegenden Arbeit, auf. Interessanterweise beeinflusste die Anwendung mit
Rilutek, verglichen mit Placebotieren, in keinem Malflie den Anteil an grof3en
Muskelfasern. Allerdings bewirkte die Behandlung der M&nnchen mit 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol durchschnittlich grof3ere Muskelfasern und es zeigte sich eine positive
Verschiebung zum hoheren Anteil an gro3en GC-Muskelfasern. Bei den weiblichen
Tieren fihrte die Behandlung mit den hoheren Dosen R- und S-Oxprenolol, im
Vergleich zu Placebotieren, zu einem groBeren Muskelfaser-Querschnitt und einem
héheren Anteil an grol3en GC-Muskelfasern. Demnach scheint die Behandlung mit den
hoéheren Dosen der Oxprenolol-Enantiomere die Verteilung der GC-Muskelfasern
positiv zu beeinflussen und die Muskelatrophie abzuschwéchen. Die unterschiedliche
Wirkungsweise bei den Mannchen und Weibchen konnte auf die verschiedenen
pharmakokinetischen Eigenschaften der R- und S-Form beruhen. Denn die

Stereoselektivitat kann auch durch das Geschlecht beeinflusst werden [354].

4.3.2 Behandlungseffekte auf katabole und anabole Mechanismen

Eine mogliche Erklarung fir die Verringerung der Muskelatrophie im GC kénnte auch
der Myostatin-Signalweg sein. Zunachst konnte festgestellt werden, dass die relative
Myostatin-Proteinexpression im GC von Placebotieren, im Vergleich zu gesunden
Tieren, signifikant angestiegen ist. Durch die Behandlung der Mannchen mit R- und S-
Oxprenolol kam es zu einer signifikanten Reduktion des inaktiven Myostatin-Levels,
verglichen mit Placebos, aber zu keiner Veranderungen des aktiven Myostatins. Die
Behandlung der Mannchen zeigte weder einen signifikanten Einfluss auf Follistatin, als
Myostatin-Inhibitor, noch auf ActRIIB, der als Bindungsrezeptor fir Myostatin agiert.
Dennoch lag phosphoryliertes SMAD2/3 (pSMAD2/3) runterreguliert vor, was eine
Inhibtion des Akt-Signalweges und somit eine verminderte Atrophie auslésen kann.
Vermutlich wurde SMAD2/3 durch SMAD7 phosphoryliert und nicht direkt durch die
Myostatin-Signalkaskade Uber ActRIIB. Myostatin kann namlich auch die Expression
von SMAD?7 induzieren, was eine Phosphorylierung von SMAD2 verursachen kann
[230]. Die mikroskopische Analyse der Muskelatrophie bei den Weibchen korreliert
positiv mit den Ergebnissen aus der Untersuchung der Myostatin-Signalkaskade. Die
Expression von inaktivem sowie aktivem Myostatin reduzierte sich signifikant, aufgrund
der Behandlung mit S-Oxprenolol. Auch die Verwendung von R-Oxprenolol
verursachte eine verminderte Expression von Myostatin, jedoch keine signifikante. Im
tumorinduzierten Yoshida Hepatoma Ratten-Modell konnte auch durch die S-Form des
3-Blockers Pindolol (Espindolol) eine Reduktion des inaktiven sowie aktiven Myostatin-
Proteinlevels im GC erzielt werden [384]. Die gesenkte Myostatin-Proteinexpression
bei den Weibchen kdnnte dazu beigetragen haben, die GC-Muskelmasse, wie in dieser

Arbeit gezeigt, zu erhbhen. Interessanterweise zeigte die Studie von Holzbaur et al.
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auch eine Verlangsamung der Muskelatrophie durch eine Myostatin-Inhibition [210].
McPherron et al. konnten zusatzlich zeigen, dass die Inhibition von Myostatin zu einer
Muskel-Hypertrophy filhren kann [385]. Der verminderte ActRIIB-Proteinlevel nach
Behandlung mit R- und S-Oxprenolol resultierte vermutlich aufgrund der reduzierten
Myostatin-Expression. Die Behandlung der Weibchen scheint aber keinen Effekt auf
die Follistatin-Expression zu besitzen. Jedoch erhéhte sich die phosphorylierte Menge
an SMAD2/3 signifikant bei der Anwendung von R-Oxprenolol, was eine gesteigerte
Atrophie nach sich ziehen kénnte. S-Oxprenolol scheint, im Vergleich zu Placebotieren,
keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von SMAD2/3 zu haben. Allerdings konnte
auch keine Anderung von Placebotieren zu WT-Tieren festgestellt werden, weshalb es

schwer ist eine eindeutige Aussage Uber den Einfluss der Behandlung zu treffen.

Die Proteinexpression des Atrophiemarkers MuRF1 war in Placebo-behandelten
Mannchen gegenlber gesunden Tieren signifikant erhtht, was eine gesteigerte
Muskelatrophie impliziert. Die Behandlung der mannlichen Tiere mit beiden Dosen S-
Oxprenolol bewirkte eine signifikante Reduktion der MuRF1-Expression, was
vermutlich zu einer reduzierten Induktion der Muskelatrophie flihrte. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen gesunden und kranken Weibchen bezuglich der
MuRF1-Expression. Rilutek besitzt weder in Weibchen noch in Mannchen einen
signifikanten Einfluss auf die MuRF1-Expression. Die Expressions-Analyse eines
anderen Atrophie-Auslosers, MAFbx, ergab bei den mannlichen Tieren keine
Veranderungen zwischen gesunden WT-Tieren und kranken G93A-SOD1-Mausen.
Allerdings erhoht die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol signifikant die MAFbx-
Expression im Vergleich zu Placebotieren. Interessanterweise konnte aber bei den
weiblichen Tieren eine signifikante Induktion der MAFbx-Proteinexpression im GC von
kranken G93A-SOD1-Mausen gegeniuber gesunden Tieren festgestellt werden. Die
Behandlung mit 20 mg/kg/d S-Oxprenolol beeinflusste die MAFbx-Expression durch
eine Reduktion am starksten. Rilutek besitzt keinen Einfluss auf die MAFbx-
Expression. Es scheint so, als ob bei den Mannchen die MuRF1- und bei den
Weibchen die MAFbx-Regulierung eine entscheidene Rolle spielt und die S-
Oxprenolol-Behandlung den positivsten Einfluss auf die Muskelatrophie der kranken
Tiere hat. Allerdings waren die MAFbx- und MuRF1-Expressionslevel bei ALS-
Patienten-Studien ebenfalls mal erhoht und mal erniedrigt [344][386]. In der
vorliegenden Arbeit ist die MAFbx-Proteinexpression, in der Gesamtheit betrachtet,
durch die Behandlung unverandert geblieben. Vermutlich kommt das durch die
ebenfalls unverénderte FoxO3a-Expression zustande (siehe unten). Denn in der

Literatur ist beschrieben, dass FoxO3a, vorrangig die Expression von MAFbx im
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Muskel auslosen kann [230]. Dartber hinaus gibt es auch noch andere E3-Ligasen, die
die Atrophie induzieren kénnen wie z.B. TRIM32 [263], FBXO40 [264], TRAF6 [266],
MUSAL1 [267] oder wie kiirzlich erst entdeckt, Fbxo31 [268].

Weiterhin war es interessant herauszufinden, warum MuRF1 bei den Mannchen und
MAFbx bei den Weibchen vorrangig einen Effekt zeigte und durch die Behandlung
beeinflusst wurden. Daflr wurde der Akt-Signalweg naher untersucht. Des Weiteren ist
auch bekannt, dass Myostatin u.a. die Phosphorylierung von Akt reguliert und Akt
wiederum einen Einfluss auf FoxO ausiiben und Uber diesen Weg den Anabolismus
der Skelettmuskulatur beeinflussen kann. Das heil3t, die Phosphorylierung und damit
auch die Aktivierung von Akt verursacht die Hemmung der FoxO-vermittelten
Transkription von Atrogenen. Die Phosphorylierung von Akt am Threonin (Thr) 308
nahm jedoch bei den WT-Tieren, verglichen mit Placebos, leicht ab bzw. stieg nicht
signifikant an. Die Akt-Phosphorylierung am Serin (Ser) 473 hingegen war bei den WT-
Tieren, im Vergleich zu den Placebotieren, signifikant erhoht. Dobrowolny et al.
konnten ebenfalls eine Erh6hung der Akt-Phosphorylierung an Ser473 spezifisch in
Muskeln bei WT-Méausen im Gegensatz zu G93A-SOD1-Méausen feststellen [244]. Fur
eine maximale Aktivierung von Akt ist allerdings die Phosphorylierung an beiden
Aminosaureresten erforderlich. Aufgrund der Resultate ist demnach zu vermuten, dass
es zu keiner erheblichen Aktivierung von Akt gekommen ist, was die Ergebnisse der
verwendeten Behandlungsgruppen nicht zuverldssig einordnen lasst. Jedoch
diskutierte Vadlakonda et al. schon 2013 die unterschiedlich nachgeschalteten Wege
durch die Phosphorylierung an den verschiedenen Akt-Stellen [387]. So publizierten
Kwiatkowski und Manning [388], dass die Phosphorylierung am Thr308 auf die
Proteinsynthese abzielt, wohingegen die Akt-Phosphorylierung am Ser473, der Studie
von Guo et al. nach [389], die FoxO-Proteine beeinflusst und laut Guan et al. [390] anti-
apoptotische und zelliberlebende Signalwege fordert. Es kdnnte also sein, dass die
separaten Phosphorylierungen doch einen Einfluss ausiiben kdnnen. Die Analyse der
Phosphorylierung von FoxO1 ergab bei den WT-Tieren, verglichen mit Placebotieren,
eine signifikante Erhéhung. Die Behandlung mit S-Oxprenolol, verglichen mit der
Placebogruppe, zeigte eine Steigerung der FoxO1l1-Phosphorylierung, d.h. es war
weniger total FoxO1 vorhanden. Eine Studie von Kamei et al. zeigte, dass eine erhéhte
Expression von FoxO1 im Skelettmuskel eine Kdrpergewichts- sowie Muskelmassen-
Abnahme bewirken kann [234]. Dartber hinaus, wurde durch McLoughlin et al.
publiziert, dass apoptotische Gene durch FoxOl1 bei der Muskelatrophie induziert
werden [391]. Des Weiteren kénnte es sein, dass FoxOl einen Einfluss auf die

Myostatin-Expression nahm, denn interessanterweise kann FoxO1l auch die
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Expression von Myostatin regulieren [392]. Somit hat die reduzierte FoxO1-
Proteinmenge wohl einen positiven Effekt auf die GC-Muskelmasse durch die
Behandlung mit S-Oxprenolol. Wie oben beschrieben wiesen die méannlichen Tiere
durch die Behandlung mit beiden Dosen S-Oxprenolol eine signifikant reduzierte
MuRF1-Expression im GC auf. Auffallig ist, dass die FoxO1-Phosphorylierung bei den
Méannchen durch die Behandlung mit beiden Dosen S-Oxprenolol signifikant
angestiegen ist, was heil3t, dass signifikant weniger total FoxOl vorhanden war.
Demnach kénnte es sein, dass der reduzierte FoxO1-Level eine verringerte Expression
von MuRF1 bewirkte. Bei den Weibchen war das nicht der Fall. Die relative FoxO3a-
Phosphorylierung hingegen wies keine Anderung von WT zu Placebos auf, weshalb
davon ausgegangen werden kann, dass es zu keiner Induktion der FoxO3a-
Phoshorylierung und damit zur Inaktivierung gekommen ist. Bei den mannlichen Tieren
wurde zwar eine signifkante Runterregulierung der FoxO3a-Phosphorylierung
beobachtet, was aber schlecht zu interpretieren ist, aufgrund der grundsatzlichen
gleichbleibenden relativen Werte der FoxO3a-Phosphorylierung bei den WT-Tieren, im
Vergleich zu Placebos. S-Oxprenolol scheint auch hier den grof3ten Effekt zu haben
und die Proteindegradation und damit die Muskelatrophie zu hemmen. Die Behandlung
mit Riluzol hat weder einen Einfluss auf die Akt-, noch auf die FoxO1- oder FoxO3a-
Phosphorylierung. Die FoxO-Expression wird in diesem Fall also vermutlich nicht tber
Akt reguliert. Neben Akt besitzt aber auch noch eine andere Proteinkinase, AMPK, bei
anabolen Stoffwechselvorgangen eine wichtige Funktion. AMPK schiitzt die Zelle vor
ATP-Mangel und reguliert den Energiehaushalt der Zelle. AMPK wird durch den AMP-
und ATP-Spiegel in der Zelle reguliert und durch Phosphorylierung aktiviert. Die
AMPK-Aktivierung induziert eine Inhibtion von ATP-verbrauchenden Signalwegen.
Interessanterweise wurden bisher noch keine Untersuchungen beziiglich der putativen
Veranderungen von AMPK in der Skelettmuskulatur in Bezug auf ALS publiziert. In
dieser Arbeit wurde allerdings festgestellt, dass im Allgemeinen bei den gesunden WT-
Tieren, im Vergleich zu den kranken Placebotieren, eine verminderte AMPK-
Phosphorylierung im GC vorliegt, was vermuten lasst, dass diese Tiere eine normale
ATP-Konzentration besitzen und somit der Energiehaushalt im Gleichgewicht ist. Durch
die Behandlung mit Rilutek und beiden Dosen S-Oxprenolol kommt es zu einer
Reduktion der AMPK-Phophorylierung, weshalb angenommen werden kann, dass wie
bei WT-Tieren ein ausgewogener Energiehaushalt vorliegt, im Vergleich zu den
kranken Tieren, die eine hohe AMPK-Phosphorylierung im GC aufwiesen. Nakashima
et al. konnten bereits zeigen, dass eine AMPK-Aktivierung die Proteindegradation von
Myofibrillen stimulieren kann [393]. Des Weiteren ist bekannt, dass AMPK die

Autophagy aktivieren kann [394][395], um so Energie fir die Zelle zu produzieren.



Diskussion 117

Daher lasst sich schlussfolgern, dass die signifikante Reduktion der AMPK-
Phosphorylierung/Aktivierung durch die Behandlung mit Rilutek und S-Oxprenolol zu
einer Inhibition der Proteindegradation im GC geflhrt hat und es dadurch zu einer
verminderten Muskelatrophie gekommen ist. Interessanterweise konnte auch die
FoxO-Regulation Gber AMPK gesteuert gewesen sein. Canto et al. beschrieben in
einer Studie, dass AMPK eine Deacetylierung und damit die Aktivierung von FoxO1
und FoxO3 im Muskel bewirken kann [396]. Demnach kdnnte die reduzierte AMPK-
Aktiverung zu der signifikant erhthten FoxO1l1-Phosphorylierung, d.h. zu einem

erniedrigten total FoxO1-Konzentration im GC, gefiihrt haben.

Neben der Expression von Atrogenen sind fur die Muskelatrophie ebenso das UPS,
Apoptose und Autophagie von entscheidener Bedeutung. Des Weiteren stehen diese
Prozesse eng miteinander in Beziehung. Es ist bekannt, dass das UPS und die
Autophagie im Zusammenspiel die intrazellulare Akkumulation von mutierten SOD1-
Aggregraten entfernen [397]. Des Weiteren deuten einige Studien daraufhin, dass
zwischen Apoptose und Autophagie eine Interaktion besteht [398][399]. Zun&chst
konnte festgestellt werden, dass bei den G93A-SOD1-Méausen das UPS im GC, im
Vergleich zu gesunden WT-M&usen, aktiviert wird. Dabei scheint es aber so, als ob die
Aktivierung des UPS bei den Weibchen eine gréRere Rolle spielt. Die UPS-Aktivitat
war bei den kranken Placeboweibchen, verglichen mit gesunden Tieren, signifikant
erhoht. Im Gegensatz dazu konnte bei den Mannchen nur ein leichter Anstieg der
UPS-Aktivitdt beobachtet werden. Allerdings wurde 2015 eine Studie veroffentlicht, in
der die UPS-Aktivitdt, zum gleichen Zeitpunkt wie in dieser Arbeit, bei G93A-SOD1-
Mausen signifikant gesenkt war. Olivan et al. postulierten, dass die Proteasom-Aktivitat
am Anfang der ALS eine entscheidenere Rolle spielt als am Ende [400]. Hinzu kommt,
dass die Autoren beobachten konnten, dass die Aktivierung der Autophagie zum Ende
der ALS zunimmt. Es scheint also so, als ob die Induktion der Autophagie und des
UPS abhangig von der ALS-Krankheitsstufe ist. Im kachektischen Rattenmodell
Yoshida Hepatoma jedoch konnte ebenfalls, im Vergleich zu nicht kachektischen
Ratten, eine Aktivierung des UPS im GC durch die signifikante Erhéhung der Trypsin-,
Chymotrypsin- und PGPH-&hnlichen  Aktivitdt festgestellt werden  [401].
Interessanterweise bewirkte die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, verglichen
mit Placebotieren, einen signifikanten Anstieg der UPS-Aktivitat bei den Mannchen. Die
Behandlung mit der hoheren Dosis S-Oxprenolol erhdhte, im Vergleich zur
Placebogruppe, ebenfalls die UPS-Aktivitat. Rilutek besitzt bei beiden Geschlechtern
keinen signifikanten Einfluss auf die Chymotrypsin-ahnliche und PGPH-Aktivitat.

Allerdings konnte festgestellt werden, dass durch die Rilutek-Behandlung, verglichen
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mit Placebos, die Trypsin-ahnliche Aktivitat reduziert wurde. Demnach scheint die
Behandlung mit den [3-Blockern keinen positiven Einfluss auf die UPS-Aktivitat bei den
Méannchen zu haben. Ohnehin konnte bei den behandelten Mannchen, im Vergleich zu
den Placebos, auch keine starke Abschwachung der GC-Muskelmasse festgestellt
werden. Bei den Weibchen hingegen scheint die Behandlung mit R- und S-Oxprenolol
einen Effekt auf die UPS-Aktivitdt zu haben. Durch R- und S-Oxprenolol wurde die
UPS-Aktivitat, bei der Trypsin-dhnlichen Aktivitdt sogar signifikant, gegeniber den
Placebotieren, gesenkt. Die Reduktion der UPS-Aktivitét ist aber vermutlich nicht auf
einen geringeren Proteinlevel vom Ubiquitin zurlickzuftihren, denn der Ubiquitin-
Proteinlevel hat sich weder bei den Mannchen noch bei den Weibchen signifikant
durch die Behandlung verandert. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die
Behandlung mit den 3-Blockern bei den Weibchen effektiver zu sein scheint als bei den
Mannchen. Die reduzierte UPS-Aktivitat im GC bei den Weibchen lasst vermuten, dass
auch die Proteindegradation im GC sinkt und deshalb auch die GC-Muskelmasse, wie
beschrieben, signifikant hoher war als bei Placebotieren. Ahnliche Ergebnisse konnten
bei der Aktivitdtsanalyse der Effektorcaspasen-3 und -6 im GC beobachtet werden. Es
kam zu einer Induktion der Apoptose in kranken G93A-SOD1-M&usen. Die gesunden
WT-Tiere wiesen einen gesenkten Aktivitatslevel der Caspasen-3 und -6 gegeniiber
den Placebotieren auf. Eine erhdhte Caspase-3-Aktivitdt konnte bereits durch
Dobrowolny et al. in Muskeln der G93A-SOD1-Maus gezeigt werden [244]. Ziel war es
durch die Behandlung die Caspase-Aktiviat zu senken, denn es wurde bereits
publiziert, dass Caspase-3 Proteasomen in Myotuben aktivieren kann [402]. Es konnte
auch schon bewiesen werden, dass eine Inhibition von Caspase-3 die Proteolyse in
Muskeln von Ratten reduziert [403]. Bei den Mannchen kam es allerdings zu einer
signifikanten Caspase-3- und zu einer Caspase-6-Aktiviatssteigerung im GC durch die
Behandlung mit R- und S-Oxprenolol. Interessanterweise wurde im G93A-SOD1-
Mausmodell in einer kirzlich erschienenen Studie von Hogg et al. festgestellt, dass
Caspase-6 eine protektive Wirkung im ZNS besitzt und die Motorik verbessert [404].
Wie bereits unter Punkt 4.2.3 geschildert, besteht zwischen Motoneuronen und
Muskeln eine enge Kommunikation. Daher kénnte es durchaus sein, dass die erhdhte
Caspase-6-Aktiviat im GC durch die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol
ebenfalls eine protektive Wirkung besitzt. Denkbar ware auch, dass die signifikant
erhohte Caspase-3-Aktivitdt im GC bei den Mannchen durch die Behandlung mit
beiden Dosen S-Oxprenolol eine protektive Wirkung hat. Im Gegensatz dazu war die
Caspase-3-Aktivitat bei den Weibchen durch die 3-Blocker-Behandlung gesenkt, wobei
die hdhere Dosis S-Oxprenolol den gréf3ten Effekt zeigte und die Caspase-3-Aktiviat,

im Vergleich zu Placebotieren, reduzierte. Somit ist anzunehmen, dass es durch die
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behandlungsbedingte Hemmung der Caspase-3 zu einer reduzierten GC-Muskel-
Proteolyse bei den Weibchen kommt. Es ist bekannt, dass bei fortgeschrittener
Muskelatrophie die Caspase-abhangige Apoptose in  Muskeln parallel zur
Motoneurondegeneration vermehrt aktiviert wird [244]. Daher kdnnte es sein, dass die
reduzierte Caspase-3-Aktivitat im GC bei den Weibchen durch die Behandlung mit 20
mg/kg/d S-Oxprenolol darauf beruht, weil auch die Motoneuronendegeneration durch
20 mg/kg/d S-Oxprenolol gesenkt wurde. Allerdings haben Dobrowolny et al. auf
Proteinebene bei WT-Tieren, im Vergleich zu G93A-SOD1-Mausen, einen erhdhten
Procaspase-3-Level beobachtet [244], was gegensatzlich zu den Ergebnissen in dieser
Arbeit ist. Daher kbnnte es sein, dass die Aktivitdtssenkung bei den Weibchen aus
einem geringeren Procaspase-3-Level im GC beruht. Dennoch konnte in einer anderen
Publikation gezeigt werden, dass der Procaspase-3-Level im Skelettmuskel zum
gleichen Zeitpunkt der ALS-Progression, wie in dieser Arbeit, bei den WT-Tieren
signifikant gesenkt war, was die Ergebnisse aus dieser Arbeit bestatigen wirde.
Allerdings postulierten die Autoren auch, dass keine Apoptose-Aktiviat in der
Skelettmuskulatur von G93A-SOD1-Mausen zu finden ist [400]. Die Caspase-6-Aktiviat
in den behandelten Weibchen, verglichen mit der Placebogruppe, blieb unverandert.

Neben dem UPS und der Apoptose spielt die Autophagie bei der Muskelatrophie eine
bedeutende Rolle. In der vorliegenden Arbeit waren die Expressionslevel von Beclin-1,
ATG12 und das Verhdltnis von LC3II/LC3I auf Proteinebene bei den kranken
Placebotieren, im Gegensatz zu den gesunden WT-Tieren, erhtht. Daher scheint die
Autophagie im GC bei der ALS induziert zu sein. Capitanio et al. machten die gleichen
Beobachtungen und postulierten eine Autophagie-Induktion im GC in der spaten Phase
der ALS [343]. Wir konnten ebenfalls schon zeigen, dass unter kachektischen
Bedingungen die Autophagie im GC erhdht ist. Allerdings war, im Gegensatz zu Beclin-
1 und ATG12, nur das Verhaltnis vom LC3I/LC3II-Proteinlevel signifikant erhdht [310].
Die Beclin-1-Proteinexpression wird durch die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-
Oxprenolol herabgesetzt. Die Proteinexpression von ATG12 hingegen wurde kaum
durch die Behandlung mit den 3-Blockern R- und S-Oxprenolol beeinflusst. Es kam
eher zu einem negativen Effekt durch die Behandlung mit 10 mg/kg/d S-Oxprenolol,
indem die Proteinexpression von ATG12 erhéht vorlag, was bedeutet, dass in diesem
Fall héchstwahrscheinlich die Autophagie und damit der Proteinabbau verstarkt wurde.
Allerdings fiihrte auch die Behandlung mit 20 mg/kg/d R-Oxprenolol, wie bei Beclin-1,
zu einer Minderung der relativen Menge von LC3-Il. S-Oxprenolol bewirkte ebenfalls
eine  Reduzierung des  LC3-ll/LC3-I-Proteinverhaltnisses auf  WT-Niveau.
Interessanterweise konnte in myosin light chain (MLC)/G93A-SOD1-Mausen, in

welcher die Uberexpression von mSOD1 auf die Skelettmuskulatur beschrankt ist,
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gezeigt werden, dass die Inaktivierung von LC3 zu einer Verbesserung des
Muskelphanotypes fuhrte [405]. Es scheint also so, dass sich die Behandlung mit R-
und S-Oxprenolol positiv auf die Autophagie ausgewirkt hat.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass R- und S-Oxprenolol sehr gute
Kandidaten sind, um die ALS-assoziierte Kachexie zu behandeln und sogar
lebensverlangernd wirken. Zudem haben die hier verwendeten [3-Blocker, die schon
Jahre lang beim Patienten angewendet werden, wenige Nebenwirkungen [331]. S-
Oxprenolol scheint in dieser Arbeit effektiver als R-Oxprenolol zu sein. Allerdings
bedarf es noch weitere Untersuchungen. Die positiven Eigenschaften des S-
Enantiomer angereicherten Oxprenolols wurden in einem Patent von Coats et al. fur
u.a. der Behandlung von Kachexie [406] und ALS [407] bereits kiirzlich beschrieben.
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6 ANHANG

Verlaufsstudie

Tabelle 31: Auswertung der Muskelgewichte in der Verlaufsstudie. Angaben als Mittelwert +
SEM. **: p<0,01 vs. ALS-Tiere 0 Tage nach Erstsymptomatik, ***; p<0,001 vs. ALS-Tiere 0
Tage nach Erstsymptomatik. BAT= Braunes Fettgewebe, GC= Musculus gastrocnemius, TA=
Musculus tibialis anterior, EDL= Musculus extensor digitorum longus.

Tage nach 0 10 20 30 41 final
Erstsymp-
tomatik
Herz [mg] 106,5+6,2 120,3t4,2 117,1+3,4 121,7+3,3 114,4+3,5 100,5t3,4
BAT [mg] 56,0+6,7 50,934 69,5446 57,2449 59,61£3,1 41,242 4*
GC [mg] 91,945,2 79,9453 90,2+7,4 74,2+6,6 53,2+4*** A7 T+3***
Soleus [mg] 7,5%£0,4 8,310,3 7,510,4 7,910,7 7,1+0,4  5,7+£0,3**
TA [mg] 29,9123 29,8+1,6 31,2+2,0 32,3+2,3 27,4t1,6 22,8%+1,1*
EDL [mg] 8,2+0,5 9,3+0,5 8,8+0,7 8,3+0,6 7,9+0,4*  6,9+0,2***

Vergleichsstudie

Tabelle 32: Ergebnisse der Western Blot-Analysen beziiglich der Myostatin-Signalkaskade vom
GC in der Vergleichsstudie. Gruppen: WT, Placebo, Rilutek (30 mg/kg/d), R-Oxprenolol (20
mg/kg/d) und S-Oxprenolol (10 mg/kg/d, 20 mg/kg/d). Ergebnisse sind als relative Werte
angegeben. Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo, ***:
p<0,001 vs. Placebo. Plac.= Placebo, Ril.=Rilutek, Ox.= Oxprenolol.

Gruppe [mg/kg/d] WT Plac. Ril. [30] R-Ox.[20] S-Ox.[10] S-Ox.[20]
Mannchen+Weibchen
Anzahl [n] 12 10 10 9 9 9
Myost. 52 kDa  0,55+0,08**  1,00+0,11 1,03#0,13  0,73#0,11 0,74+0,09 0,61+0,07**
Myost. 26 kDa 0,23+0,04*** 1,00+0,19 1,194#0,19 0,76+0,09 0,72+0,10 0,84+0,14
Anzahl [n] 12 10 9 9 9 10
Follistatin 0,28+0,06** 1,00+0,34 1,15+0,27  1,42+0,32 1,15+0,22  0,76+0,04
Anzahl [n] 10 8 10 9 9 10
ActRIIB 0,58+0,14 1,00+0,25 1,08+0,09 0,92+0,16 0,98+0,11 1,14+0,11
Anzahl [n] 11 10 10 9 10 10
pSMAD2 0,65+0,06 1,00+0,22 0,73#0,09  1,13+0,15 0,71+0,06 0,80+0,05
Mannchen WT Plac. Ril. [30] R-Ox. [20] S-Ox.[10] S-Ox.[20]
Anzahl [n] 6 5 5 4 4 5
Myost. 52 kDa 0,35+0,03** 1,00+0,23 0,95+0,25 0,48+0,03* 0,58+0,07 0,53+0,04*
Myost. 26 kDa 0,25+0,04** 1,00+0,26 2,76+0,53* 1,11+0,17 1,49+0,40 1,80+0,45
Anzahl [n] 6 5 4 4 4 5
Follistatin 0,39+0,06* 1,00+0,30 1,10+0,29  1,31+0,04 1,62+0,30 1,50+0,11
Anzahl [n] 5 4 5 5 5 5
ActRIIB 0,61+0,36 1,00+0,62 1,89+0,28 2,42+0,09 1,98+0,35 2,50+0,39
Anzahl [n] 5 5 5 4 5 5
pSMAD2 0,46+0,06* 1,00+0,28 0,51+0,11 0,55+0,04* 0,50+0,03** 0,53+0,04*
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Weibchen WT Plac. Ril. [30] R-Ox.[20] S-Ox.[10] S-Ox.[20]
Anzahl [n] 6 5 5 5 5 4

Myost. 52 kDa 0,68+0,03** 1,00+0,06 1,08+0,08  0,84+0,07 0,81+0,05* 0,69+0,01*
Myost. 26 kDa 0,23+0,02** 1,00+0,13 0,62+0,14  0,61+0,08 )J,45+0,05** 0,47+0,09*
Anzahl [n] 6 5 5 5 5 5
Follistatin 0,25+0,07* 1,00+0,39 1,09+0,20 1,35%#0,24 0,95+0,22 0,53+0,04
Anzahl [n] 5 4 5 4 4 5
ActRIIB 0,56+0,09 1,00+0,11 0,80+0,07 0,34+0,16 0,62+0,07 0,68+0,06
Anzahl [n] 6 5 5 5 5 5
pSMAD2 1,03+0,15 1,00+0,19 1,18+0,17 2,20+0,26** 1,13+0,18 1,37%0,10

Tabelle 33: Ergebnisse der Western Blot-Analysen bezlglich Atrophie vom GC in der
Vergleichsstudie. Ergebnisse sind als relative Werte angegeben. Angaben als Mittelwert +
SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo.

Behandlung Tiere [n] MuRF1 Tiere [n] Mafbx
Mannchen und Weibchen

WT 12 0,95+0,02 12 0,61+0,05

Placebo 10 1,00+0,08 8 1,00+0,22

30 mg/kg/d Rilutek 10 0,73+0,12 10 1,07+0,17
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 9 0,96+0,05 9 1,14+0,14
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 9 0,83+0,08 8 0,94+0,14
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 9 0,85%0,09 11 0,84+0,13

Mannchen

WT 6 0,79+0,03* 6 1,13+0,07

Placebo 5 1,00+0,06 4 1,00+0,18

30 mg/kg/d Rilutek 5 0,58+0,18 5 1,43+0,20
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 4 0,89+0,03 4 2,14+0,24*
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 4 0,54+0,02* 4 1,39+0,16
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 5 0,64+0,09* 5 1,10+0,06

Weibchen

WT 6 1,17+0,03 6 0,46+0,05**

Placebo 5 1,0040,10 4 1,00+0,07

30 mg/kg/d Rilutek 5 0,95+0,15 5 0,96+0,12
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 5 1,08+0,07 5 0,83+0,15
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 5 1,21+0,11 4 0,80+0,08
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 4 1,17+0,18 6 0,72+0,10

Tabelle 34: Auswertung der Ubiquitin-Proteasom-Aktivitat [nmol/mg/min] im GC in der
Vergleichsstudie. Angaben als Mittelwert + SEM. *: p<0,05 vs. Placebo, **: p<0,01 vs. Placebo.
PGPH= Petidyl-glutamyl-peptid Hydrolase

Behandlung/Aktivitat

Chymotrypsin
[nmol/mg/min]

PGPH

[nmol/mg/min]

Trypsin

[nmol/mg/min]

Mannchen und Weibchen

[n]

[n]

[n]

WT 763£70** 13 561+34* 13 611+79* 13

Placebo 1438+164 8 955+142 8 1327+162 8

30 mg/kg/d Rilutek 15934261 9 1143+146 10 1002+124 10
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  1891+167 8 1177+103 8 1381+122 8
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  1272+160 8 1008+152 8 1002+147 8
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  1430+110 11 1086194 11 1003+81 11
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Mannchen [n] [n] [n]

WT 697+119 7 581+56 7 793+102 7

Placebo 1040+132 4 590+48 4 909+53 4

30 mg/kg/d Rilutek 998+117 5 795+103 5 686+60* 5
20 mg/kg/d R-Oxprenolol ~ 2187+183* 4 1337+120* 4 1603+138* 4
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  999+149 4 778+141 4 792+161 4
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  1246+135 6 967+93** 6 956+107 6
Weibchen [n] nj [n]

WT 840+58** 6 537+£39** 6 398+35* 6

Placebo 1837454 4 1320+55 4 1744154 4

30 mg/kg/d Rilutek 23371232 4 1492+159 5 1318+122* 5
20 mg/kg/d R-Oxprenolol  1594+196 4 1017+133 4 1159+131* 4
10 mg/kg/d S-Oxprenolol  1544+219 4 1239+229 4 1212+212* 4
20 mg/kg/d S-Oxprenolol  1650+129 5 1230+161 5 1059+132* 5

Tabelle 35: Auswertung der Caspase-3-

Vergleichsstudie. Angaben als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05 vs. Placebo.

und -6-Aktivitat [nmol/mg/min] im GC in der

Behandlung/Aktivitat

Caspase 3
[nmol/mg/min]

Caspase 6
[nmol/mg/min]

Méannchen und Weibchen [n] [n]
WT 7,2+0,9* 6  155,9+17,1* 8

Placebo 13,1+2,5 7 243,9+33,4 7

30 mg/kg/d Rilutek 12,1415 8  269,8+13,7 8
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 15,2+1,9 8 317,7+£33,0 8
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 17,1+1,9 8 341,1+19,6* 8
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 16,4+2,1 7 298,2+26,8 8
Méannchen [n] [n]

WT 1,9+1,9 2 181,3+13,9 2

Placebo 9,7+0,7 4 225,1+25,4 4

30 mg/kg/d Rilutek 10,9£1,5 4 248,7+14,5 4
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 13,0£2,1 4 246,5+39,9 4
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 18,7+2,4* 4 356,6+39,0 4
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 19,0+2,9* 4 302,6+35,8 4
Weibchen [n] [n]

WT 7,9+0,8 5 147,5+21,9 6

Placebo 17,745,0 3 268,9+77,4 3

30 mg/kg/d Rilutek 13,3+2,7 4 291,0£19,1 4
20 mg/kg/d R-Oxprenolol 17,4£3,0 4 388,9+9,9 4
10 mg/kg/d S-Oxprenolol 15,4+3,0 4 325,6+10,7 4
20 mg/kg/d S-Oxprenolol 12,8+1,3 3 293,9t454 4
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