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B. Einfiihrung

1. Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind gekennzeichnet durch den fortschreitenden
Verlust von Nervenzellen in bestimmten Hirnregionen. Die klinische Symptomatik ist
vielgestaltig. Haufig zeigen die Patienten Gedachtnis- und/oder Bewegungsstorungen
(1).

Fehlgefaltete und aggregierte Proteine sind das gemeinsame Merkmal der Pathogenese
der meisten neurodegenerativen Erkrankungen (2). In der Krankheitsentstehung dieser
Erkrankungen geht man davon aus, dass Aggregatszwischenstufen, sogenannte
Oligomere, die aus Markomolekiilen mit wenigen Einheiten bestehen, mit dem
Nervenzelltod in Zusammenhang stehen (3).

Die Pathogenese unterscheidet sich bei unterschiedlichen neurodegenerativen
Erkrankungen durch die Art der abgelagerten Proteine. Zum Beispiel findet man bei
transmissiblen spongiformen Enzephalopathien Aggregate von Prion-Proteinen und bei
Morbus Alzheimer (AD), als haufigster neurodegenerativer Erkrankung unserer Zeit,
Tau-Protein- intrazellular und Amyloid-f3-Aggregate extrazellular.

Bei Synucleinopathien, zu denen der Morbus Parkinson (PD) gehort, liegen a-Synuclein-

Aggregate im Zytoplasma der Neuronen vor (2).

2. Der Morbus Parkinson

Morbus Parkinson (PD) ist die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung und die
haufigste Synucleinopathie. Zu diesen gehoren weiter die Demenz mit Lewy-
Korperchen (DLB) und die multiple Systematrophie (MSA) (4). DLB wie auch PD sind
durch Lewy-Korperchen (Lewy Bodies, LB) in den Neuronen charakterisiert. LB sind
Zelleinschliisse im Zytoplasma, die oft in Kernnahe entdeckt werden. Sie bestehen aus a-
Synuclein und anderen Proteinablagerungen. LB werden in den betroffenen
Hirnregionen gefunden, z.B. in den Zellen der Substantia nigra, aber auch in kortikalen
Nervenzellen. MSA zeichnet sich durch sogenannte glial cytoplasmic inclusions (GCI) in
den Gliazellen (2) aus. Findet man Ablagerungen von aggregiertem a-Synuclein in

Neuriten, spricht man von Lewy-Neuriten (5-8).



Neuropathologisch ist ein Hauptcharakteristikum von PD der Zelluntergang von
neuromelaninhaltigen dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta,
was zu einem dopaminergen Defizit und damit zu dem charakteristischen Phanotyp
fiihrt (8, 9). Neben dem Verlust der Substantia nigra kommt es auch zu Schadigungen in
anderen Gehirnarealen. Der Ort der Beeintrachtigung korreliert mit dem klinischen
Krankheitsbild. Der dorsale motorische Kern des Nervus glossopharyngeus, der Kern
des Nervus vagus und die anterioren olfaktorischen Kerne sind in einem friihen
Krankheitsstadium betroffen. Zu diesem Zeitpunkt sind die typischen motorischen
Symptome haufig noch gar nicht zu beobachten. Sie werden erst spater bei Befall des

Mittelhirns auffallig (8).

Die Diagnosesicherung der Parkinsonerkrankung erfolgt bis jetzt nach den Kriterien der
UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank. Sie verlangen neben den klassischen
Symptomen Rigor, Tremor und Bradykinese, die einseitig beginnende, persistierende
Asymmetrie, gutes Ansprechen auf Levodopa (L-Dopa) fiir langer als 5 Jahre und L-Dopa
induzierte Dyskinesien als positive Hinweise auf das Vorliegen von PD (10).

Die internationale Gesellschaft fiir PD und Bewegungsstorungen (Movement Disorder
Society MDS) hat neue Diagnosekriterien entwickelt, die PD im Prodromalstadium
erkennen sollen. Diese Kriterien werden zundchst nur fiir Forschungszwecke
angewandt. Das prodromale Stadium von PD wird von der MDS definiert, als ein
Stadium, in dem Symptome und Anzeichen fiir die Erkrankung vorhanden, aber noch zu
wenig ausgepragt sind, um eine sichere Diagnose nach den heute gingigen
Diagnosekriterien zu stellen. Mithilfe dieser neu definierten Kriterien kann man PD-
Patienten im Frithstadium mit > 80% Wahrscheinlichkeit richtig erkennen. Die
Voraussagen basieren auf Kalkulationen des individuellen Risikos von prodromalem PD
unter Verwendung einer Bayes-Klassifikation. Hierbei flief3t das Alter und das
Geschlecht in die Berechnung mit ein. Im Weiteren werden diagnostische Informationen
einbezogen. Die diagnostischen Informationen setzen sich aus Voraussagen zu
individuellen Risikofaktoren, wie Umweltfaktoren und genetischen Faktoren, und aus
Ergebnissen diagnostischer Tests zusammen. Diese wiederum beriicksichtigen
motorische und nicht-motorische klinische Symptome und ergdnzende diagnostische

Tests (76).



Das klinische Erscheinungsbild von PD tritt auf, wenn 60-70% der dopaminhaltigen
Zellen in der Substantia nigra pars compacta untergegangen sind (11). Der Verlust an
dem Neurotransmitter Dopamin betrdgt dann circa 70-80% und ist fiir die motorischen
Defizite von entscheidender Bedeutung (12). Physiologisch hat Dopamin eine
regulierende Funktion im nigro-striatalen System, bei Dopaminmangel kommt es zu
Dysfunktionen der sensomotorischen Basalganglienschleife und zur striatalen
Enthemmung (13). Es iiberwiegt dann der indirekte Motorik hemmende Weg. Dieser
fiihrt zu den Kardinalssymptomen von PD, ndamlich Rigor, Ruhetremor (3-5 Hz) und
Bradykinese (10). Der typische Tremor von Parkinson Patienten ist asymmetrisch und
manifestiert sich an den Handen. Ebenfalls typische Symptome sind gestorte posturale
Reflexe. Im Stadium vor dem Eintreten der beschriebenen Kardinalsymptome leiden
betroffene Patienten oft schon an pramotorischen Symptomen, wie der
Beeintrachtigungen des Geruchssinns, des Schlafverhaltens, des Vegetativums und an
Depressionen (13). Auch gastrointestinale und sexuelle Storungen kommen als Teil der
vegetativen Stérungen vor (17).

Die Chronologie des Symptomeintritts ist auf die beschriebenen betroffenen
Schadigungsorte im Gehirn zurtickzufiihren. Zunachst treten Stérungen zum Beispiel
durch Verlust olfaktorischer Neuronen auf, bevor es zu zentral gesteuerten motorischen
und im Verlauf zu kognitiven Symptomen wie Gedachtnisschwierigkeiten und

schliefdlich zu Demenz kommt (15).

2.1 Epidemiologie

Im Jahr 2005 waren weltweit circa 4,6 Millionen Menschen von PD betroffen.
In Deutschland sind ca. 0,1-0,3 % der Gesamtbevodlkerung betroffen, bei den liber
65-Jahrigen steigt der Anteil stark an. Die Krankheit manifestiert sich iiblicherweise

zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr (17).

In der Geschlechterverteilung zeigt sich, dass Mdnner eineinhalb bis zweimal haufiger
betroffen sind als Frauen. Ein Erklarungsversuch fiir diese Beobachtung ist, dass
Ostrogene einen protektiven Effekt auf die Entwicklung von PD haben. Frauen mit

Ovariektomie entwickeln eher PD als Frauen ohne diesen Eingriff.



Andere Erklarungen fiir die ungleiche Geschlechtsverteilung sind eine rezessive
Anfalligkeit fiir das X-Chromosom, Unterschiede im Eisenhaushalt und die

unterschiedlichen Lebensweisen von Mannern und Frauen (17, 18).

Die Fallzahlen der an PD erkrankten Patienten steigen immer weiter. Dies ist auf die
hohere Lebenserwartung der Bevolkerung zuriickzufithren. Beruhend auf einer
Pravalenzstudie erwartet man eine Steigerung der Parkinson-Fallzahlen um gut 100%
in den nachsten 15 Jahren, 2030 sollen bereits 9,3 Millionen Weltbiirger betroffen sein
(14).

Somit stellt PD eine grofRe Herausforderung fiir die zukiinftige, durch Uberalterung und
stetiges Wachstum gekennzeichnete Weltbevolkerung dar.

Die Auswirkungen von PD auf des Gesundheitswesen und die Lebensqualitit der
Betroffenen samt Angehdrigen soll im Folgenden kurz umrissen werden.

Aufgrund der oben beschrieben Symptome der Erkrankung, den koérperlichen und im
Verlauf auch kognitiven Einschrankungen, gehen soziale Kontakte verloren und
Patienten sind oft nur im Anfangsstadium der Krankheit arbeitsfahig. Ein Drittel der
Patienten verliert ihren Job im ersten Jahr nach der Diagnose oder ist in den folgenden
Jahren nicht mehr Vollzeit arbeitsfahig (13). Der progrediente Verlauf der Erkrankung
ist von Patient zu Patient sehr variabel. Im Verlauf der Erkrankung ist jedoch der
Grofdteil der Patienten auf fremde Hilfe angewiesen und braucht als zusatzliches
Hilfsmittel den Rollstuhl oder ist bettlagerig (11).

Das offentliche Gesundheitswesen in Europa gibt 139 Milliarden Euro fiir die

Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen aus (19, 20).

2.2 Atiologie

Welche Ursachen zum Krankheitsausbruch fiihren, ist bis heute nicht im Detail bekannt.
Es gibt jedoch pradisponierende Faktoren. So steigt die Zahl der neurodegenerativen
Erkrankungen mit zunehmendem Alter an. Die Vermutung liegt nahe, dass normale
Alterserscheinungen den Krankheitsausbruch und -verlauf fordern. Oxidative
Anderungen von a-Synuclein, die im Alter hiufiger auftreten in Kombination mit
Dopamin-a-Synuclein-Addukten konnen die Aggregation von a-Synuclein fordern (21).

Krankhaft aggregierte und fehlgefaltete Proteine sind das pathologische Merkmal von

PD. Die Proteinfehlfaltung als das Eintreten eines statistischen Ereignisses mit
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konstantem Risiko zu Lebzeiten eines Individuums wird daher auch als eine mogliche

Erklarung angesehen (22).

2.2.1 Genetische Disposition

Insgesamt geht man davon aus, dass bis zu 15% der Patienten aufgrund von vererbten
Faktoren PD entwickeln (5).

Fir die familidre Form von PD sind 13 Gen-Loci, PARK 2 bis 13, bekannt. Proteasomen,
Mitochondrien oder ganze intrazellullire Signalwege kénnen von den Stérungen
betroffen sein. Dies wiederum fiihrt zu einem Mangel an Energietragern, zu oxidativem
Stress und einem gestorten Proteinabbau, der die Neurodegeneration fordert (23-25).
Eine weitere Ursache fiir die Aggregation von a-Synuclein sind Mutationen, welche die
Protein-Codierung betreffen. Zum Beispiel kann eine verdanderte Primarstruktur der
Proteine pathologische Aggregation erleichtern (6).

Punktmutationen auf dem PARK1-Gen, das fiir a-Synuclein codiert, werden autosomal
dominant vererbt und unterstreichen die Rolle des a-Synuclein in der Pathogenese der
Erkrankung. Bis heute sind vier solcher Punktmutationen bekannt (26, 27).
Duplikationen und Triplikationen des a-Synuclein Genes fithren zu erhdhter
Proteinkonzentration, die die Wahrscheinlichkeit der a-Synuclein Aggregation erhoht

und damit das Erkrankungsrisiko steigert (28-30).

2.2.2 Umweltfaktoren

Rauchen hat bei PD einen protektiven Effekt (31-34). Das Risiko, an PD zu erkranken, ist
bei Rauchern um 40% Kkleiner als bei Nicht-Rauchern (32). Je mehr ,Pack years” ein
Mensch angesammelt hat, desto geringer ist die Gefahr, an PD zu erkranken. Eine
moégliche Erklirung hierfiir ist, dass Nikotinexposition das Uberleben dopaminerger

Zellen fordern kann oder es vor der Bildung anderer toxischer Substanzen schiitzt (34).

Ahnlichen Studien zufolge reduziert auch Koffein das Risiko von PD. Wie beim Rauchen
ist auch der Effekt des Kaffeekonsums dosisabhdngig (32).
Gegenstand der aktuellen Forschung ist die Wirkung von griinem Tee auf den

Krankheitsverlauf von PD. Der protektive Effekt des in griinem Tee enthaltenen
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Epigallocatechin-3-gallat (EGCG), welches das wirksamste Catechin in griinem Tee
darstellt, gilt fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, Adipositas sowie bakterielle und virale
Infektionen als gesichert. Man vermutet auch ein reduziertes Risiko an PD zu erkranken,
sobald mindestens zwei Tassen Tee am Tag konsumiert werden (2). EGCG wirkt
antioxidativ, antiapoptotisch und neuroprotektiv, allerding ist die Bioverfiigbarkeit
begrenzt. In vitro hemmt EGCG die Aggregation von a-Synuclein (35, 36). In einer grof3
angelegten aktuellen klinischen Studie wird die Wirkung von EGCG bei atypischen
Parkinsonpatienten mit MSA in Gegeniiberstellung zu Placebo getestet (Eudra CT Nr.:
2012-000928-18).

Auch die Exposition gegeniiber Pestiziden und Herbiziden steht im Zusammenhang mit
PD. Vor allem fiir Menschen, die mit Rotenon und Paraquat in Kontakt kommen, ist ein
erhohtes Erkrankungsrisiko nachgewiesen. Rotenon ist ein Hemmer eines
mitochondrialen Komplexes und fiihrt damit zur Dysfunktion der Mitochondrien,
Paraquat ist Verursacher von oxidativem Stress. Sowohl mitochondriale Dysfunktionen
als auch oxidativer Stress spielen eine Rolle in der Entstehung von PD.

Epidemiologisch haben daher Bauern, die beruflich einen erhéhten Kontakt mit
Pestiziden nicht vermeiden konnen, ein grofieres Risiko an PD zu erkranken (37).
Traumatische Hirnverletzungen erh6hen ebenfalls das Risiko an PD zu erkranken. Dies
wurde bei Athleten von Kontaktsportarten wie American Football und Eishockey
festgestellt, die sich haufiger nach Kopfverletzungen operieren lassen miissen. Sowohl
die Zeit der Bewusstlosigkeit, als auch der Eingriff an sich spielen eine Rolle bei der
Erkrankungswahrscheinlichkeit. Bei Patienten, die ldnger als fiinf Minuten ohne

Bewusstsein waren, ergibt sich ein zweifach erhohtes Risiko (38).

2.3 Symptomatische therapeutische Ansatzpunkte

Heute gibt es verschiedene etablierte symptomatische Therapiemdoglichkeiten fiir PD,
die je nach Krankheitsgrad individuell unterschiedlich angewendet werden.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keinen kausalen Therapieansatz. Die Behandlung der
Parkinsonpatienten konzentriert sich folglich darauf, die motorischen, kognitiven und
psychiatrischen Symptome zu kontrollieren. Man erhofft sich davon eine Verbesserung
der Lebensqualitdt der Betroffenen und eine Vermeidung von sekundar internistischen

oder orthopadischen Komplikationen (13).
11



Da die Symptome im Anfangsstadium vor allem auf den Mangel an Dopamin
zurlickzufiihren sind, werden initial in erster Linie dopaminerg wirksame Praparate

verschrieben.

Dopaminagonisten (Bromocriptine, Pergolid u.a) binden direkt an die striatalen
Dopaminrezeptoren und stimulieren diese (39, 41). Hierbei muss keine Vorstufe von
Dopamin, z.B. L-Dopa, zu Dopamin metabolisiert werden, der Transmitter muss nicht
gespeichert werden und nicht aus degenerierenden nigrostriatalen Nervenendigungen
freigesetzt werden (41).

Diese Therapieform ist als Monotherapie bei Patienten unter 70 Jahren empfohlen. Bei
der initialen Behandlung mit Dopaminagonisten im Vergleich zur sofortigen Behandlung
mit L-Dopa, treten Wirkfluktuationen wesentlich spater auf (40).
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) ist die effizienteste und nebenwirkungsarmste
Medikation in der Parkinsontherapie. L-Dopa ist eine Vorstufe des Dopamins und Blut-
Hirn-Schranken gangig. Es fordert die Dopaminbildung in nigro-striatalen Neuronen
und ersetzt den Neurotransmitter, der aufgrund des apoptotischen Untergangs fehlt. Es
wird von den dopaminergen Neuronen aufgenommen und zu Dopamin decarboxyliert.
Heute wird L-Dopa nur noch mit einem peripheren Hemmstoff der
Amionsduredecarboxylase (DDI; z.B. Benserazid) verabreicht, da es durch Reduzierung
des L-Dopa Metabolismus die Plasmahalbwertszeit erhoht und das Praparat um das
vier- bis flinffache effektiver macht. Auferdem werden die iiblichen unerwiinschten
Nebenwirkungen von L-Dopa wie Ubelkeit und Erbrechen herabgesetzt (41).

Aktuelle Leitlinien der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie empfehlen die Gabe von L-
Dopa als Standardtherapie erst bei Patienten liber 70 Jahren. Bei langerer Einnahme von
L-Dopa kénnen motorische Komplikationen und Dyskinesien auftreten. Dies ist bei 30 %

der Patienten nach >5 jahriger Therapie mit diesem Praparat der Fall (13).

MAO-B Hemmer erhohen den Dopaminspiegel im synaptischen Spalt, indem sie durch

selektive Hemmung der Monoaminooxidase B den Abbau verzogern (42).
Catechyl-O-Methyltransferase-Inhibitoren (COMT-Hemmer) werden fiir die Therapie

von motorischen Fluktuationen und end of dose Hypokinesien verwendet. Sie

verlangsamen den Abbau von Dopamin und L-Dopa zu ihren inaktiven Metaboliten und
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lindern dadurch die Fluktuationen. COMT-Hemmer werden daher zusammen mit L-

Dopa verabreicht (39).

Als neurochirurgische Interventionsmaglichkeit ist die tiefe Hirnstimulation zu nennen.
Zur Anwendung kommt sie z.B. bei Patienten im mittleren bis spaten Krankheitsstadium

mit Wirkfluktuationen. Das Indikationsspektrum ist eng (43-46).

Die aufgezeigten Therapien lindern lediglich die Symptome der Erkrankung.

Ein Medikament, welches PD kausal therapiert, wiirde das Fortschreiten der
Erkrankung verhindern. Bei Monotherapie mit einem solchen Praparat wiirden
Nebenwirkungen, die durch Interaktionen unterschiedlicher Praparate zustande
kommen, vermieden werden konnen. Die Lebensqualitdt der Patienten ware nachhaltig

verbessert.

3. a-Synuclein

3.1 Struktur von a-Synuclein

Synuclein ist ein im Gehirn physiologisch vorkommendes Peptid, das 0,5-1% des
Gesamtproteingehalts im zentralen Nervensystem ausmacht (7). Es kommt in drei
bekannten Isoformen vor. Die bekannteste Isoform ist die full-length Form oder auch a-
Synuclein-140 bezeichnet. a-Synuclein-126 entsteht daraus durch Deletion der
Aminosduren 41-54 im Exon 3, a-Synuclein-112 durch Deletion der Aminosduren 103-
130 im Exon 5 (48,49). Die full lengh Form ist ca. 14 kDa schwer (7). Im nativen Zustand
liegt es ungefaltet vor und l6st sich gut in Wasser (7, 49). Das Molekiil gliedert sich in
drei Abschnitte, das N-terminale Ende, das C-terminale Ende und die sogenannte non-
amyloid- component Region (NAC) (siehe Abb. 1).

Das N-terminale Ende besteht aus den Aminosauren 1-60, die sich grob in vier dhnliche,
11 Aminosduren lange Sequenzen mit dem Konsensusmotiv KTKEGV gliedern. Zwei
weitere Sequenzen mit diesem Konsensusmotiv sind am Ubergang zur NAC-Region

bzw. innerhalb der NAC-Region zu finden.
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Die fiir die hereditdren Formen von PD bekannten Punktmutationen liegen alle im N-
terminalen Bereich von a-Synuclein (A30P, E46K, H50Q, G51D und A53T) (26, 27, 50,
51).

Die Aminosduren 61 bis 95 bilden die zentrale NAC-Region. Diese kommt in dhnlicher
Form bei Alzheimer vor. Dort ergab eine Analyse von amyloiden Plaques eine 35
Aminosduren lange Sequenz, die als ,non-amyloid-f3 component of amyloid plaques”
bezeichnet wurde. Diese ist namensgebend fiir die NAC-Region in a-Synuclein (52). Sie
sind grofdtenteils hydrophob. Diese Eigenschaft fiihrt zu dem stark amyloidogenen und
3-Faltblatt fordernden Charakter. Damit ist diese Aminosdauresequenz entscheidend fiir
das Aggregationsverhalten von a-Synuclein (53). Auch bei anderen neurodegenerativen
Erkrankungen gibt es eine adhnliche pathologische Proteinaggregation, etwa bei
Prionerkrankungen und Morbus Alzheimer. Bei beiden Krankheiten liegen im Prion-
Protein bzw. Af} Aminosduresequenzen vor, die als Konsensusmotive zu der Sequenz in
der NAC-Region von a-Synuclein gesehen werden (48,49).

Das C-terminale Ende von a-Synuclein (Aminosduren 96-140) besitzt viele saure
Aminosduren und ist dadurch bei physiologischem pH-Wert negativ geladen. Die am C-
terminalen Ende haufiger vorkommenden Aminosduren Tyrosin und Serin sind
Angriffsstellen fiir eine potentielle Phosphorylierung oder Nitrosylierung. Bei Proteinen
mit pathologischer Struktur wird ein aggregationsférdernder Effekt unter anderem
durch diese posttranslationale Phosphorylierung beobachtet. Man hat festgestellt, dass
aus Lewy Bodies isoliertes a-Synuclein an Serin an Position 129 phosphoryliert ist (6,
54, 55).

Das C-terminale Ende ist aufderdem Angriffspunkt fiir Metallionen, die die krankhafte

Aggregation beschleunigen konnen (56).

Abb. 1: Dreidimensionale Darstellung von a-Synuclein (National Center for
Biotechnology Information, NCBI). Das N-terminale Ende nimmt bei Interaktion mit
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Lipidmembranen die Form amphipatischen a-Helices an. An diesem Ende befinden sich
die fiir die heriditire Form des PD bekannten Punktmutationsstellen. Das C-terminale
Ende ist ungefaltet und Angriffsstellen fiir eine potentielle Phosphorylierung oder
Nitrosylierung.

3.2 Physiologische Funktion

Die Funktion von a-Synuclein ist noch nicht vollstindig verstanden. Als gesichert gilt
jedoch die Interaktion mit Lipiddoppelmembranen und mit verschiedenen
Proteinkomplexen (58).

Kommt o-Synuclein mit negativ geladenen Lipid-Wasser-Grenzflachen, wie sie zum
Beispiel bei Lipidmembranen und -vesikeln vorliegen, in Kontakt, dndert sich die
Konformation der N-terminalen Region. Aus der in wassriger Losung ungeordneten
Struktur entstehen zwei amphipatische a-Helices, die vergleichbar sind mit der lipid-
Bindungsdomdne von Apolipoproteinen. Die C-terminale Region verbleibt ungefaltet
(59). Die Bindungsaffinitat von a-Synuclein an Lipidmembranen hangt stark von deren
Kriimmung und der Lipidzusammensetzung ab. Bei starker Kriimmung und negativer
Ladung der Lipide ist die Bindungsaffinitit sehr hoch. Dariiber hinaus bindet -
Synuclein aber auch an kleine unilamellare Liposomen, SUVs (small unilamellar
vesicles), aus zwitterionischen Lipiden. Es gibt SUVs, welche sich im Gelzustand
befinden und deren Oberflache aufgrund einer starken Kriimmung kleine Defekte
aufweisen. An diese Defekte bindet a-Synuclein und reduziert so die Tendenz von
Lipidmembranen an Defekte zu fusionieren. Im Gegensatz dazu ist die Bindungsaffinitat
von a-Synuclein an SUVs im kristallinen Zustand mit defektfreier Oberflache gering (57,
58, 60).

Durch die Lokalisation von a-Synuclein in den prasynaptischen Endigungen vermutet
man, dass a-Synuclein an der Stabilisation der synaptischen Membranen beteiligt ist
und den synaptischen Vesikelpool mit reguliert (58). Weiterhin konnte a-Synuclein
auch bei der Transmitterfreisetzung eine Rolle spielen. Bei einer Uberexpression von o-
Synuclein wird die Verschmelzung der Vesikel mit der Membran reduziert (61).
a-Synuclein hat Einfluss auf die Dopaminfreisetzung aus striatalen Neuronen. So wurde
bei a-Synuclein Knockout-Mausen eine erh6hte Dopaminfreisetzung detektiert (62).
Weitere Proteinkomplexe, die an a-Synuclein binden, sind zum Beispiel die

Phospholipase D2 und das Chaperon 14-3-3.

15



Die Phospholipase D2 spielt durch die Spaltung von Phosphatidylcholin bei der
Endozytose eine Rolle, sobald a-Synuclein bindet, wird diese inhibiert (63).

Chaperon 14-3-3 dient zur Erkennung und Entsorgung fehlgefalteter Proteine. Dariiber
hinaus verhindert es die Apoptose von Nervenzellen, indem es einen antagonistischen
Effekt auf proapoptotische Faktoren ausiibt. Bei der Bindung von a-Synuclein an dieses
Protein kommt es zur Sequestrierung des antiapoptotischen Faktors und fiihrt zu einer
zytotoxischen Wirkung. Die Akkumulation fehlgefalteter Proteine wird gefordert (64,
65).

3.3 Bedeutung von a-Synuclein in der Pathophysiologie

Bei neurodegenerativen Erkrankungen konnen in pathologischen Prozessen
verschiedene Arten von fehlgefalteten Proteinen entstehen, amyloide Fibrillen sind eine
gut untersuchte Form dieser fehlgefalteten Proteine.

Die fiir amyloide Fibrillen typische Morphologie beinhaltet eine p-Faltblattstruktur. So
gebildete Fibrillen sind in der Regel 0,1-10um lang und bis zu 10nm breit (6).

Amyloide Fibrillen treten sowohl intra- als auch extrazellular auf (66).

Bei PD findet man pathologisch aggregiertes a-Synuclein in den von der Krankheit
betroffenen Hirnregionen (66) (siehe Abb. 2).

Im Reagenzglas ist die Bildung der amyloiden Fibrillen gut untersucht, sie lauft iiber
mehrere Zwischenstufen ab. Die dreidimensionale Struktur dieser Aggregat-
Zwischenstufen reicht von ringférmiger und kugelférmiger Struktur bis zu gekriimmten
Protofibrillen (67). Fiir diese Aggregate, welche Vorstufen der Fibrillen sind, wird haufig
der Terminus Oligomere verwendet. Oligomere scheinen die fiir die Toxizitdt und den
Nervenzelltod hauptsachlich verantwortliche Partikelspezies zu sein (68, 69, 70-72).
Man vermutet, dass die Oligomere eher toxisch sind als die Fibrillen (73, 74).

Bei der Aggregation von a-Synuclein spielt die NAC Region (siehe 3.1) mit hydrophober
Aminosduresequenz eine wichtige Rolle. Es kommt zur Verdnderung der
Sekundarstruktur (75). Im Vergleich zu monomerem a-Synuclein verfiigen a-Synuclein-
Fibrillen liber einen hoheren Anteil an 3-Faltblattstrukturen (54).

Die Bildung von fibrilliren Aggregaten aus a-Synuclein-Oligomeren ist abhdngig von der

Konzentration der léslichen a-Synuclein- Monomere im Zytosol (77).
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Es gibt Hinweise, dass grofde intrazellulare fibrillire o-Synuclein-Aggregate,
neuroprotektiv wirken, indem sie neurotoxische Oligomere sequestrieren. Auf der
anderen Seite ist auch ihre Anwesenheit eine Gefahr, da sich a-Synuclein-Monomere, -
Oligomere und -Fibrillen in einem dynamischen Gleichgewicht befinden (77, 78).
Interessanterweise zeigen Oligomere aus a-Synuclein eine strukturelle Ahnlichkeit mit
Oligomeren anderer neurodegenerativer Erkrankungen, wie etwa Aggregaten aus
Prionprotein und Af3-Peptid, was einen dhnlichen toxischen Mechanismus nahelegt (79).
Weitere Parameter, wie etwa die Phosphorylierung oder andere posttranslationale
Modifikationen, haben ebenfalls Einfluss auf die Aggregationstendenz von a-Synuclein
(58). Auch die Anwesenheit von dreiwertigen Metallionen spielt eine Rolle und erhoht
die Aggregationstendenz (69, 78). Vor allem Fe3* fordert die Bildung von Oligomeren
von intrazellularem a-Synuclein und damit auch die Zytotoxizitat (9, 69). In vitro konnte
gezeigt werden, dass oxidativer Stress die Bildung von eiseninduzierten Oligomeren
fordert (78).

Oligomere unterscheiden sich von a-Synuclein-Monomeren stark in ihrem
Bindungsverhalten an Lipidmembranen, zum Beispiel binden a-Synuclein-Monomere
nicht an defektfreie Membranen. Eiseninduzierte Oligomere binden unabhdngig von
Ladung und Lipidzusammensetzung an die Membran. Auf3erdem regen diese Vesikel die
Bildung von a-Synuclein-Oligomeren zusdtzlich an (57, 80). Diese konnen die
Membranen von Zellorganellen so schidigen, dass es zum Funktionsverlust der
Zellorganelle und letztlich zum Zelltod kommt (81).

Eisen spielt auch im klinischen Bild von PD eine grofde Rolle. Sowohl die Substantia
nigra als auch der Hirnstamm, die beiden bei PD am stiarksten von der
Neurodegeneration betroffenen Regionen, weisen eine sehr hohe
Neuromelaninkonzentration auf. Diese wiederum bindet und sequestriert viele
Eisenionen. Bei post mortem untersuchten Patienten, die unter PD gelitten haben, ldsst
sich ein Anstieg des Eisenspiegels in den betroffenen Hirnregionen feststellen, der mit
dem Schweregrad der Krankheit korreliert. Dariiber hinaus zeigt sich eine Verschiebung
des Gleichgewichtes von zweiwertigem zu dreiwertigem Eisenionen (81, 82). Mit Hilfe
bildgebender Verfahren wie dem MRT koénnen bei PD Patienten erhohte
Eisenkonzentrationen in den betroffenen Hirnregionen detektiert werden. Weiterhin ist
ein Anstieg des Eisengehaltes im Gehirn von 35% bei an Parkinson Erkrankten

gegeniiber nicht erkrankten Probanden festgestellt worden (82). Daraus ergeben sich
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neue therapeutische Ansatze, die darauf abzielen, die Eisenkonzentration niedrig zu
halten (83, 84).

Eine Vermutung, wie es zu der Toxizitdt der Oligomere kommt, ist eine Porenbildung in
der Zellmembran die durch die ringférmigen Intermediate verursacht wird (67). Dabei
lagern sich die Oligomere in die Lipidmembran ein und bilden damit die
ionendurchldssigen Poren, die mit dem Nervenzelltod in Zusammenhang stehen

kénnten (70, 85, 86).
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Abb. 2: Pathologische a-Synuclein-Oligomere im histologischen Bild von a-
Synuclein iiberexprimierenden transgenen Mausen. Immunhistochemische Farbung
mit dem Antikorper 15G7 zeigen A im Frontalen Cortex, B im Mittelhirn, C im
Hirnstamm und D im Kleinhirn Proteinase K resistente Ablagerungen von aggregiertem
a-Synuclein.

4. Potenzieller Ansatzpunkt zur Entwicklung einer gegen pathologische o-

Synuclein Aggregation gerichteten Therapie

Es liegen grofde Hoffnungen auf der Erforschung und Erprobung neuer Medikamente
gegen PD, zum einen weil man auch bei einem Misserfolg des Tests dem Verstandnis der

Erkrankung mit seinem Pathomechanismus ein Stiick ndher kommt, zum anderen, weil

18



die Mechanismen nicht nur fiir PD von Bedeutung sind, sondern bei vielen
neurodegenerativen Erkrankungen ahnlich ablaufen (6).

Anle138b und seine Derivate sind kleine Molekiile aus der Klasse der Diphenyl-Pyrazole,
die die Bildung von a-Synuclein-Oligomeren hemmen. Anle138b ist in der Lage, die de-
novo Aggregation krankhafter Oligomere zu reduzieren bzw. zu stoppen. Wichtig ist
hierbei, dass anle138b nicht die Gesamtkonzentration an physiologischem a-Synuclein
verandert, sondern lediglich in die pathologischen Aggregationen eingreift.

Es greift an Fibrillen, nicht an Monomeren an und behindert nicht die physiologische

Funktion von a-Synuclein (87).

5. Stand der Entwicklung der 3,5-diphenyl-pyrazole (DPP) vor Beginn der Arbeit

Zur Entwicklung der antiaggregativen Wirksubstanzen wurden zwei Datenbanken
DIVERSet1 und DIVERSet2 mit je 10000 Substanzen, die potentiell die Aggregation von
Prion Proteinen hemmen, gescreent. Beide Datenbanken sind Teil einer grofderen
DIVERSet Bibliothek (ChemBridge Corp., San Diego, CA), die kleine Molekiile enthalt, die
potentiell als Medikament verwendet werden konnen.

Im ersten Schritt wurden die Substanzen mithilfe der SIFT Technologie (scanning for
intensely fluorescent targets), die auf fluoreszenzbasierter Einzelmolekiilspektroskopie
beruht und zur funktionellen und strukturellen Analyse von Proteinaggregaten
verwendet werden kann, getestet (siehe Abb. 3). Der SIFT Assay wurde neben der
Nutzung als Hochdurchsatzverfahren fiir pharmakologische Ansatzpunkte in der
kausalen Therapie neurodegenerativer Erkrankungen entwickelt, um die
Pathomechanismen eben dieser Krankheiten zu untersuchen. Seine Vorteile bei der
Detektion liegen unter anderem in der hohen Sensitivitdt (95). Weitere Vorteile des SIFT
Assays sind kurze Messzeiten und geringe Probevolumina, die verwendet werden
konnen, und der geringe Materialverbrauch (96). Mithilfe dieses Verfahrens war es
moglich, aus 10000 Substanzen geeignete Leitstrukturen mit anitaggregativen
Eigenschaften fiir Prionprotein zu identifizieren (97, 98).

Erganzend wurden die Substanzen in Zellkulturen auf ihre Wirkung beziigliche Anti-
Prion Aktivitat untersucht. Aus beiden Experimenten ergab sich, dass N-benzylidene-
benzohydrazide (NBB) und ihre Derivate geeignet sind, die Prionaktivitat zu stoppen.

Den gleichen Effekt hatten die Substanzen auf a-Synuclein Aggregation.
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Neben den NBB’s wurde eine weitere Substanzklasse, die 3,5-diphenyl-pyrazole (DPP),
als ebenfalls geeignet fiir die Inhibierung der Prionaggregation ausgemacht. Dafiir
wurden 10000 =zusatzliche Substanzen zusammen mit den urspriinglichen in
Mikrotiterplatten auf Anti-Prion Aktivitit getestet und anschlieffend eine

Strukturanalyse vorgenommen.

Zundchst wurden die NBB’s weiter getestet. Der Effekt auf die Prionaggregation war im
Tiermodell nicht nachweisbar. Eine Vermutung war, dass die in NBB’s enthaltene
Schiff’'sche Base zu einem schnellen Metabolismus fiihrte.

DPP’s aus einer fokussierten Substanzbibliothek mit tiber 150 neu synthetisierten
Substanzen, die alle 3,5 diphenyl-pyrazole (DPP) als Leitstruktur besafden, zeigten einen
guten Effekt (siehe Abb.4).

Erste Experimente mit DPP’s in vivo zeigten einen signifikanten Effekt auf die
Uberlebenszeit Prion-infizierter Miuse. Fiir die weitere Erprobung im Tier wurden noch
etwa 60 DPP’s mit vielversprechender Wirkung ausgewahlt. Die Substanzen wurden bei
den Tests jeweils oral verabreicht.

In diesen Experimenten zeigte anle138b (5-(3-Bromphenyl)-3-(3,4-
methylenedioxyphenyl)pyrazole) eine sehr hohe Anti-Prionaktivitat (87).

DPP-Derivate wurden aufgrund der Gemeinsamkeit, dass Proteinaggregation sowohl bei
a-Synucleinopathien als auch bei Prionerkrankungen eine wichtige Rolle spielt, auch auf
die Wirksamkeit bei ersteren getestet (99). Auch hierbei wurden DPP’s gefunden, die
eine hemmende Wirkung auf die Oligomerbildung von a-Synuclein haben. Anle138b
zeigte erneut eine gute Aggregationshemmung. Die Pharmakokinetik von anle138b
zeigte eine sehr gute orale Bioverfligbarkeit und Blut-Hirnschranken-Gangigkeit. Es
konnte gezeigt werden, dass (i) anle138b bei oraler Verabreichung konstant ca. 50%
AUC (area under the curve) erreicht im Gegensatz zu einer intraperitonealen Gabe, (ii)
dass bei der Verabreichung in Erdnussbutter anle138b langsamer resorbiert wird und
langer verflighar ist, (iii)) dass hohere Dosen zu proportional hoheren
Serumkonzentrationen und Konzentrationen im Hirn fithren und (vi) dass anle138b
eine dreifach hohere Konzentration im Gehirn hat als im Serum, dies lasst auf eine sehr

gute Blut-Hirnschranken-Géangigkeit schlief3en (100).
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Abb. 3: Experimenteller Verlaufsplan zur Etablierung einer neuen
therapeutischen Substanz fiir Morbus Parkinson (87). In der ersten Versuchsphase
wurden aus einer Bibliothek mit 10000 medikamentendhnlichen Substanzen mithilfe
des SIFT Assays diejenigen identifiziert, welche die starkste Inhibition von Aggregation
des Prionproteins aufweisen. Aus diesen Ergebnissen, zusammen mit den Ergebnissen
eines zellularen Prion Assay, ging N-benzylidene-benzohydrazide (NBB) als Leitstruktur
mit hoher anti-Prion Aktivitit hervor. Die gleichen Substanzen zeigten ebenfalls
Wirksamkeit bei der Inhibition von a-Synuclein Aggregationen in vitro und in vivo. Da
NBBs eine Schiff'sche Base enthalten, die unter Umstinden zu einem schnellen
Metabolismus in vivo fiihrt, wurde eine weitere Bibliothek mit 10000 zuséatzlichen
Substanzen auf ihre Eignung als Medikament getestet. Alle 20000 Substanzen wurden
parallel auf Mikrotiterplatten in einem weiteren anti-Prion Assay getestet. Es folgte eine
Struktur-Aktivitat und Clusteranalyse. Diese Analyse zeigte ein Cluster von sehr aktiven
Substanzen, die zur Stoffklasse der Diphenyl-pyrazole (DPPs) gehoren. Erste
Experimente mit DPPs zeigten einen signifikanten Effekt auf das Uberleben von Prion
infizierten Mausen. Mit diesen Substanzen wurden weitere Tests im Hinblick auf die
therapeutischen Effekte bei Prion und a-Synuclein-Aggregationen in vitro und in vivo
durchgefiihrt. Basierend auf den Ergebnissen von SIFT und Zellkulturassay wurden 38
Substanzen fiir die Versuche an Prion-infizierten Mausen ausgewahlt. In diesen
Experimenten zeigt anle138b [3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(3-bromophenyl)-1H-
pyrazole] die hochste anti-Prion Aktivitat. Ebenfalls konnten in vitro und in vivo Effekte
bei Synucleinopathien wie PD gezeigt werden.
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5.1 Chemie der Substanzen

Bei dem Vergleich der Substanz anle138b mit systematischen Variationen im Bezug auf
die Wirksamkeit auf die Inhibition der a-Synuclein-Aggregationen ergab sich eine gut
definierte Struktur-Aktivitats-Beziehung (SAR=structure-activity relationship).

Die Halogenposition am Benzolring von R3 (siehe Abb. 4a) war 4duflerst
ausschlaggebend. Bromid in der meta-Position hatte den stdrksten inhibitorischen
Effekt. Anderte man die Lage des Substituenten auf die ortho- oder para- Stellung, war
der inhibitorische Effekt eingeschrankt bzw. ging komplett verloren. Safd der Substituent
in ortho-Position, anderte sich die rdumliche Struktur des Molekiils. Aus sterischen
Griinden war das Molekil nicht langer planar (siehe Abb. 4b) und die inhibitorische
Wirkung liefd stark nach. Tauschte man Bromid gegen andere Halogene als
Substituenten aus, beobachtete man eine Korrelation zu ihrer Grofde. In R2 Position
besafd Pyrazol die hochste Aktivitdt, in R1 besafd 1, 3-Benzodioxole die beste
Biokompatibilitat und inhibitorische Wirkung (87).

Die SAR Analyse fiir die R1 Position fiel jedoch ungleich schwieriger aus, da Anderungen

dort die Biokompatibilitat stark beeintrachtigten.
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Abb. 4: Grundstrukturformel der im Versuch getesteten Substanzen Beispielhaft ist
anle138b dargestellt (87). a Die Substituenten an R1 Position beeinflussen im erhéhten
Mafie die Biokompatibilitdt, in der Position wurden mit 1, 3-Benzodioxol die besten
Ergebnisse erzielt. In R2 Position haben Pyrazole die hochste Aktivitit gegen die
krankhaften Aggregationen, in R3 Position wurden verschiedene Halogene in
verschiedenen Stellungen am Benzolring getestet. b Dreidimensionale Struktur von
anle138b. Brom in meta-Position zeigt eine hohe inhibitorische Wirkung. Das Molekiil
ist planar, die Struktur im Raum scheint eine entscheidende Komponente bei der
Wirksamkeit zu sein.

Die letztendlich fiir mein Experiment ausgewahlten Substanzen wurden nach
Ergebnissen des SIFT-Assay, welches die Inhibition der Aggregation von a-Synuclein in
vitro gezeigt hat, sorgfiltig ausgewahlt. Auch die Wirksamkeit der Praparate bei Prion
infizierten Mausen wurde bei der Auswahl der Substanzen fiir dieses Tierexperiment
beriicksichtigt. Da a-Synucleinopathien dhnliche Strukturen und Mechanismen bei der
pathologischen Aggregation zeigten wie Prionerkrankungen (99, 100), konnten die aus
den vorherigen Versuchen stammenden Substanzen gegen Prionaggregationen auch fiir
meine Versuche tibernommen werden. Tatsachlich wurden bedeutende Parallelen in der

SAR-Analyse festgestellt.
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5.1.1 Anle138b

Die Substanz hat einen 1, 3 Benzodioxole Ring in R1 Position (siehe Tab. 1), der in vitro
und in vivo Studien zufolge die hochste Biokompatibilitit und hochste Aktivitat zeigt. In
R2 Position liegt der Pyrazol Ring vor, der in der SAR Analyse ebenfalls die besten
Ergebnisse fiir diese Position erzielt hat, in Kombination mit dem 5’-Phenolring mit
Bromid als Substituenten in meta-Position. Das Molekiil ist planar und erzielte im SIFT
Assay 77% Inhibition der a-Synuclein Aggregation gegeniiber der DMSO Behandlung in
vitro, wobei 10 pM Substanz verabreicht wurden. Im Prion in vitro Test zeigte anle138b
84% Inhibition gegeniiber der Aggregation bei RML Prion Stdmmen und im Prion
Mausmodell 78% Inhibition gegeniiber den mit DMSO behandelten Tiere (87). Dabei
wurde davon ausgegangen, dass DMSO behandelte Mausen 0% Inhibition zeigten und
die Konzentration der Prionen im Gehirn bei Behandlungsbeginn 100% betrug. Die
Ergebnisse beziehen sich auf die Prionmenge im Gehirn 120 Tage nach der Infektion
und nach 40 Tagen Behandlung mit 1 mg Substanz, welche oral in Erdnussbutter
gemischt verabreicht wurde. Die Konzentration der Substanz im Gehirn betrug
34,1 nmol/g (siehe Tab. 2), wobei hohere Dosen anle138b zu einem erhohten
Serumspiegel fiihrten und proportional auch die Konzentration im Gehirn anstieg. Durch
die gute Penetration von anle138b durch die Blut-Hirn-Schranke lag im Gehirn eine
dreifach hohere Konzentration als im Serum vor (87).

Fir anle138b als im Moment am meisten untersuchte Substanz, ist zumindest in vitro
aufderdem erwiesen, dass es die Bildung von pathologischen a-Synuclein Oligomeren
hemmt, die Ionen permeable Poren in die Lipiddoppelmembran formen und einen
neurotoxischen Effekt ausiiben (69).

Die in vivo Studien haben gezeigt, dass anle138b die Fluktuationen in der Motorik
reduziert hat, die Gewichtsentwicklung vergleichbar zu Wildtypmausen war und die

Symptome deutlich spater auftraten als bei unbehandelten transgenen Mausen.

5.1.2 Sery335b

Im Vergleich zu anle138b ist nur der Substituent in R3 Position von Bromid zu Chlorid
vertauscht (siehe Tab. 1). In der SAR Analyse zeigten die unterschiedlichen
Substituenten in dieser Position eine gaus’schen Verteilung beziiglich der Molekiilgrofie.
So wiirde man fiir gegeniiber Bromid deutlich gréferen oder deutlich kleineren
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Molekiilen in R3 meta-Position einen geringeren inhibitorischen Effekt erwarten. Fiir
Chlorid als Substituent, wie er er bei sery335b vorliegt, wird diese Tendenz in den
vorliegenden Untersuchungen bestatigt.

Im SIFT Assay erzielte sery335b zwar 90% Inhibition gegeniiber der a-Synuclein
Aggregation, im Prion in vitro Test allerdings nur 52% Inhibition und im Prion
Mausmodell 68% Inhibition gegeniiber DMSO behandelten Tieren (siehe Tab.2). Die
Substanz zeigte damit in den Versuchen gegen die Prionaggregationen schlechtere
Ergebnisse als anle138b, schien aber fiir die Inhibition von a-Synuclein Aggregation
vielversprechend. Die Konzentration von sery335b im Gehirn betrug 29,6 nmol/g. Die

Versuchsbedingungen waren dabei identisch zu denen bei anle138b (87).

5.1.3 Sery383

Bei dieser Substanz blieb im Vergleich zu sery335b die R2 und die R3 Position
unverandert (siehe Tab. 1). In R1 Position ist 1,3 Benzodioxole mit Benzolamin
substituiert. Das SITF Assay ergab eine Inhibition von 99% bei der Aggregation von a-
Synuclein. Die in vivo Tests mit Prion infizierten Mausen ergaben bei Behandlung mit
dieser Substanz eine Inhibition der Prionaggregation von 31% gegeniiber die mit DMSO
behandelten Gruppe. Auch diese Daten beruhten auf den gleichen Versuchsbedingungen

wie bei anle138b (siehe Tab. 2) (87).

5.1.4 Anle253b

Die Strukturformel von anle253b dhnelt der von anle138b. In R3 Position befindet sich
ein Benzolring mit Bromid als Substituenten in meta-Position. In R2 Position Pyrazol,
lediglich in R1 Position ist das Molekiil verandert (siehe Tab. 1), Anstelle von 1,3
Benzodioxole befindet sich hier Dimeaminbenzol. Die SAR-Analyse ergab bei
Modifikationen in dieser Position grofie Unterschiede in die Bioverfligbarkeit. Dies
zeigte sich auch an den schon gemessenen Konzentrationen von anle253b im Gehirn.
Mit 2,1 nmol/g erreichte anle253b nur einen Bruchteil der Gehirnkonzentrationen von
anle138b (34,1 nmol/g).

Die Inhibition im SIFT Assay fiir die a-Synuclein Aggregation betrug 50%, im in vitro

Versuch mit Prion infizierten Zellen 80% und im in vivo Experiment mit Prionen 59%
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Die Versuchsbedingungen waren dabei identisch zu denen bei anle138b (siehe Tab.

2)(87).

Tab. 1: Chemische Eigenschaften und Strukturformeln aller getesteten Substanzen
(87). Die zu testenden Substanzen sind jeweils in einer Position oder einem
Substituenten modifiziert. Nur die R2 Position mit Pyrazol bleibt immer unveradndert.

Trivialname | Chem. Name Strukturformel Molekular-
gewicht

anle138b [3-(1,3-benzodioxol-5- N—NH Br 343.0195
y1)-5-(3- P
bromophenyl)-1H-
pyrazole]

sery335b | 3-(1,3-Benzodioxol-5- N—NH 299.0587
y1)-5-(3- L
chlorophenyl)-1H-
pyrazole cl

cl N—NH

sery383 3-(4-Aminophenyl)-5-(3- H 270.0802
chloro phenyl)-1H- [
pyrazole hydrochloride
HoN Cl

2

anle253b 3-(3-Bromophenyl)-5-[4- uN—N Br 342.0606
(dimethylamino)phenyl]- \
1H-pyrazole X
)

o o

9
g
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)
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Tab. 2: Wirksamkeit der ausgewahlten Substanzen in Vorversuchen (87). a)
Inhibition der a-syn Aggregation im SIFT Assay in vitro b) Inhibition der Prion
Aggregation in vitro c) Inhibition der Prion Aggregation in vivo in Prion.infizierten
Mausen d) Konzentration der Substanz im Gehirn 4 Stunden nach oraler Einnahme von
1mg Substanz in Erdnussbutter

Substanzen Inhibition [%]
a-Syn Prpsc Prpsc Konz. Gehirnd
SIFT-Assay? | PMCAP in vivo© [nmol/I]
anle138b 77 84 78 34,1
sery335b 90 52 68 29,6
sery383b 99 31
anle253b 50 80 59 2,1

6. Zielsetzung

Das Ziel meiner Arbeit ist es, basierend auf Vorbefunden zu anle138b, verschiedene
DPP-Derivate hinsichtlich ihrer Wirkstirke auf die Hemmung der o-Synuclein-
Aggregation im Vergleich zu anle138b am transgenen Mausmodell zu untersuchen.
Insgesamt sollen vier verschiedene Substanzen aus der fokussierten Substanzbibliothek
getestet werden. Neben den noch nicht in diesem Modell untersuchten Substanzen, soll
das Ergebnis mit anle138b reproduziert werden. Die Behandlung in diesen Gruppen
wird vor Ausbruch der Erkrankung, im Alter von 30 Wochen, begonnen.

Die Behandlung einer weiteren Madusekohorte mit anle138b wird zum Zeitpunkt des

Krankheitsbeginns mit 50 Wochen begonnen.

Zur Beurteilung der Wirksamkeit der Substanzen sind verschiedene Parameter von
Bedeutung.
Zum einen wird gepriift, wie die Substanzen generell vertragen werden, indem das

Verhalten der zu behandelnden Tiere tiglich beobachtet wird.
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Zweitens wird basierend auf Vorarbeiten das krankheitsfreie Uberleben der transgenen
Maduse untersucht. Dafiir wird engmaschig die motorische Fahigkeit und das Gewicht
erfasst.

Drittens wird anhand histologischer Daten {iberpriift, wie sich die Behandlung mit
anle138b auf die a-Synuclein-Ablagerung im Gehirn auswirkt. Um die pathologischen a-
Synuclein-Aggregation kenntlich zu machen werden die Hirnpraparate mit zwei
verschiedenen Farbemethoden behandelt. Die Auswertung erfolgt qualitativ unter dem
Mikroskop. So kann der Grad der a-Synuclein-Ablagerung mit dem klinischen Bild der

Maus zum Entnahmezeitpunkt verglichen werden.
Letztendlich resultiert die Fragestellung, ob man mit anle138b bzw. seinen Derivaten

tiber die Beeinflussung der toxischen Eigenschaften der a-Synuclein Aggregation den

Krankheitsverlauf von PD beeinflussen kann.
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C. Material und Methoden

1. Mausmodell

1.1 Genetische Abstammung

Die Versuchstiere waren transgene Mause auf einem C57/BI16 Hintergrund. Sie stammten

aus dem etablierten transgenen Mausmodell {(Thy1)-h[A30P]a-syn} (95).

1.2 Transgenes Mausmodell

Als Referenz wurden die behandelten Tiere neben der DMSO-/Placebogruppe mit nicht
transgenen C57/Bl6 Mausen aus Vorversuchen aus der medizinischen Doktorarbeit von
Catharina Prix verglichen (87). Das transgene Mausmodell (Thy1)-h[A30P]a-syn
zeichnete sich dadurch aus, dass humanes (h) a-Synuclein exprimiert wird (a-syn), das
eine pathologische Punktmutation (A30P) aufwies. Der Promotor war Thy1. Nach circa
einem Jahr fing das mutierte «-Synuclein an zu aggregieren. Die motorischen
Fahigkeiten wurden ab diesem Zeitpunkt zunehmend schlechter (101).

Die Tiere, die fir meinen Versuch verwendet wurden, waren ausschliefilich weiblich

und nach Moglichkeit Wurfgeschwister.

1.3 Versuchsgruppen

In vier Gruppen a 15 Individuen testete ich die Substanzen anle138b, sery335b, sery383
und anle253b.

Um fiir den therapeutischen Gebrauch am Menschen sinnvoll zu sein, sollte ein
Medikament auch nach Eintreten der ersten Symptome wirksam sein. Daher wurde eine
Kohorte von Mausen erst ab der 50. Woche, etwa der Zeitraum, in dem erste klinische
Symptome beobachtet werden, mit anle138b gefiittert (siehe Abb. 5).

Als Vergleichsgruppe fiir alle vorher genannten Gruppen gab es eine Placebogruppe.
Insgesamt bestand mein Experiment dementsprechend aus sechs Gruppen a 15 Tiere;
erstens einer Placebogruppe, zweitens einer Gruppe die mit der Substanze anle138b ab
der 30. Woche behandelt wurde, drittens einer Gruppe, die mit der Substanz anle138b

ab der 50. Woche behandelt wurde, viertens einer Gruppe die mit der Substanz
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sery335b ab der 30. Woche behandelt wurde, flinftens einer Gruppe die mit der
Substanz sery383 ab der 30 Woche behandelt wurde und sechstens einer Gruppe, die
mit der Substanz anle253b ab der 30 Woche behandelt wurde.

Die Substanzen wurden jeweils mit Erdnussbutter gemischt. So wurde gewahrleistet,
dass die Tiere die Substanzen sicher zu sich nahmen. Auf3erdem wurden die lipophilen
Substanzen bei der Gabe mit Erdnussbutter als Medium langsamer resorbiert und
waren langer bioverfligbar. Dies zeigte sich im Vergleich zu anderen Applikationsformen
zum Beispiel der intraperitonealen Gabe oder der oralen Gabe mit Olivenol (87).

Jeden Tag wurden die Tiere beobachtet, um Auffilligkeiten in ihrem Verhalten zu
detektieren. Qualitative Messungen der motorischen Fahigkeiten und des Gewichtes
wurden im Abstand von zwei Wochen durchgefiihrt. Nach dem Ableben wurde das
Gehirn, das Riickenmark und die inneren Organe histologisch aufbereitet und
mikroskopisch untersucht.

In jeder der sechs Gruppen wurden im Vorhinein fiinf Tiere, die moglichst aus einem
Wurf stammten, festgelegt und nach 69 Lebenswochen aus dem Experiment
entnommen. Mussten die Tiere vor der 69 Lebenswoche wegen Krankheitszeichen aus
dem Experiment genommen werde, wurden sie nicht ersetzt. Diese Mduse dienten dem
Vergleich des Krankheitsfortschritts zu einem vorher determinierten Zeitpunkt
zwischen den Gruppen. Dieser Vergleich war vor allem bei der histologischen

Auswertung von grofder Aussagekraft.
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(Thy1)-h[A30P]a-syn V
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Abb. 5: Behandlungsplan. Die Therapie begann in vier von fiinf Substanzgruppen ab
der 30. Lebenswoche, bei einer Gruppe erst ab der 50. Lebenswoche. Mit 69 Wochen
wurden vorherbestimmte Tiere zur immunhistochemischen Untersuchung aus dem
Experiment entnommen. Ab circa der 50. Lebenswoche der transgenen Mause sah man
klinisch eine Verschlechterung der Motorik und eine Zunahme der Pathologie in den
histologischen Schnitten.

1.4 Tierfltterung

Die Mduse wurden in der 30. Lebenswoche mit den Substanzen bzw. DMSO angefiittert
(siehe Abb. 5). Die Substanzen wurden in DMSO gel6st und mit Erdnussbutter (Barney’s
best creamy peanut butter, Dockhorn & Co, Hamburg, Germany) gemischt. Drei Tage vor
der Erstgabe der Substanzen bekamen die Mause zweimal taglich die Dosis von 200 pl
Erdnussbutter zur Gewohnung an das Nahrungsmittel.

Nach der Gewdhnungsphase an die Erdnussbutter wurde jeweils 5 mg Substanz in 10 ul
DMS0/200 wl Erdnussbutter gelést und die Tiere wurden damit zweimal taglich
gefiittert.

Die Gruppe, die durch den Behandlungsstart ab der 50. Lebenswoche charakterisiert
war, wurde ab der 30. Woche mit zwei Tagesdosen je 200 pl Erdnussbutter mit 10 ul
DMSO gefiittert; ab der 50. Woche mit 5 mg anle138b in 10 wul DMSO/200 ul

Erdnussbutter ebenfalls zweimal taglich.

Die Mause bekamen zusitzlich jeden Tag frisches Wasser (Schnittwasser aus

Leitungswasser und VE-Wasser bzw. nach dem Milli-Q Synthesis A10 System (Millipore,
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MA, USA) aufbereitetes Wasser=Millipore), das in den Trinkflaschen in den
Tierhaltungsbereich autoklaviert wurde und Trockenfutter (Haltungsfutter V 1536,
Sniff) ad libitum.

1.5 Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden in spezifisch pathogenfreier Tierhaltung (SPF) im
geschlossenem IVC Barrierensystem (individual ventilated cages) gemafd der
Tierschutz- und -haltungsrichtlinien gehalten. Der Tierhaltungsbereich war iiber
mehrere Schleusen zu betreten. Ausschliefdlich befugte Mitarbeiter diirften diesen, nach
vorherigem Duschen und Umbkleiden, betreten. Materialschleuse und
Durchreicheautoklaven verhinderten eine Pathogenverschleppung auf diesem Weg. Die
Uberdruckbeliiftung, die je nach AuRenwelt fiir einen um ca. 50 Pa hoheren Luftdruck
im SPF Bereich sorgt, gewihrleistete, dass beim Offnen der Schleusen von Aufen keine
Keime in den Bereich eindringen konnten.

Die Mauskafige wurden einmal wdchentlich ausgeschleust, in einer Waschstrafie
gespiilt, getrocknet, mit frischem Einstreu und Nestmaterial bestiickt und anschlief3end
wieder in den Tierhaltungsbereich autoklaviert. Die Autoklaventemperatur betrug
121°C.

Die hohen hygienischen Anforderungen sorgten dafiir, dass die transgenen Tiere nicht
mit Krankheitserregern angesteckt wurden, die das Ergebnis verfalschen hatten konnen.
Der SPF Status der Tiere wurde regelmaf3ig mit Hilfe von Sentinel Mausen tiberpriift und
wurde nach den FELASA Empfehlungen (Federation of Laboratory Animal Science
Associations) durchgefiihrt.

Die Haltung der Mause erfolgte in THKB-M2V-M Polysulfonkafigen (Typ MII, verlangert)
mit je einer Maus pro Kafig. Die Tiere wurden ab Geburt einmal tdglichen durch
entsprechend geschultes Fachpersonal iiberwacht.

Die Tiere lebten in einem konstanten Licht/Dunkel Rhythmus von 12h/12h.

Alle Tierexperimente wurden gemaf3 des National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals des sdchsischen Komitees fiir Tierexperimente, Dresden,

durchgefiihrt.
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2. Messungen mit dem RotaRod

2.1 Das RotaRod

Der klinische Krankheitsfortschritt der Versuchstiere wurde mithilfe des RotaRod
anhand der motorischen Fahigkeiten der Tiere tiberwacht und quantifiziert (siehe Abb.
6). Hierzu wurde ein RotaRod fiir 5 Tiere V4.1.1 (TSE Systems Chesterfield, MO, USA)
verwendet.

Das RotaRod ist eine rotierende Walze, die im Laufe einer festgelegten Zeit beschleunigt.
Die Walze ist in 5 identische Abschnitte eingeteilt und etwa 10 cm liber dem Kafigboden
befestigt. In jedem Abschnitt kann eine Maus auf die Walze gesetzt werden. Der
Kafigboden ist mit Lichtschranken verstehen, die messen, nach welcher Zeit auf der
Walze ein Tier auf den Boden herunterfallt. Die RotaRod Walze ist mit einem Computer
verbunden, der mit dem entsprechenden Programm die Laufzeiten der Mause, die iiber
die Lichtschranken gemessen werden, aufzeichnet. Die Walze kann man durch eine
Programmierung unterschiedlich schnell und unterschiedlich lang laufen lassen. Die
Tiere mussten auf dieser Walze laufen, durch die Beschleunigung wurde das
Herunterfallen forciert. Je kranker die Tiere wurden, desto schneller fielen sie von der

Walze. Dadurch war es moglich, den Krankheitsverlauf am lebenden Tier zu messen.
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Abb. 6: TSE RotaRod System ((102) mit freundlicher Genehmigung von TSE Systems
GmbH, Siemensstr. 21, 61352 Bad Homburg v.d.H., Deutschland). Auf der rotierenden
Walze liefen in dem hier dargestellten Experiment jeweils drei Mause auf einmal, um
ihre motorischen Fahigkeiten zu liberwachen. Die Drehgeschwindigkeit und die
Beschleunigung der Walze wurden vor Versuchsbeginn festgelegt und beibehalten. Jedes
Abteil wurde durch eine eigene Lichtschranke kontrolliert, die den Zeitpunkt erfasste,
an dem die Mause von der Walze fielen. Mit der dazugehorigen Software wurden die
Laufzeiten der Mduse, iiber den mit dem RotaRod verbundenen Computer,
aufgezeichnet.

Ab der 42. Lebenswoche (siehe Abb. 7), was etwa dem Alter entspricht, an dem erste
motorische Symptome auftreten (87), wurden die Tiere jede zweite Wochen an zwei
hintereinander folgenden Tagen trainiert. Dafiir liefen sie auf der sich drehenden Walze,
am dritten darauffolgenden Tag wurde der Test durchgefiihrt, dessen Messwerte in die
Statistiken einfloss. Bei den Trainingslaufen steigerte sich die Geschwindigkeit der
RotaRod Walze in 180s von 0 auf 30 Runden pro Minute (rpm), am Testtag lief der
RotaRod 300s mit eine kontinuierlichen Steigerung der Geschwindigkeit von 0 auf 50
rpm, dies entsprach der gleichen Beschleunigung wie an den Trainingstagen.

Jede Maus sollte an jeden der drei Tage drei giiltige Laufe absolvieren. Zwischen jedem
Lauf, wurde eine Regenerationszeit von mindestens 40s eingehalten, bevor die Maus
erneut auf die Walze gesetzt wurde. Sobald sich eine Maus weniger als 10 s auf der sich
bewegenden Walze hielt, war der Lauf ungiiltig und wurde bis zu maximal dreimal
wiederholt. Das terminale Entnahmekriterium der Mause war erfiillt, wenn ein Tier in
sechs Laufen, keine drei giiltigen Laufe absolvieren konnte, von denen mindestens einer
tiber 20s dauerte. In solch einem Fall wurde davon ausgegangen, dass die motorischen
Fahigkeiten soweit eingeschrankt waren, dass die Krankheit im terminalen Stadium war.
Die Kriterien fiir die RotaRod Messungen wurden derartig festgelegt, da es den Kriterien
der bisherigen Versuche mit transgenen Mausen {(Thy1)-h[A30P]a-syn} entsprach und

damit eine Vergleichbarkeit zu anderen Versuchen gewahrleistet war (87).
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C. Material und Methode

B
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Abb. 7: Behandlungs- und Messplan. Ab der 42. Woche wurden die motorischen
Fahigkeiten der Mause mithilfe des RotaRod gemessen. Rhythmus von zwei Wochen
liefen die Tiere jeweils drei Tage hintereinander auf dem RotaRod.

Als zweiter klinischer Parameter wurde das Gewicht der Tiere mit einer Sartorius
Prazisionswaage CPA2202S immer am zweiten der drei Messtage ermittelt.

Der Allgemeinzustand, der unter anderem an der Beschaffenheit des Fells und der
Beweglichkeit der Maus abzulesen war, wurde jeden Tag beurteilt. An den Messtagen
wurde noch einmal ein besonderes Augenmerk darauf gelegt.

Die drei Tage des Trainings bzw. des Tests wurden am Anfang des Experiments auf
Mittwoch, Donnerstag und Freitag festgelegt und wahrend des laufenden Experiments
nicht verdndert. Die Messtage wurden so gewahlt, dass die Mause am Wochenende
immer Ruhephasen hatten und nicht durch andere Arbeiten im Tierstall erschreckt,
unruhig oder aufmerksam gemacht wurden. Es wurde darauf geachtet, dass die
Tageszeiten des Messens liber die Dauer des Experimentes nicht wesentlich variierten,
um Schwankungen auszuschliefien, die auf unterschiedliche Tageszeiten des Messens
zurlickzufithren sind. Grundsatzlich wurde nicht in den Dunkelphasen des 24 h
Rhythmus gemessen. Es wurde darauf geachtet die exogenen Faktoren, die die

Laufleistungen beeinflussen konnten so klein wie moglich zuhalten.
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2.2 Erhebung der Messdaten

Von den drei erhobenen Laufzeiten der Mduse am Testtag wurde jeweils der Mittelwert
gebildet und zusatzlich die Beste der drei Zeiten notiert. Fiir die weitere Auswertung
wurde nur der sogenannte ,best of three-Wert“ herangezogen. Die Fokussierung auf
diesen Messwert erfolgte wiederum um eine Vergleichbarkeit mit den Vorversuchen
herzustellen. Hier wurde der Beste der drei Werte dem Mittelwert zur Auswertung
vorgezogen, da es sich um eine reelle Laufzeit handelt.

Somit wurde auch in meinem Experiment der beste Wert iiber den Zeitraum von der 42.
bis 50. Woche auf die in der Zeit durchschnittliche Leistung (Baseline) normiert. Die
Bildung der Baseline tliber die ersten acht Wochen war notwendig, da sich bei
vorhergehenden Tierversuchen, die nach dem gleichen Schema durchgefiihrt wurden,
gezeigt hatte, dass die Laufzeiten starken intraindividuellen Schwankungen unterlagen
(87).

Die Tiere, die terminal aus dem Experiment ausschieden, wurden in den folgenden
Wochen mit 0 s (Sekunden) Laufleistung gewertet.

Die Tiere, deren Entnahme vorher auf die 69. Woche terminiert war, wurden nach ihrem
Tod in den Tabellen ohne Wert gefiihrt. Ausnahme davon waren die Tiere, die schon vor
der 69. Woche klinisch das terminale Ausscheidekriterium erfiillten. Sie wurden, wie
alle anderen terminal entnommenen Mause, in den folgenden Wochen mit 0 s

Laufleistung gefiihrt.

3. Entnahme der Versuchstiere

Erfullte eine Maus die terminalen Kriterien wahrend der Messwoche, wurde sie an
deren Ende aus dem Experiment entnommen und durch zervikale Dislokation getdtet.

Die Tiere wurden anschliefend sofort prapariert. Die Tiere, die zwischen den
Messwochen von dem entsprechenden Fachpersonal als terminal erkrankt erkannt
wurden, wurden am selben Tag aus dem Experiment entnommen und prapariert. Die
Maduse, die vorherbestimmt in der 69. Lebenswoche das Experiment verlassen sollten,
wurden jeweils am Ende der Messwochen entnommen. Thr Todesdatum ist dadurch
nicht immer genau auf einen Tag in ihrer 69. Lebenswochen gefallen, sondern ergab sich
durch den letzten Testtag in der Wochen, in der die Tiere die 69. Lebenswoche erreicht

hatten.
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4. Praparation

Die Praparation wurde mit einem festhgelegten Praparationsbesteck (FST, Heidelberg)
vorgenommen.

Mit der immer gleichen Methode und Vorgehensweise wurde das Tier prapariert. Es
wurden nacheinander der Kopf inklusive dem Gehirn entnommen, die inneren Organe
vom Rektum bis zu Herz und der Lunge als ein Praparat fixiert, die Wirbelsdaule wurde
komplett als drittes Praparat entnommen. Jedes der drei Praparate wurde einzeln in ein
formalingefiilltes 50ml-Zentrifugationsrohrchen gegeben und vor der histologischen
Aufarbeitung eine Woche bei Raumtemperatur fixiert, bevor es eingebettet und

geschnitten wurde.

6. Histologische Untersuchungen

Die Herstellung der histologischen Schnitte wurde unter Anleitung und tatkraftiger
Unterstiitzung von Herrn Michael Schmidt vorgenommen. Die verschiedenen Organe
wurden mit unterschiedlichen Farbemethoden bearbeitet.

Die Praparate wurden zunachst in Paraffin eingebettet, mit 0,2 M Borsdure bei pH 9 und
63°C fiir 25 min behandelt und anschlief3end im selben Medium fiir weitere 30 min bei
Raumtemperatur gelagert. Anschlief3end wurden die Praparate in 1um dicke Scheiben
geschnitten.

Die inneren Organe wie die Milz, die Nieren, das Herz, die Lunge und der Darm wurden
dann mit Millipore abgewaschen und mit HE (Hdmatoxylin-Eosin-Farbung) gefarbt.

Zur Farbung von a-Synuclein wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. Beide
Farbetechniken beruhten auf der Markierung von a-Synuclein im Gehirn mit einem
Antikorper.

Alle Gehirnschnitte wurden zundchst mit dem anti-humanen oa-Synuclein Anitkoérper
15G7 behandelt (95). Da dieser Antikérper an humanes a-Synuclein als Monomer und
als Aggregat bindet, musste das Gewebe, um nur die a-Synuclein Aggregate zu
markieren vor der Behandlung der Schnitte mit 15G7 mit Proteinase K vorbehandelt
werden. Diese Proteinase verdaute das als Monomer vorliegende a-Synuclein. Die a-
Synuclein Aggregate werden dagegen nicht vollstandig verdaut. Bei der darauffolgenden

Farbung mit dem Antikoérper wurden nur die Aggregate markiert. Fiir die
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Vorbehandlung mit dem Proteinaseverdau wurden 50mg/ml einer Proteinase K (PK)
Stammldsung im Verhaltnis 1:500 mit Verdaupuffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.8 + 100 mM
NaCl + 0.1% BRIJ35) verdiinnt, wobei die PK Losung 10 min bei 37° C vorbehandelt
wurde. Danach wurden die histologischen Praparate gewaschen und fiir 32 min in eine
1:4000 verdiinnte 15G7 Losung gegeben. Zum Schutz wurden die Schnitte mit DAB (3,3-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) behandelt und mit Wasser abgewaschen (87).

Die Mause, die vorherbestimmt im Alter von 69 Wochen aus dem Experiment
entnommen wurden, dienten zum Vergleich der Histologie in der friithen
Krankheitsphase. Dafiir wurden die Gehirnschnitte dieser Tiere mit einem Antikérper
gegen phosphoryliertes a-Synuclein behandelt. Dieser kann ohne Vorbehandlung
angewendet werden und greift vor allem phosphorylierte Proteine an. Da die
pathologischen a-Synuclein Aggregate vermehrt phosphoryliert sind, werden sie durch
den Antikorper gefarbt und so auf dem histologischen Schnitt sichtbar gemacht (siehe

Abb. 8).

Abb. 8: Immunhistochemie
mit dem Antikorper 15G7.
Das Mittelhirn einer
erkrankten Maus in vierfacher
Vergrofierung. Die vermehrt
phosphorylierten a-Synuclein
Aggregate wurden durch die
Verbindung mit dem
Antikorper braun gefarbt.
Areale in denen keine
Aggregation vorhanden war,
wurden nicht durch den
Antikorper gefarbt.

6. Histologisch Auswertung

Zur Auswertung der histologischen Schnitte wurde zunachst deren Qualitidt bewertet.
Gestaffelt in drei Qualitaten entweder mit gar keinem stérenden Hintergrund, mit wenig
storendem Hintergrund oder mit viel stérendem Hintergrund wurden die Bilder

eingeordnet. So konnte gewahrleistet werden, dass bei der spateren Bewertung des
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Grades der a-Synuclein Ablagerung keine Fehler aufgrund des unterschiedlichen
Hintergrunds passierten.

Flr die Beurteilung der Auspragung der a-Synuclein Aggregationen im Gehirn wurde
ein Bewertungsschema festgelegt. Je nach Dichte der Aggregation wurden die Schnitte
mit Grad 1 fiir sehr wenig a-Synuclein Ablagerungen, mit Grad zwei flir deutliche
Ablagerungen und mit Grad 3 fiir sehr viele Ablagerungen bewertet.

Neben den Hirnschnitten wurden auch die Schnittbilder der inneren Organe, vor allem
der Milz und der Niere genauer betrachtet. Fiir die beiden genannten Organe war aus
Vorversuchen bekannt, dass dort Pathologien auftreten konnten. Diese betrafen
insbesondere das Gefafdsystem, sodass die Struktur der beiden sehr gut durchbluteten
Organe, Milz und Niere, komplett verloren gehen konnten. Die Analyse der Pathologie
wurde rein qualitativ durchgefiihrt, indem eine Ja-Nein-Entscheidung getroffen wurde,
ob die Organe gesund sind oder nicht. Fiir jede Versuchsgruppe wurde dann eine

Statistik erstellt wie viele Tiere eine Erkrankung der inneren Organe entwickelt hatten.
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D. Ergebnisse

1. Laufleistungen der Versuchstiere

Die folgenden Diagramme stellen die RotaRod Performance iiber die gesamte Lebenszeit
der Mause im Experimente fiir die jeweilige Versuchsgruppe dar. Dabei werden zwei
verschiedene Auswertungen gewahlt. Zum einen werden die absoluten Laufzeiten der
Maduse in Sekunden gezeigt. Zum anderen wird fiir jedes Tier eine Baseline errechnet,
die durch die Messergebnisse der ersten vier Messtermine ermittelt wird (42. bis 51.
Lebenswoche). Alle weiteren Werte werden in Bezug zu dieser Baseline gesetzt. Die
Unterschiede, die aufgrund der verschiedenen Baselinelaufleistungen der Mause
zustande kommen, werden bei dieser Darstellung aufgehoben.

Die Laufleistungen der einzelnen Tiere werden iiber die Zeit dargestellt.

Jede schwarze Linie stellt ein Tier dar, das terminal aus dem Experiment ausgeschieden
ist. Nach der Entnahme wurden ihre Laufleistungen mit 0 Sekunden bewertet.

Die roten Linien markieren Tiere, die geplant zum Zeitpunkt 69 Wochen entnommen
wurden. Fiir diese Tiere wurde fiir die folgenden Wochen kein Wert gefiihrt.

Die in 2.3 beschriebene Tiergruppe, die keine Substanz bekam, wird im folgenden

Ergebnisteil als Placebogruppe bezeichnet.
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1.1 Absolute Laufleistungen der Versuchstiere
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Abb. 9: Absolute Laufleistung der Miuse auf dem RotaRod pro Versuchsgruppe.
Jede Linie stellt ein Tier dar. Sie zeigen die jeweilige Zeit, die eine Maus am Messtag auf
dem RotaRod gelaufen ist. Die Zeit ist gegen das Lebensalter der Mause am Messtag
aufgetragen. Die schwarzen Linien stehen fiir die Tiere, die solange im Versuch erfasst
wurden, bis sie ihrer Krankheit erlegen sind. Die roten Linien stehen fiir Tiere, die
designiert nach 69 Wochen aus dem Experiment entnommen wurden. Abb. a)
Placebokontrollgruppe b) anle138b mit Fiitterung ab der 30. Lebenswoche c) anle138b
mit Fiitterung ab der 50. Lebenswoche d) sery335b mit Fiitterung ab der 30.
Lebenswoche e) sery383 mit Fiitterung ab der 30. Lebenswoche f) anle253b mit
Flitterung ab der 30. Lebenswoche

Bei der Auswertung der Diagramme wurden drei verschiedene Parameter bewertet.
Erstens ging es um die Laufleistungen der Tiere, zweitens um die Uberlebensdauer und
drittens um die Geschwindigkeit der Krankheitsprogression. Im Folgenden wurden alle
drei Aspekte der Reihe nach im Gruppenvergleich betrachtet.

Beim Vergleich der absoluten Laufleistungen der Mduse in den verschiedenen Gruppen
gab es einige Unterschiede. So fiel auf, dass die Tiere der Placebogruppe, die nur das
Losemittel erhielten, mit Abstand am kiirzesten auf dem RotaRod liefen. Es gab kein
Tier, das langer als 200 s lief, in der Spitze wurden 180s erreicht.

Zunichst sollen die absoluten Werte der Laufleistungen der Mause verglichen werden.
Darauf folgen die normierten Werte.

Die beiden Tiergruppen, die mit anle138b ab der 30. Woche bzw. ab der 50. Woche
gefiittert wurden, liefen maximal 200 s auf dem beschleunigten RotaRod, das dann eine
Geschwindigkeit von circa 33,2 rpm erreichte. In der Gruppe mit Substanzgabe ab der
50. Lebenswoche erreichten mehrere Tiere diese Spitzenleistung (siehe Abb. 9c).

In allen drei anderen Substanzgruppen wurden jeweils Laufleistungen iiber 200 s
erreicht.

In der sery335b Gruppe lief ein Tier iber 250s und im Gruppenvergleich liefen in dieser
Gruppe die meisten Tiere zwischen 150 und 200s. Die durchschnittliche Laufleistung
betrug in allen Gruppen zwischen 50 und 150s (siehe Abb. 9d).

Diese Zeiten waren bei den meisten Gruppen liber die Lebenszeit der Tiere konstant.
Lediglich bei der Gruppe, die mit anle138b ab der 50. Woche behandelt wurde, sah man
eine leichte Leistungssteigerung circa ab dem 320. Lebenstag mit dem Maximum am
400. Lebenstag (siehe Abb. 9c¢). Ebenfalls eine geringe Steigerung in den Laufleistungen

zeigte die anle253b Gruppe, wobei in dieser Gruppe mehr Fluktuationen nach oben und
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unten auftraten (siehe Abb. 9f). Die Leistungszunahme begann dhnlich wie in der
anle138b Gruppe am 320. Lebenstag und hatte ihr Maximum circa am 420. Lebenstag.
Die sery335b Gruppe hatte als einzige Gruppe leicht erhohte Laufzeiten gegeniiber den
anderen Versuchsgruppen (siehe Abb. 9d) Die Laufleistungen der meisten Tiere lagen
zwischen 75 und 150s.

Beachtenswert war im Hinblick auf die Interpretation der Ergebnisse der Vergleich der
beiden anle138b Gruppen. Das Leistungsmaximum war in beiden Gruppen mit 200s

identisch.

Bei dem zweiten Parameter, der Uberlebensdauer der Tiere, zeigte sich, dass die
Placebogruppe die kiirzesten Uberlebenszeiten aufwies. Der Zeitraum, in dem alle Tiere
terminal das Experiment verlief3en, lag zwischen dem 399. und dem 571. Tag. Bei allen
Gruppen, die eine Substanz bekamen, war sowohl die erste Maus, die das Experiment
terminal verlief}, als auch die letzte Maus, die starb alter als in der Placebogruppe.
Durchschnittlich verlief3en die Tiere in den Substanzgruppen das Experiment zwischen
dem 420. und dem 620. Lebenstag. Besonderes hervorzuheben ist die anle253b Gruppe,
in der die Tiere sehr alt wurden. Die erste Maus wurde an ihrem 488. Lebenstag
terminal entnommen, die dlteste Maus wurde 707 Tage alt (siehe Abb. 9f).

Der kiirzeste Zeitraum, in dem Tiere das Experiment terminal verlief3en, lag bei der
sery383 Gruppe vor und betrug lediglich 152 Tage (siehe Abb. 9e).

Betrachtet man wieder die beiden anle138b Gruppen, so fallen grofRe Ahnlichkeiten auf.
Beginn, Ende und Zeitraum der Tierentnahme waren dhnlich. Das erste Tier wurde in
beiden Gruppen im Alter von circa 400 Tagen entnommen, das Letzte mit 646 Tagen
(anle138b ab 30 Wochen) bzw. mit 616 Tagen (anle138b ab 50 Wochen). Der Zeitraum
in dem die Tiere lebten betrug 246 Tagen fiir erstere Gruppe und 216 Tage fiir die
letztere Gruppe.

Die Geschwindigkeit der Krankheitsprogression war nahezu in allen Gruppen gleich. Die
meisten Tiere starben nach dem ersten Einbruch in der Laufleistung innerhalb von 20-
30 Tagen. Dies ist deutlich sichtbar an den steil zur x-Achse abfallenden Linien, die fiir

fast alle Mause und in allen Gruppen zu erkennen sind.
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1.2 Relative Laufleistungen der Versuchstiere
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Abb. 10: Relative Laufleistung der Mause auf dem RotaRod pro Versuchsgruppe.
Jede Linie stellt ein Tier dar. Sie zeigen den prozentualen Anteil der Zeit, den eine Maus
pro Messtag auf dem RotaRod gelaufen ist in Relation zur errechneten Baseline, der
mittleren Laufleistung fiir jedes Tier lber die ersten fiinf Messtage. Die Laufleistung ist
gegen das Lebensalter der Mdause am Messtag aufgetragen. Die schwarzen Linien stehen
fiir die Tiere, die solange im Versuch erfasst wurden, bis sie ihrer Krankheit erlegen
waren. Die roten Linien stehen fiir Tiere, die designiert nach 69 Wochen aus dem
Experiment entnommen wurden. Abb. a) Placebokontrollgruppe b) anle138b mit
Flitterung ab der 30. Lebenswoche c) anle138b mit Fiitterung ab der 50. Lebenswoche
d) sery335b mit Fiitterung ab der 30. Lebenswoche e) sery383 mit Flitterung ab der 30.
Lebenswoche f) anle253b mit Fiitterung ab der 30. Lebenswoche

Die normierten Diagramme unterscheiden sich von den Diagrammen mit absoluten
Laufzeitwerten in zwei von drei der oben beschriebenen Parameter. Die
Uberlebensdauer andert sich nicht durch die andere Form der Darstellung und bleibt
dementsprechend bei der weiteren Betrachtung der Abb. 10 unberiicksichtigt. Die
Laufleistung in Prozentangaben und der Abfall der Kurven zur x-Achse zeigen andere
Werte an, als bei den Diagrammen mit absoluten Werten.

Die relativen Laufleistungen schwankten bei der Placebogruppe zwischen 60 und 230%.
Die Leistungen jeder einzelnen Maus fluktuieren in hohem Maf3e (siehe Abb. 10a). Es
war nicht vorhersehbar, wie sich die Leistungen der Tiere im Krankheitsverlauf
entwickelten. Die nicht konstanten Leistungen begannen mit dem Beginn der
Messungen. Erst in den letzten Tagen vor dem Ableben bzw. der terminalen Entnahme
zeigte sich der auch in den vorhergehend gezeigten Darstellungen erkennbare markante
Leistungsabfall. Er stellte in der Geschwindigkeit der Krankheitsprogression keinen
wesentlichen Unterschied zu dem Abfall in den Diagrammen mit den absoluten Werten
dar.

Bei den beiden anle138b behandelten Gruppen waren im Vergleich zu den iibrigen
Substanzgruppen grofiere Fluktuationen in den Laufleistungen erkennbar. Im
Unterschied zu der Placebogruppe begannen diese jedoch erst ab dem 380. Lebenstag
und damit gut drei Monate nach der ersten Messung. In dem Zeitraum der ersten 100
Lebenstage lagen die Laufzeiten der Mduse in einem Rahmen von 60 bis 150% bei der
Gruppe mit Substanzgabe ab der 30. Lebenswoche (siehe Abb. 10b) und zwischen 45
und 165% bei der Gruppe mit Substanzgabe ab der 50. Lebenswoche (siehe Abb. 10c).
Danach gab es in beiden Gruppen Ausreifler, die tliber 250% ihrer gemittelten

Laufleistung erreichten. Wahrend bei der anle138b Gruppe, die nach 30 Tagen mit der
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Substanz angefiittert wurde, lediglich ein Tier erheblich vom Mittel abweichende Werte
hatte, waren es bei der Gruppe mit Substanzgabe ab der 50. Woche deutlich mehr Tiere.

Die mit sery335b behandelte Gruppe zeigte im Vergleich aller Gruppen die
konstantesten Leistungen. Sie schwankten ab dem ersten Messtag zwischen 50 und
170%, die Fluktuationen wurden zu keiner Zeit des Experimentes grofier (siehe Abb.
10d).

Bei der sery383 Gruppe lagen die relativen Laufleistungen in den ersten 100 Tagen nach
der ersten Messung zwischen 60 und 150%. Erst danach gab es einzelne Tiere, die
Leistungsspitzen von bis zu 230% ihrer Baseline erreichten (siehe Abb. 10e). Im
Gruppenvergleich waren die Fluktuationen dhnlich anzusiedeln wie die der anle138b
Gruppe mit Substanzgabe ab der 50. Lebenswoche.

Die mit anle253b behandelte Gruppe hatte, wie die anderen Substanzgruppen, zu Beginn
der Therapie einen Zeitraum, in dem die Fluktuationen der Leistungen geringer waren
als nach den ersten 100 Tagen nach Messbeginn. In diesem Zeitraum lagen die
Schwankungen zwischen 55 und 160% der eigenen gemittelten Leistung der jeweiligen
Maus. Ab dem 380. Lebenstag gab es einige Tiere, die Leistungen von gut 200% ihrer
eigenen Baseline erreichten (siehe Abb. 10f).

Betrachtet man nun noch einmal den Abfall der Kurven zur x-Achse, sind bei allen
Gruppen keine wesentlichen Unterschiede zu den Kurven mit den absoluten Werten
erkennbar. Auch hier bestatigte sich die Beobachtung, dass die Tiere in kiirzester Zeit
eine solch ausgepragte klinische Symptomatik entwickelten, dass sie das Experiment

verlassen mussten.

1.3 Laufleistungen im Gruppenvergleich

In folgendem Diagramm (siehe Abb. 11) ist ein Teil der beschriebenen Ergebnisse noch
einmal graphisch zusammengefasst.

Auf der x-Achse sind die Lebenswochen aufgetragen, sie sind jeweils in dem
zweiwochigen Messrhythmus angegeben.

Auf der Y-Achse sind die jeweiligen Gruppen aufgelistet. Jede Gruppe ist einer Linie und
einer geometrischen Figur zugeordnet.

Auf den ersten Blick erkennt man, dass es vier Gruppen gibt, in denen die Mause
deutlich lingere Uberlebenszeiten haben als in den anderen. Es handelte sich um die mit

anle138b behandelte Gruppe sowohl mit Anfiitterung nach der 30. Lebenswoche, als
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auch mit Anfiitterung nach der 50. Lebenswoche, die sery335b Gruppe und die anle253b
Gruppe. Die Tiere aus der mit Placebo behandelten Gruppe hatten mit Abstand die
kiirzesten Uberlebenszeiten.

Die sery383 Gruppe hatte die kleinsten Fluktuationen, die Lebzeiten der Tiere waren am

engsten beieinander.
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Abb. 11: Uberlebenszeiten der Versuchstiere nach Versuchsgruppen. Die
Placebogruppe hatte die kiirzeste Uberlebenszeit. Die Tiere der mit Substanzen
behandelten Gruppen lebten im Durchschnitt alle ldnger. Die absolut langste
Uberlebenszeit erreichte ein Tier der anle253b Gruppe mit 100 Wochen.

2. Gewichtsentwicklung

Ein wichtiger klinischer Parameter zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs war das
Korpergewicht der Mause. Es wurde wie die RotaRod Daten alle zwei Wochen erhoben,
jeweils am mittleren der drei Messtage. Alle Gewichte der einzelnen Tiere wurden

tabellarisch iiber ihren Lebenzeitraum gesammelt.
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In den folgenden Diagrammen ist die Gewichtsentwicklung der Tiere tiber ihre
Lebensdauer den jeweiligen Gruppen zugeordnet.

Auf der x-Achse ist das Alter der Mause in Tagen aufgetragen, auf der y-Achse das
Gewicht in Relation zu ihrer Baseline. Diese ist der Mittelwert der Gewichte iiber die
ersten flinf Messtage, dquivalent zu der Baseline der Laufleistungen.

Jede Kurve gibt den Gewichtsverlauf einer Maus wieder.

Schwarze Linen symbolisieren alle Tiere, die regular mit Phanotyp aus dem Experiment
ausgeschieden sind. Sie beriihren die x-Achse, da sie nach ihrem terminalen
Ausscheiden mit Os Laufleistung gefiihrt werden (s. Diagramme iiber die RotaRod
Performance). Die roten Linien gehoren zu den Tieren, die designiert nach der 69.
Lebenswoche aus dem Experiment entnommen wurden. In diesem Fall wurden die
Daten nach dem Ausscheiden der Tiere nicht weiter gefiihrt, womit die Kurven abrupt
enden.

In der folgenden Diagrammbeschreibung wurde zur Vermeidung von Wiederholungen
nur auf die Verdnderungen und den Vergleich der Gewichte zwischen den einzelnen
Gruppen eingegangen, nicht auf die Uberlebenszeit (x-Achse). Ausfiihrliche Darstellung

derselben wurde im Abschnitt D 1. gegeben.

Das Gewicht der Tier war neben dem Zustand des Fells und dem gesamten
Erscheinungsbild der Mause, nur ein Merkmal unter vielen fiir den Krankheitszustand.
Daher wurde an dieser Stelle darauf verzichtet neben der relativen
Gewichtsentwicklung auch die absoluten Gewichte der Tiere zu zeigen. Die relative
Gewichtsentwicklung ist aussagekraftiger als die absoluten Zahlen (siehe C. 2.2 Auswahl

der Messwerte).
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2.1 Relative Gewichtsentwicklung der Versuchstiere

a) DMSO Gewicht normiert
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b) anle138b ab 30 Woche Gewicht normiert
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sery335b Gewicht normiert
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e) sery383 Gewicht normiert
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Abb. 12: Relative Gewichtsentwicklung der Mause pro Versuchsgruppe. Jede Linie
stellt ein Tier dar, rote Linien stehen fiir Tiere, die geplant nach 69 Lebenswochen aus
dem Experiment entnommen wurden. Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil des
Gewichtes, den eine Maus pro Messtag gewogen hat in Relation zur errechneten
Baseline, dem Mittelwert fiir jedes Tier tiber die ersten flinf Messtage. Das Gewicht ist
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gegen das Lebensalter der Mause am Messtag aufgetragen.

Das Gewicht der mit Placebo behandelten Mause fluktuierte zwischen 80 und 130% von
der jeweiligen Baseline. Die Fluktuationen begannen ab dem 335. Lebenstag und
nahmen bis zum 580. Lebenstag leicht zu (siehe Abb. 12a). Insgesamt war das Intervall,
in dem die Gewichte sich uber die Lebenszeit verianderten, deutlich kleiner als das der
Laufleistungen. Die Fluktuationen waren individuell unterschiedlich und es lief3 sich
keine Regelmafligkeit feststellen. Die meisten Tiere verloren vier bis sechs Wochen,
bevor sie aus dem Experiment ausgeschieden sind an Gewicht. Es gab jedoch auch Tiere,
die in der Woche, in der sie ausgeschieden sind, im Vergleich zur Vorwoche noch an
Gewicht zulegten. Auch hier waren keine Regelmaf3igkeiten zu erkennen.

Das relative Gewicht der Mause, die geplant mit 69 Lebenswochen entnommen wurden,
lag etwa in dem gleichen Intervall wie das der iibrigen Tiere.

Im Vergleich zur anle138b behandelten Gruppe, deren Versuchstiere ab der 30. Woche
mit der Substanz gefiittert wurden fiel auf, dass die Fluktuationen in héherem Alter
begannen. Wahrend bei der Placebogruppe die ersten grofieren Abweichungen vom
Durchschnittsgewicht mit 335 Lebenstagen begannen, starteten sie bei der anle138b
behandelten Gruppe erst mit 400 Tagen (siehe Abb. 12b). In beiden Kurven war ahnlich,
dass die Fluktuationen in den einzelnen Kurven nicht besonders ausgepragt waren. In
der anle138b behandelten Gruppe, die ab der 30. Lebenswoche die Substanz bekam,
erkannte man den gleichen Trend, dass die Mause vor dem Ableben an Gewicht
verloren. Der Gewichtsverlust trat im Durchschnitt jedoch ein wenig spater auf als bei
der Placebogruppe, namlich 14 Tage vor ihrem Tod.

Die Graphen der mit 69 Lebenswochen entnommenen Mause zeigten einen dhnlichen
Verlauf. Die Gewichte nahmen vor den Entnahme nicht ab, wie die derjenigen Mause, die

terminal erkrankten.

Das Diagramm der anle138b behandelten Gruppe, die die Substanz erst im Alter von 50
Wochen bekam, war sehr regelmafdig ohne grofde Ausschlige nach oben oder nach
unten.

Der Bereich, in dem das relative Gewicht dieser 50 Mause fluktuierte, war im Vergleich
zu den beiden vorangegangenen Gruppen am niedrigsten. Die Gewichte schwankten
grofdtenteils zwischen 90 und 120%. Lediglich ein Tier erreichte an einem Messtag ein

Gewicht von 130% seiner Baseline (siehe Abb. 12c). Die geringen Abweichungen von

53



der Baseline begannen zudem erst in sehr hohem Alter im Vergleich mit den
vorhergehenden Gruppen, erst mit 430 Tagen.

Ahnlich wie bei den anderen Gruppen war der Trend, dass das Gewicht der Tiere
abnahm, bevor sie terminal das Experiment verlieflen. Meistens trat der
Gewichtsverlust jedoch nicht frither als 2 Wochen vor dem Tag des Ausscheidens ein.
Auch in dieser Gruppe zeigten die Gewichte der vorherbestimmten Tiere, die zum
Zeitpunkt von 69 Wochen entnommen wurden nicht den fiir die terminalen Tiere

ublichen Gewichtsverlust vor der Entnahme.

Die Gewichte der mit sery335b behandelten Gruppe zeigten grofiere
Unregelmafdigkeiten auf als die vorherigen Gruppen.

Die relativen Gewichte aller Tiere dieser Gruppe lagen zwischen 75 und 135%. Die
Ausschldge begannen schon ab dem ersten Messtag, ab dem 330. Lebenstag bis zum 400.
Lebenstag blieben die Gewicht in einem Intervall von 90 bis 110% konstant (siehe Abb.
12d).

Wie in den anderen Gruppen nahm das Gewicht mit zunehmender Erkrankung ab. Die
Gewichtsabnahme beschrankte sich in dieser Gruppe auf die letzten zwei Messtage vor
dem Tod. Damit lag das Zeitintervall der Gewichtsabnahme zwischen dem, der
Placebogruppe und dem der anle138b behandelten Gruppe.

Die Gewichte der Mause, die mit 69 Lebenswochen aus dem Experiment gingen,
verhielten sich wie in den anderen Gruppen ohne einen signifikanten Gewichtsverlust

vor der Entnahme.

Die Gewichte der Mause der sery383 behandelten Gruppe fluktuierten zwischen 90 und
120% und wiesen damit geringere Abweichungen auf, als die Gewichte der sery335b
behandelten Gruppe und die Gewichte der ab der 30. Lebenswoche behandelten
anle138b Gruppe (siehe Abb. 12e). Die Abweichungen dhnelten denen, der ab der 50.
Lebenswoche behandelten anle138b Gruppe. Im Vergleich zu letzterer begannen die
Fluktuationen jedoch friiher, schon ab dem 340. Lebenstag.

Ein Gewichtsabfall vor terminaler Entnahme war auch in dieser Gruppe grofdtenteils zu
beobachten. Er trat wie in den anle138b Gruppen im Durchschnitt zwei Wochen vor
dem Ableben der Tiere auf.

Die 69 Wochen alten Mause, die gezielt entnommen wurden, nahmen zu ihrem

Entnahmezeitpunkt in den meisten Fallen noch an Gewicht zu.
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Die Graphen der anle253b Gruppe waren in der Lebenszeit der Mause bis zum 480 Tag
recht einheitlich. Das relative Gewicht schwankte zwischen 90 und 125% (siehe Abb.
12f). Damit waren die Abweichungen bis zu dem genannten Zeitpunkt dhnlich gering
wie in der sery383 behandelten Gruppe und der ab der 50. Lebenswoche behandelten
anle138b Gruppe. Ab dem 480. Lebenstag lag die Spanne des relativen Gewichtes
allerdings zwischen 80 und 135%, was der Grofée der Spanne der Placebogruppe und
der sery335b behandelten Gruppe entsprach. Bis die Fluktuationen begannen, waren die
Tiere, die mit anle253b behandelt wurden, im Gruppenvergleich am altesten.

Die Gewichtsabnahmen vor dem Tod der Mause begannen zwei bis sechs Wochen vor
der terminalen Entnahme. Die Mduse zeigten schon etwas frither klinische Symptome
ihrer Krankheit als die tibrigen Substanzgruppen.

Die Mause, die in der 69. Lebenswoche aus dem Experiment genommen wurden, hatten
zu ihrem Entnahmezeitpunkt immer noch ein gleichbleibendes oder sogar leicht

zunehmendes Gewicht.

3. Kaplan-Meier-Kurven

Zur statistischen Auswertung der Uberlebenszeiten der Versuchstiere wurden Kaplan-
Meier-Kurven erstellt. Dies ist eine gdngige Methode bei klinischen Studien, um die
Wahrscheinlichkeiten abzuschatzen, dass bei dem Versuchsteilnehmer ein bestimmtes
Ereignis eintritt. Grundlage der Kaplan-Meier-Kurven waren die Uberlebensdaten
(Survival-Daten).

Bei den Kaplan-Meier-Kurven sind auf der x-Achse das Lebensalter in Tagen
aufgetragen, auf der y-Achse die Prozentzahlen der zu diesem Zeitpunkt iiberlebenden
Mause. Fiir die jeweiligen Gruppen wurden verschiedene Farben und Formen gewahlt,
dessen Zuordnung man der Legende entnimmt.

Fir die Berechnungen der statistischen Tests wurden die Leistungen aller Mause
gewertet. Dafiir wurden sie danach eingeteilt, ob sie das Kriterium erreicht hatten oder
nicht. Das Kriterium erreichten alle Tiere, mit der fiir PD typische Pathologie, die tot im
Kifig aufgefunden wurden und alle diejenigen Tiere, die mit Phdnotyp aus dem
Experiment entnommen wurden. Tiere die keines der beiden oben genannten Kriterien
erreichten, waren zum Beispiel Mduse, die zwar tot im Kafig aufgefunden wurden, aber
keine Pathologie aufwiesen, Tiere mit Hautldsionen, Tumoren oder Missbildungen, die

keine klinischen Symptome zeigten, unabhangig von der Neuropathologie. Einzig die mit
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69 Wochen entnommenen Mause ohne Krankheitszeichen wurden zensiert und aus den
Berechnungen herausgehalten, da ihr Entnahmezeitpunkt schon vor Beginn des
Experimentes feststand.

Zum Vergleich der Uberlebenskurven und zur Validierung der Ergebnisse wurden zwei
verschiedene statistische Tests verwendet.

Zum einen wurde der Log-rank (Mantel-Cox) Test durchgefiihrt, zum anderen der
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test.

Ersterer ist ein nicht parametrischer Signifikanztest, der zwei unabhingige Kaplan-
Meier-Kurven auf Gleichheit tiberpriift (50). Er ist aussagekraftiger, wenn die Hazard
Funktion proportional ist. Dies bedeutet, dass das Verhaltnis der Hazard Funktion
(Tod/Zeit) zu allen Zeiten gleich ist. Es wird auferdem angenommen, dass das
Verhaltnis iber den gesamten Beobachtungszeitraum konstant bleibt.

Auch der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test vergleicht zwei Uberlebenskurven. Er wertet
allerdings das Eintreffen des Ereignisses (Tod) zu friithen Zeitpunkten deutlich mehr als
der Log-rank Test, der alle Todeszeitpunkte gleich gewichtet (51).

Mithilfe dieser beiden statistischen Tests wurden wiederum zwei verschiedene,
klinische relevante Parameter untersucht.

Erstens wurde das verlingerte Uberleben ohne Krankheitssymptome angeschaut
(disease-free survival). Als Referenz fiir ein verlingertes Uberleben ohne
Krankheitssymptome fiir die behandelten transgenen Mause, dienten Wildtypmause.
Die Wildtypméause wurden in den Versuchen von der medizinischen Doktorandin Frau
Catharina Prix untersucht. Der Grenzwert fiir das disease-free survival wurde definiert,
als der Mittelwert der Laufleistungen der nicht transgenen Wildtypmause minus drei
Standardabweichungen (87). Dieser Mittelwert betrug 55,28 Sekunden. Bei einem Abfall
der motorischen Leistungsfahigkeit der Mause in meinem Experiment unter diesen
Wert, wurden die Tiere als krank gewertet. Die Kaplan-Meier-Kurven zum disease-free
survival beziehen sich alle auf diesen genannten Wert.

Zweitens wurde mittels der Kaplan-Meier-Statistik die absolut verlangerte
Uberlebenszeit der Miuse mit Fiitterung von therapeutischen Substanzen mit den
Madusen verglichen, die mit Placebo behandelt wurden. Fiir die Placebogruppe wurden,
neben meinen mit Placebo behandelten Versuchstieren, zusatzlich die weiblichen mit
Placebo behandelten Tiere aus dem Experiment von Frau Catharina Prix verwendet.
Bevor die Gruppen fiir die statistische Auswertung zusammen genommen wurden,

wurde gepriift, ob die Krankheitsprogression in beiden Experimenten dhnlich war. Zu
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dieser Analyse wurden die Mittelwerte des Log-rank Tests und die Mittelwerte der
Uberlebensdaten jeweils von der Placebogruppe verglichen. Es ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede (p=0,49) (104).

3.1 Verliangerte Uberlebenszeit ohne Krankheitssymptome

N
o
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(& ]
o
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Abb. 13 Kaplan-Meier-Vergleich zum krankheitsfreien Uberleben zwischen der
Placebogruppe und allen Behandlungsgruppen. Die Placebo behandelten Mause
hatten im Vergleich zu den Behandlungsgruppen in jedem Lebensalter den geringsten
Prozentsatz an Tieren, die ohne Symptome lebten.

Das Diagramm gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse zum
krankheitsfreien Uberleben im Gruppenvergleich. Deutlich ist erkennbar, dass die mit
Placebo behandelten Wildtypmause in jedem Lebensalter einen geringeren Prozentsatz
an Tieren hatten, die ohne Symptome lebten, als die Substanzgruppen. Alle anderen

Tiergruppen entwickelten die motorischen Symptome zu spateren Zeitpunkten.
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Abb. 14 Kaplan-Meier-Vergleich zum krankheitsfreien Uberleben zwischen der
Placebogruppe und den einzelnen Behandlungsgruppen. Die Graphen der beiden
anle138b Gruppen verliefen sehr dhnlich Die Graphen der sery335b behandelten
Gruppe und vor allem der, der sery383 behandelten Gruppe hatten im Gruppenvergleich
den dhnlichsten Verlauf mit der Placebogruppe. In der mit anle253b behandelten
Gruppe war das Leben ohne Symptome am langsten moglich.

Der Graph der anle138b Gruppe, die ab der 30. Woche mit der Substanz behandelt
wurde und der Graph der Placebogruppe verlaufen bis zum 380. Tag parallel. Zu diesem
Zeitpunkt verlief} die erste Placebo behandelte Maus das Experiment und der
Prozentsatz der Tiere, die in der Placebogruppe symptomfrei iiberlebten sank auf 90%.
In der zweiten anle138b Gruppe geschah der erste Abfall der Kurve erst am 405.
Lebenstag. Bis zum 500. Lebenstag blieb der Prozentsatz der anle138b gefiitterten

58



Maduse, die keine Symptome zeigen, bei 80%, wahrende der Prozentsatz der Placebo
behandelten Mause zum gleichen Zeitpunkt nur noch 40% betrug. Die anle138b Gruppe
hatte den ersten gréferen Einschnitt im symptomfreien Uberleben zwischen dem 500.
und dem 540. Tag. Die Rate der symptomfrei liberlebenden Mause sank auf 40%.
Wahrend alle mit Placebo gefiitterten Mause bis zum 550. Tag Symptome entwickelten,
blieb ein Teil der mit anle138b gefiitterten Mause bis zum 620. Tag ohne
Krankheitszeichen.

Sowohl der Log-rank Test als auch der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test waren fiir die
Tiere der anle138b Gruppe, die ab der 30. Woche mit der Substanz gefiittert wurden,
gegeniiber der Placebogruppe signifikant. Die durchschnittliche symptomfreie
Uberlebenszeit der anle138b Gruppe betrug 533 Tage, die der Placebogruppe 504 Tage.
Die Hazardrate betrug 2,7.

Vergleicht man die Placebogruppe mit der in der 50. Woche angefiitterten anle138b
Gruppe, so erkennt man, dass die Graphen, wie bei der frither gefiitterten anle138b
Gruppe bis zum 380 Tag parallel verliefen. Ab dem 380 Tag machte die Placebogruppe
einen Knick um 5% nach unten, gefolgt vom Graphen der anle138b Gruppe, der nach
400 Tagen um 5% einknickte. Nun dnderte sich der Verlauf der Graphen. Der Graph, der
spater mit der Substanz gefiitterten anle138b Gruppe, blieb bis zum 460. Tag konstant
auf 90% ohne Symptome iliberlebenden Tieren. Bei den Mausen der Placebogruppe
bekamen nach dem ersten Einbruch immer mehr Tiere Symptome. Nach 490 Tagen
lebten lediglich noch 60% der Tiere ohne Symptome. In der anle138b Gruppe waren
zum selben Zeitpunkt noch 80% der Tiere ohne Symptome.

Zwischen dem 490. und dem 550. Tag entwickelten allerdings auch viele Tiere der spat
angefiitterten anle138b Gruppe Symptome, sodass zu diesem Zeitpunkt nur noch 60%
Tiere symptomlos waren. Die Tiere der Placebogruppe entwickelten alle zwischen dem
500. und dem 550. Lebenstag Symptome, die der spat angefiitterten anle138b Gruppe
leben noch bis zur 600. Tag symptomfrei (siehe Abb. 14b).

Die Ergebnisse der statistischen Tests ergaben fiir den Log-rank Test und den Gehan-
Breslow-Wilcoxon Test eine Signifikanz. Die Hazardrate betrug 2,9, damit war die
Entwicklung von Symptomen in der Placebogruppe 2,9 mal so wahrscheinlich wie in der
anle138b Gruppe, die nach der 50. Woche die Substanz bekommen hat.

Die mittlere Uberlebenszeit ohne Symptome in der spiter angefiitterten anle138b

Gruppe betrug 543 Tage, die in der Placebogruppe betrug 504 Tage (siehe Tab. 3).
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Der Graph der sery335b Gruppe verlauft im Verhaltnis zur Placebogruppe dhnlich dem
der spat behandelten anle138b Gruppe. Eine Maus der sery335b Gruppe entwickelte
zwar schon sehr frith nach 320 Tagen Krankheitssymptome, sodass ab diesem Zeitpunkt
nur noch 90% der Mduse symptomfrei liberlebten. Der ndchste Abfall des Graphen
erfolgte allerdings erst am 480. Lebenstag. Wie in der anle138b Gruppe, die ab der

50. Woche mit Substanz gefiittert wurde, lebten im Alter von 550 Tagen noch ca. 60%
der Mause symptomfrei. Bis zum 610. Lebenstag entwickelten auch alle Tiere dieser
Gruppe Krankheitszeichen (siehe Abb. 14c).

Die Testergebnisse zeigten beim Log-rank Test einen signifikanten Unterscheid der
Kurven, beim Gehan-Breslow-Wilcoxon Test nicht. Die Hazardrate betrug 2,5 und war
damit ein wenig kleiner, als in der spiten anle138b Gruppe. Die mittlere Uberlebenszeit
ohne Symptome betrug 527 Tage. Damit lebten die Tiere der sery335b Gruppe 20 Tage
kiirzer ohne Symptome, als die Tiere der spat angefiitterten anle138b Gruppe (siehe

Tab. 3).

Die Kurven von den mit Placebo und den mit sery383 behandelten Tieren liegen enger
beieinander als die Graphen der anderen Substanzgruppen. Am 540. Lebenstag
beriithren sich die beiden Kurven sogar. In diesem Fall hat die Hazardrate keine
Aussagekraft.

Die Kurven liefen bis zum 380. Tag parallel. Wahrend in der Placebogruppe dann einige
Tiere krank wurden, lebten die Tiere der sery 383 Gruppe bis zum 440. Lebenstag ohne
neuerkrankte Mduse weiter. Vom 500. bis zum 520. Tag nahm das symptomfreie
Uberleben in einem geringen Zeitraum von 100 auf 40 % ab und lag damit zu diesem
Zeitpunkt auf dem gleichen Niveau wie bei der Placebogruppe. Diese hatte am 520. Tag
ebenfalls eine symptomfreie Uberlebensrate von 45%. Bis zum 590. Lebenstag hatten
alle Tiere der sery383 Gruppe die krankheitstypischen Symptome entwickelt (siehe
Abb. 14d).

Weder der Log-Rank Test noch der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test zeigten einen
signifikanten Unterschied zur Placebogruppe.

Die mittlere symptomfreie Uberlebenszeit war mit 525 Tagen zwar hoher als die der
Placebogruppe mit 504 Tagen, jedoch von allen Substanzgruppen am kiirzesten (siehe

Tab. 3).
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Die Kaplan Meier Kurve zum disease-free survival der anle253b Gruppe begann im
Gegensatz zu allen anderen Gruppen mit 90% der Tiere die symptomfrei liberlebten, da
gleich am ersten Tag der Messung eine Maus Symptome entwickelte. Dafiir blieb der
Graph bis zum 500. Tag auf der 90% Linie. So lang lebten in keiner anderen Gruppe so
viele Mause symptomfrei. Zu diesem Zeitpunkt lebten in der Placebogruppe nur noch
60% der Tiere symptomfrei, in der spaten anle138b und in der sery335b Gruppe circa
75% der Tier und in der sery383 Gruppe ebenfalls nur 60%. Die Wahrscheinlichkeit
symptomfrei zu iiberleben sank bei der anle253b Gruppe vom 500. bis zum 600.
Lebenstag auf 20%. Bis zum 705. Lebenstag blieb die symptomfreie Uberlebensrate bei
20%. Dies ist mit Abstand die langste Zeit im Gruppenvergleich, die Mause symptomfrei
tiberlebten (siehe Abb. 14e).

Die Hazardrate ist mit 3,2 die hochste unter den Substanzgruppen.

Sowohl der Log-rank Test mit einem p-Wert von 0,007 als auch der Gehan-Breslow-
Wilcoxon Test waren signifikant.

Die mittlere symptomfreie Uberlebenszeit war mit 539 Tagen 35 Tage linger als die, der
Placebogruppe und nach den anle138b Gruppen die langste im Gruppenvergleich (siehe
Tab. 3).

Tab. 3 Statistische Daten zum Kkrankheitsfreien Uberleben der
Behandlungsgruppen jeweils im Vergleich zu der Placebogruppe
Substanz p-Wert (Log- | Signifikanz medianes Hazardrate
rank Test) (Gehan-Breslow- | symptomfreies
p-Level: Wilcoxon Test) Uberleben
0,05 p-Level: A=Behandlungs-/
0,05 Substanzgruppe [d]
Anle138b 0,017 0,044 29 2,7
ab Woche
30
anle138b 0,012 0,012 39 2,9
ab Woche
50
sery335b 0,026 0,146 23 2,5
sery383 0,065 0,090 21 2,1
anle253b 0,007 0,038 35 3,2
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3.2 Absolute Uberlebenszeit
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Abb. 15 Kaplan-Meier Vergleich zum absoluten Uberleben zwischen der
Placebogruppe und allen Behandlungsgruppen. Die mit Placebo behandelten Tiere
hatten im Vergleich zu den Behandlungsgruppen in jedem Lebensalter die geringste
Uberlebensrate.

Das Diagramm zeigt einen unterschiedlichen Verlauf der Graphen fiir die verschiedenen
Substanzgruppen. In diesem Uberblick zeigte sich erneut, dass die Mause der
Placebogruppe, die kiirzeste Uberlebenszeit hatten. Sie lebten durchschnittlich 21 Tage
kiirzer als die sery383 Gruppe, die von den Behandlungsgruppen die kiirzeste
Uberlebenszeit hatte.

Der Verlauf der Kurven zeigt, dass von den Placebo-behandelten Tieren zu jedem

Lebenszeitpunkt weniger Mause lebten als von den Tieren den Behandlungsgruppen.
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Abb. 16 Kaplan-Meier Vergleich zum absoluten Uberleben zwischen der
Placebogruppe und den einzelnen Behandlungsgruppen. Der Graph der anle138b
Gruppe, die ab der 30. Woche behandelt wurde und der Graph der anle253b Gruppe
haben den grofdten Abstand zu dem Graphen der Placebogruppe. Der Graph der sery383
Gruppe verlauft sehr ahnlich dem der Placebogruppe.

Der Graph der anle138b Gruppe, die ab der 30. Woche mit der Substanz gefiittert wurde
verlauft bis zum 400. Lebenstag parallel zu dem Graphen der Placebogruppe. Bis zu
diesem Zeitpunkt ist in beiden Gruppen noch keine Maus aus dem Experiment
entnommen worden. Am 400. Lebenstag ist die erste Maus der Behandlungsgruppe
terminal entnommen worden, kurz darauf die erste Maus der anle138b Gruppe.

Wahrend in der anle138b Gruppe zum Zeitpunkt des 520. Lebenstages noch 80% der
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Tiere lebten waren es in der Placebogruppe nur noch knapp 50%. Der Abfall der Kurve
in der Placebogruppe begann also deutlich frither. Ab dem 520. Lebenstag mussten auch
viele Tiere der Substanzgruppe das Experiment terminal verlassen. Am 580. Lebenstag
lebten nur noch 20% der Tiere der Substanzgruppe. Aus der Placebogruppe schied zu
diesem Zeitpunkt das letzte Tier terminal aus. Das letzte Tier der anle138b Gruppe starb
nach circa 630 Tagen (siehe Abb. 16a).

Zusammengefasst war das Uberleben der Tiere in der anle138b Gruppe signifikant
verliangert gegeniiber dem Uberleben der Tiere in der Placebogruppe. Dies wurde auch
in beiden statistischen Tests bestitigt. Die mittlere Uberlebenszeit der ab der 30. Woche
mit Substanz gefiitterten anle138b Gruppe betrug 553 Tage. Die Tiere der
Placebogruppe iiberlebten im Mittel nur 505 Tage. Die Hazardrate betrug 3,1 (siehe Tab.
4).

Der Verlauf der Graphen, der in der 50. Woche angefiitterten anle138b Gruppe und der
Placebogruppe war bis zum 400. Lebenstag identisch. Wie in der frither behandelten
anle138b Gruppe war bis zu diesem Zeitpunkt kein Tier erkrankt. Um den 400. Tag
starben allerdings in beiden Gruppen Tiere, sodass zu diesem Zeitpunkt nur noch 90%
der Tiere liberlebten. Auch im weiteren Voranschreiten des Experimentes war der
Kurvenverlauf der beiden Gruppen dhnlich. Bis zum 480. Lebenstag erkrankten in
beiden Gruppen weitere Mduse und hatten zu dem Zeitpunkt noch 80% iiberlebende
Tiere. 80% der Tiere lebten in der frither angefiitterten anle138b Gruppe am 520. Tag.
Ab dem 480. Tag unterschieden sich die Graphen der spaten anle138b Gruppe und der
Placebogruppe. Am 520. Lebenstag lebten in der Placebogruppe noch 50% der Tiere,
wahrend es in der spaten anle138b Gruppe noch 70% waren. Bis zum 610. Lebenstag
liberlebten Mause der anle138b Gruppe. Betrachte man diese Daten im Vergleich mit
der anle138b Gruppe, die schon nach 30 Wochen behandelt wurde, war die
Krankheitsprogression unwesentlich schneller (siehe Abb. 16b).

Auch im Vergleich der Placebogruppe mit der spater behandelten anle138b Gruppe ist
der Log-rank Test signifikant, der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test nicht. Das mittlere
Uberlebensalter betrug 543 Tage und unterschied sich damit nicht vom Alter des
krankheitsfreien Uberlebens in dieser Gruppe. Die Hazardrate war mit 2,4 deutlich

kleiner als in der frithen anle138b Gruppe (siehe Tab. 4).
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Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere der sery335b Gruppe war ahnlich der, der
spater angefiitterten anle138b Gruppe. Im Unterschied zu letztere verlor die sery335b
Gruppe gleich zu Beginn der Messperiode ein Tier, womit die Uberlebensrate am 320.
Tag nur 90% betrug. Damit lag sie unter der Uberlebensrate der Placebogruppe zu
diesem Zeitpunkt. Die Uberlebensrate der Placebogruppe fiel am 400. Lebenstag auf
90% ab. Wie bei der anle138b Gruppe, mit Behandlungsbeginn in der 50. Woche, war
die Uberlebenswahrscheinlichkeit bis zum 480. Lebenstag dhnlich. Zu diesem Zeitpunkt
lebten noch 80% der sery335b Gruppe und der Placebogruppe. Ab dem 480. Lebenstag
war die Uberlebenswahrscheinlichkeit in der Substanzgruppe grofer als in der
Placebogruppe. Die Placebogruppe hatte am 500. Lebenstag noch 50 % iiberlebende
Tiere, die sery335b Gruppe 70%. Wahrend in der Placebogruppe das maximale
Uberleben bis zum 580. Lebenstag ging, lebten einige Tiere der sery335b Gruppe bis
zum 610. Lebenstag (siehe Abb. 16c). Wie die anle138b Gruppe, die ab der 50. Woche
behandelt wurde, hat auch die sery335b Gruppe nur unwesentlich schlechtere
Uberlebensraten als die anle138b Gruppe, die nach der 30. Woche behandelt wurde.

Der Log-rank Test zeigte eine signifikante Wirkung gegeniiber der Placebogruppe, der
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test nicht. Die Hazardrate mit 2,4 war (siehe Tab. 4).

Das mittlere Uberlebensalter der Miuse war in der sery335b Gruppe mit 527 Tagen
deutlich kiirzer als das der anle138b Gruppe, selbst mit Behandlungsbeginn nach der 50.
Woche.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeiten in der sery383 Gruppe und der Placebogruppe
waren sehr dhnlich. Wie in den beiden anle138b Gruppen war die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bis zum  400. Lebenstag bei 100%. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der sery383 Gruppe war circa bis zum 450. Tag weiter
bei 100%. Am 480. Tag hatten, wie in allen anderen Vergleichen der Placebogruppe und
der Behandlungsgruppen, beide eine Uberlebensrate von 80%. Ab diesem Zeitpunkt war
die Uberlebenswahrscheinlichkeit der sery383 Gruppe und der Placebogruppe gleich.
Die Placebogruppe hatte nach 580 Tagen keine tiberlebenden Mause mehr, die sery383
Gruppe nach 595 Tagen (siehe Abb. 16d).

Weder der Log-rank Test, noch der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test zeigten signifikante
Unterschiede. Die mittlere Uberlebenszeit in der Gruppe betrug 525 Tage. Das war die
kiirzeste mittlere Uberlebenszeit der mit Medikamentenkandidaten behandelten

Gruppen.
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Auch die Hazardrate war mit einem Wert von 1,8 von allen Behandlungsgruppen am

kleinsten (siehe Tab. 4).

Bei dem Vergleich der Placebogruppe mit der anle253b Gruppe mithilfe der Kaplan-
Meier-Analyse, zeigte sich ein deutlicher Unterschied in den
Uberlebenswahrscheinlichkeiten. Zwar begann der Graph der anle253b Gruppe nur bei
90% Uberlebensrate, da ein Tier gleich zu Beginn der Messungen das Experiment
terminal verlief}, im weiteren Verlauf waren die Uberlebenswahrscheinlichkeiten der
anle253b Gruppe jedoch immer iiber denen der Placebogruppe. Bis zum 500. Lebenstag
hatten die Tiere der anle253b Gruppe eine Uberlebensrate von 90%. Ein so starker
Substanzeffekt war sonst nur bei der anle138b Gruppe zu finden, die ab der 30. Wochen
mit Substanz behandelt wurde. Bis zum 580. Lebenstag, an dem alle Placebo-
behandelten Tiere gestorben sind, war die Uberlebenswahrscheinlichkeit der anle253b
Gruppe immer noch bei 60%. Auch bei diesem Wert konnte nur die frithe anle138b
Gruppe mithalten. In dem Zeitraum um den 580 Lebenstag starben drei Tiere der
anle253b Gruppe, sodass am 590. Tag nur noch eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von
20% bestand. Am 705. Lebenstag wurde das letzte Tier der anle253b Gruppe aus dem
Experiment genommen. Damit war der liberlebensverlangernde Effekt in dieser
Behandlungsgruppen am grofdten (siehe Abb. 16e).

Der Log-rank Test zeigte gegeniiber der Placebogruppe einen signifikanten Effekt, der
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test nicht. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 555 Tage und
war damit noch einmal zwei Tage langer, als der Mittelwert der frith behandelten
anle138b Gruppe.

Die Hazardrate betrug 3,1 und ist damit in der gleichen Groéfienordnung wie die, der

frithen anle138b Gruppe (siehe Tab. 4).
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Tab. 4 Statistische Daten zur absoluten Uberlebenszeit der Behandlungsgruppen

jeweils im Vergleich zu der Placebogruppe.

Substanz p-Wert (Log- | Signifikanz Medianes Hazardrate

rank Test) (Gehan-Breslow- Uberleben

p-Level: Wilcoxon Test) A=Behandlungs-/

0,05 p-Level: Substanzgruppe [d]

0,05

Anle138b 0,007 0,025 48 3,1
ab Woche
30
anle138b 0,032 0,087 38 2,4
ab Woche
50
sery335b 0,041 0,279 22 2,4
sery383 0,141 0,199 20 1,8
anle253b 0,009 0,051 50 3,1

4. Histologische Ergebnisse

4.1 Aggregation im Gehirn bei terminaler Erkrankung

Das histologische Bild des Hirnstammes ist gepragt von einer hohen Dichte an Neuronen
mit ihren Neuriten.

Liegt die Erkrankung PD vor, sind histologisch Verdnderungen erkennbar (siehe Abb.
17). Die pathologische Aggregation von a-Synuclein ist im frithen Krankheitsstadium vor
allem im Hirnstamm mit Kleinhirn deutlich sichtbar. a-Synuclein Oligomere im Kortex
treten erst in einem weiter fortgeschrittenen Krankheitsstadium zutage (siehe Abb. 18).
In den Arealen des Gehirns, in denen eine hohe Dichte an Aggregationen vorliegt, sind
die Neuriten geschwollen und perlschnurartig angeordnet (siehe Abb. 17). Da a-
Synuclein ein synaptisches Protein ist und damit die Anreicherung eher in den Neuriten

stattfindet, sind die Perikaryen von diesen Veranderungen deutlich seltener betroffen.

67



a0 E -
O T & .
% “T . 2
S SOWE i v,
L W
~ 2 2 -
- ‘.\ .
.. >
N = y
o 0355 4 ‘ a3
A . i & 2%,

Abb. 17: Immunhistochemie einer terminal erkrankten nicht behandelten Maus
zum Todeszeitpunkt im Alter von 440 Tagen. Die Farbung erfolgte mit dem
Antikorper 15G7. A Schnitt durch das Mittelhirn B Schnitt durch den Hirnstamm.
20fache Vergroflerung. Die Neuriten der erkranken Maus zeigten deutliche a-Synuclein
Ablagerungen (dunkelbraun). Man erkennt die fiir das Krankheitsbild typische
neuritische Verdickung und perlschnurartig Anordnung. In den Zellleibern erkennt
man nur selten Ablagerungen des aggregierten Proteins.
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Abb. 18: Immunhistochemie einer Placebo-behandelten Maus zum Zeitpunkt der
terminalen Entnahme mit 527 Tagen. Die Bilder sind nach der Lokalisation der
Schnitte durch das Mausgehirn von ventral nach dorsal aufgezeigt (Zeile). A Frontaler
Cortex B Mittelhirn C Hirnstamm D Kleinhirn jeweils Ansicht mit der Lupe, in vierfacher
und zwanzigfacher Vergroferung (in Spalten von oben nach unten). Die Uberlebenszeit
von 527 Tagen entspricht einer mittleren Uberlebenszeit in dieser Gruppe. Die
schwarzen Pfeile zeigen das vergrofderte Areal unter dem Mikroskop an. Es zeigte sich
eine deutlich vermehrte Ablagerung von a-Synuclein im Hirnstamm und Kleinhirn. Da
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die Schnitte bei einer terminal entnommenen Maus angefertigt wurden, sind auch im
Kortex vereinzelt Ablagerungen zu sehen.

4.2 Histologische Auswertung der Schnittbilder des Gehirns

Da die Tiere, die zum festgelegten Zeitpunkt von 69 Wochen entnommen wurden,
aufgrund der gleichen Lebens- und Behandlungszeit gut vergleichbar waren, wurden
diese genauer analysiert. Der Zeitpunkt von 69 Wochen wurde gewdahlt, da die Tiere
mitten im Krankheitsgeschehen waren. Verdanderungen im Gehirn waren zu diesem
Zeitpunkt auf der einen Seite gut sichtbar, auf der anderen Seite noch modulierbar.

Wie in Abschnitt C.5 beschrieben, wurde zunachst der Hintergrund der Pradparate
beurteilt um bei Bewertung des Grades der a-Synuclein Ablagerung keine Fehler
aufgrund des unterschiedlichen Hintergrunds zu machen. Anschlieféend wurde beim
Mikroskopieren der Gehirnschnitte dieser Tiere drei Grade der a-Synuclein-Aggregat-
Pathologie festgelegt und jedes Tier nach Auspragungsgrad bewertet.

Die Bewertung der a-Synuclein Ablagerungen erfolgte fiir jede der 69 Wochen alten
Mause bei jeweils zwei Schnittbildern. Zum einen wurde das Schnittbild betrachtet, das
mit dem Antikérper 15G7 gefarbt wurde, zum anderen das Schnittbild, das mit dem dem
Antikorper gegen phosphoryliertes a-Synuclein behandelt wurde (siehe Abb. 19). Die
Ergebnisse der beiden Bewertungen der Bilder mit den unterschiedlichen
Farbemethoden ergaben dasselbe Grading (siehe Abb. 19). Somit ist sicher, dass bei den
Schnitten, die mit Proteinase K und 15G7 behandelt wurden, nur die Oligomere gefarbt

wurden.
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D. Ergebnisse
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Abb. 19: Histologische Schnitte des Hirnstammes einer mit anle138b behandelten
Maus im Alter von 69 Wochen. Von links nach rechts jeweils in 4-facher, 10-facher und
20-facher Vergrofderung A Farbung der toxischen a-Synuclein Oligomere mit dem
Antikorper gegen phosphoryliertes a-Synuclein. Die Farbung erfolgte aufgrund der
Phosphorylierung des aggregierten Proteins. B Farbung der toxischen a-Synuclein
Oligomere nach Vorbehandlung mit Proteinase K durch den humanen Antikérper 15G7.
In beiden Schnitten war der gleiche Grad der Aggregation erkennbar. Beide
Farbemethoden sind fiir die Detektion von pathologisch aggregiertem a-Synuclein
geeignet.

Bei dem Vergleich der Tiere, die vorherbestimmt mit 69 Wochen aus dem Experiment
entnommen wurden, zwischen allen Versuchsgruppen gab es grofde Unterschiede in der
histologischen Auspragung der a-Synuclein-Aggregat-Pathologie. In keiner Gruppe gab
es ausschlieflliche Tiere mit Grad 1 oder ausschliefdlich welche mit Grad 3 (siehe Abb.

20)
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D. Ergebnisse

Abb. 20: Histologische Schnittbilder des Hirnstammes von zwei verschiedenen
Maiusen. Beide sind 69 Wochen alt und wurden mit anle138b behandelt. Von links nach
rechts jeweils in 4-facher, 10-facher und 20-facher Vergrofderung. A Maus ohne
erkennbare a-Synuclein-Aggregat-Pathologie im Hirnstamm. B Maus mit deutlicher a-
Synuclein-Aggregat-Pathologie im Hirnstamm. Trotz des gleichen Alters und der
gleichen Behandlung waren die Stadien der Erkrankung unterschiedlich.

Auch innerhalb der Versuchsgruppen konnte keine eindeutige Korrelation zwischen der
a-Synuclein Aggregation und dem Lebensalter festgestellt werden. Es gab alte Tiere, die
einen histologischen Grad 1 hatten und junge Tiere mit histologischem Grad 3. Eine
Korrelation war allerdings insofern gegeben, dass alle Tiere, die in der histologischen
Untersuchung eine ausgepragte Pathologie zeigten, auch terminal aus dem Experiment

ausgeschieden sind und das unabhéngig vom Alter.

4.3 Histologische Auswertung der Schnittbilder der inneren Organe

Beim Mikroskopieren der Praparate von Milz und Nieren zeigte sich bei einigen Tieren
eine Veranderung der Organstruktur. Beide Organe zeigten ausgedehnte
Gefaf3sklerosen (siehe Abb. 21). Organe anderer Tiere zeigten wiederum Kkeine
Pathologie. Wenn ein Tier einen pathologischen Befund in der Niere hatte, dann zeigten

sich die gleichen Charakteristika in der Milz und vice versa.
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D. Ergebnisse

Abb. 21: Histologische Schnittbilder der Nieren und der Milz von zwei
verschiedenen Tieren in HE Fiarbung. Einmal liegen die Organe im gesunden
Zustand und einmal im kranken Zustand vor. Von links nach rechts jeweils mit Lupe,
in 4-facher, in 10-facher und in 20-facher Vergrofderung aufgenommen. A Gesunde Niere
einer Maus im Alter von 79 Wochen und mit anle138b behandelt. B Kranke Niere einer
Maus im Alter von 78 Wochen und mit anle138b behandelt . C Gesunde Milz einer Maus
im Alter von 79 Wochen und mit anle138b behandelt . D Kranke Milz einer Maus im
Alter von 78 Wochen und mit anle138b behandelt. Die gezeigten Tiere waren im
Lebensalter und in der Behandlung vergleichbar. Die kranken Organe zeigten eine
vermehrte Sklerosierung der Gefafde und eine zerstorte Organstruktur.

Bei der Auswertung der Schnittbilder wurde auf drei verschiedene Parameter Wert
gelegt: i) Bei der Untersuchung des Alters der Mause im Vergleich zu der Pathologie in
Milz und Nieren konnte festgestellt werden, dass die Gefaf3pathologie nicht primar
altersabhdngig war. ii) Verglich man die Versuchsgruppen untereinander im Hinblick
auf das Auftreten der Pathologie, konnte keine Regelmafdigkeit festgestellt werden. Eine
Gruppe, in der die Storung besonders haufig auftrat oder gar nicht vorkam, konnte nicht
ausgemacht werden. In der Placebogruppe hatten 53,3% Pathologien in der Niere und in

der Milz. Dies entsprach dem hochsten Prozentsatz im Gruppenvergleich (siehe Tab. 5).
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Tab. 5: Ubersicht iiber das Auftreten von Gefif3pathologien bei den untersuchten
Tieren in den Nieren und in der Milz nach Behandlungsgruppen. In der
Placebogruppe traten am haufigsten Gefafdpathologien auf gefolgt von der anle138b
Gruppe, die mit 30 Wochen angefiittert wurde. In den iibrigen Substanzgruppen sind die

Befunde deutlich seltener.

Versuchsgruppe | absoluter Anteil | absoluter Anteil | Anteil mit
mit ohne Gefallpathologie
Gefallpathologie | GefaRpathologie | [%]

DMSO 8 7 53,3

anle138b 30 7 7 50

Wochen

anle138b 50 5 9 35,7

Wochen

sery335b 4 10 28,6

sery383 5 10 33,3

anle253b 5 9 35,7

iii) Bei dem Vergleich der Pathologien in den Nieren und in der Milz mit dem
histologischen Grading im Gehirn konnte keine Korrelation festgestellt werden. Es gab
Tiere, die stark ausgepragte Pathologien in den Organen und im Gehirn hatten. Andere
hatten a-Synuclein-Aggregation im Gehirn, aber keine Gefafdschadigungen an Nieren
und Milz und wieder andere Mduse zeigten Schiadigungen an den Organen aber nicht im

Gehirn.

5. Nebeneffekte

Wahrend der Laufzeit der Versuche entwickelten wenige Mause vorwiegend aus den
Substanzgruppen aus ungekldarten Ursachen Ldsionen am Fell. Sie mussten aus
Tierschutzgriinden frithzeitig aus dem Experiment entnommen werden und wurden
durch jlingere Nachkommen ersetzt. Die Ersatztiere erfiillten die gleichen Kriterien wie
die urspringlich fiir das Experiment vorgesehenen Tiere. Sie waren alle weiblich und so
nah wie moglich mit den anderen Versuchstieren verwandt. Sie wurden zur im gleichen

Alter an die Erdnussbutter gewohnt und mit den Substanzen behandelt. Auch die
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Messungen der motorischen Leistungen und das Gewichtes wurden im selben Alter mit
42 Wochen aufgenommen.
Flir die Auswertungen meiner Versuche wurden die Tiere mit Felllisionen zensiert und

mit den neu in das Experiment eingeschleusten Tieren ersetzt.
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E. Diskussion

Das Monitoring der motorischen Fahigkeiten war sinnvoll, da es auch beim Menschen
eines der ersten klinischen Symptome ist, das als Krankheitszeichen offensichtlich wird
(87).

Die vorher festgelegten, nach 69 Wochen entnommenen Mause spielten eine besondere
Rolle bei der Auswertung der Versuche, da sich zu diesem Zeitpunkt die ersten
klinischen Symptome manifestierten. Es war zum einen interessant zu sehen, wie die
Histologie und die Klinik korrelierten. Zum anderen dienten die 69 Wochen alten Mause
als Anhaltspunkt fiir die Krankheitsprogression in den unterschiedlichen Gruppen. In
jeder Versuchsgruppe konnten Tiere des gleichen Alters, mit der gleichen Dauer der

Behandlung verglichen werden.

1. Technische Diskussion

1.1 Auswahl der Substanzen

Ziel meiner Arbeit war es, drei Derivate der Substanz anle138b (78, 87) aus der Klasse
der Diphenylpyrozole mit nachweislich inhibitorischer ~Wirkung auf die
Prionaggregation in vitro, auf ihre Wirkung auf die a-Synuclein-Aggregation in vivo und
auf krankheitsmodifizierende Effekte in vivo zu testen. Anle138b hat in einem
vorherigen Tierexperiment zusatzlich zu der Wirkung auf Prionen schon signifikante
Wirkung auf die a-Synuclein Aggregation gezeigt. Dieses Ergebnis wurde in meiner
Arbeit noch einmal {iberpriift. Zusatzlich sollte bei der anle138b Gruppe die
Wirksamkeit bei spater Gabe im Alter von 50 Wochen, in dem Tiere bereits anfangen

klinische Krankheitszeichen zu zeigen, tiberpriift werden.

1.2 Mausmodell

Das transgene Mausmodell mit Expression von A30P-hum-a-syn unter einem
neuronalen Promoter (vgl. Abschnitt C.1.2) ist gut etabliert. Dies machte die
Vergleichbarkeit meiner Experimente mit Vorangegangenen mdglich. Die Mauslinie

wurde sowohl international fir die Erforschung der a-Synucleinexpression und
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-aggregation in vivo (103) als auch am Zentrum fiir Neuropathologie und Prionforschung
(ZNP) an der Ludwig-Maximilians-Universitit verwendet.

Die in dieses Experiment eingeschlossenen Versuchstiere hatten alle das gleiche
Geschlecht (weiblich), waren moglichst nahe verwandt, wurden alle zur gleichen Zeit
mit den Substanzen gefiittert und lebten in derselben Umgebung (Temperatur/Tag-
Nacht-Rhythmus/Luftfeuchtigkeit/ IVC) welche {ber die gesamte Dauer des
Experiments gleich geblieben ist (vgl. Abschnitt C.1.3- C.1.5). Die Mause lebten alle in
Einzelkafigen, um eine gegenseitige Beeinflussung auszuschliefen und vor allem um zu
gewahrleisten, dass alle Tiere die gleiche Menge Substanz zu sich nahmen. Die Anzahl
der Tiere war in allen Gruppen mit 15 Tieren pro Gruppe so gewahlt, dass eine
ausreichende statistische Aussagekraft fiir die Detektion signifikanter Ergebnisse
gewahrleistet war.

Die Substanzgruppen wurde mit eine Placebogruppe verglichen, deren Mduse ebenfalls
transgen waren ((Thy1)-h[A30P]a-syn), allerdings keine der Substanzen, die
potentiellen inhibitorisch auf die a-Synuclein Aggregation wirken, erhielten. Stattdessen
wurden sie nur mit DMSO, dem Losungsmittel fiir die Substanzen, in Erdnussbutter
gefiittert. Weiterhin wurde eine Gruppe mit Wildtypmdusen unter den gleichen
Bedingungen beobachtet und stellte die gesunde Vergleichsgruppe dar. Die Gruppe der

Wildtypmause wurde von der Mitdoktorandin, Catharina Prix, betreut.

1.3 Erhebung der klinischen Daten

Bei der Erhebung der klinischen Daten wurde das RotaRod als Messgerat zur Ermittlung
der motorischen Fertigkeiten der Mause verwendet. Diese Methode ist lange etablierte
am ZNP. Es wurde nicht nur fiir die Uberpriifung der Laufleistung bei PD-Mausmodellen
verwendet, sondern auch fiir die Beurteilung der Motorik bei Modellen anderer
neurodegenerativer Erkrankungen wie Chorea Huntington oder Hirntumormodellen.
Die Ermittlung der Laufleistung mittels RotaRod wird vielfach praktiziert und ist ein
wissenschaftlich anerkanntes Verfahren (73).

Die Einstellung der Umdrehungszahlen des RotaRod und der absoluten Zeit, die die
Mause maximal auf der Walze laufen konnten, bis sie aufhorte sich zu drehen, variierte
an Mess- und Trainingstagen (vgl. C.2.2.1). Diese Daten wurden vorher anhand von

Beobachtungen und Erfahrungen aus fritheren Experimenten festgelegt (87).
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1.4 Histologische Beurteilung

Die Aufarbeitung und Fiarbemethoden der Mausprdparate gehorte grofdtenteils zur
klinischen Routinediagnostik in medizinischen Zentren. Zur Kenntlichmachung der a-
Synuclein Aggregationen im Gehirn der Tiere wurden zur Qualitatssicherung und
Reproduzierbarkeit zwei verschiedene Farbemethoden gewahlt (vgl. Abschnitt C.5). Vor
der Bewertung der Aggregationen mit den eben genannten Schnitten wurde der
Hintergrund aller Praparate bewertet. Der unterschiedlich ausgepragte Hintergrund der
Schnitte kam durch unspezifische Farbungen zustande. Unterschiede im Hintergrund
konnten zum Beispiel aufgrund unterschiedlicher Farbechargen zustande kommen. Ist
der Proteinaseverdau nicht exakt identisch, die Zeit oder die Temperatur wahrend der
Farbung  geringfiigig  unterschiedlich, resultierten leicht  unterschiedliche
Hintergrundfarbungen.

Durch Beurteilung der Bilder mit zwei Farbemethoden war man sicher, die richtigen
Ergebnisse zu bekommen.

Ausnahmslos alle Tiere wurden histologisch untersucht. Die Ergebnisse der
Gehirnschnitte zeigten, dass alle Tiere mit a-Synuclein Aggregationen bei ihrem Tod
terminal krank waren (vgl. Abschnitt D.4.2). Eine weitere Korrelation etwa zwischen
dem Stadium der Pathologie und dem Alter der Tiere oder ein Zusammenhang zwischen
der Substanzgruppe und der Pathologie konnten nicht nachgewiesen werden.
Moglicherweise waren die Gruppengrofden mit 15 Tieren zu klein um eine nachweisliche
Korrelation zwischen Lebensalter und Histologie herstellen zu kénnen.

Das Auftreten der Gefaf3pathologie in den Nieren und in der Milz wurde ebenfalls in
allen Tieren untersucht und in den einzelnen Versuchsgruppen noch einmal genau auf
Zusammenhdnge mit den Substanzen gepriift. Es konnte jedoch auch hierbei keine
Korrelation zwischen der Gefiafdpathologie und den Substanzen festgestellt werden.
Tatsachlich zeigte die Placebogruppe die hochste Rate an Tieren mit der Pathologie (vgl.
Abschnitt D.4.3). Auch zum Alter oder zu der Gehirnpathologie war keine Korrelation
auszumachen. Die Genese ist unklar, die auftretenden Pathologien galten als
prinzipieller Storfaktor. Um in dieser Sache mehr Klarheit zu gewinnen, waren eventuell

ebenfalls grofdere Gruppengrofien notwendig.
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2. Diskussion der getesteten Substanzen

Grundsatzlich wurden bei der Diskussion der Ergebnisse zwei Aspekte beleuchtet.

Zum einen ging es um die verschiedenen Substanzen und deren Wirksamkeit gegeniiber
der Placebogruppe und untereinander.
Zum zweiten wurde den Ergebnissen der anle138b Gruppe, die erst nach 50 Wochen die

Substanz bekommen hatte, besondere Beachtung geschenkt.

2.1 Vergleich der Substanzgruppen

2.1.1. Anle138b bei Substanzgabe nach der 30. Lebenswoche

Als einzige meiner Gruppen wurde anle138b mit Substanzgabe ab der 30. Lebenswoche
schon in einem Vorgangerexperiment am ZNP getestet (87). Die dort ermittelten
Ergebnisse dieses ersten Versuches ergaben eine Reduktion der Fluktuationen in der
Motorik, eine Gewichtsentwicklung &dhnlich zu den gesunden Tieren und spater
einsetzende Symptome als bei unbehandelten transgenen Mausen (87). Diese
Ergebnisse liefden sich in meinem Experiment reproduzieren.

Im Vergleich zu der Uberlebenszeit der Placebogruppe ergab sich im Log-rank Test ein
signifikanter Unterschied (p=0,007), die mittlere Uberlebenszeit war mit 553 Tagen um
48 Tage langer als bei der Placebogruppe. Dies entspricht einer verldngerten
Uberlebenszeit von knapp 10%. Auf das durchschnittliche Lebensalter eines Menschen
von circa 80 Jahren umgerechnet, ware ein acht Jahre ldngeres Leben ein enormer
Fortschritt. Auch das symptomfreie Uberleben war deutlich linger als bei der
Placebogruppe.

Der Gewichtsverlust, der als klinisches Zeichen fiir die beginnende Symptomatik
gesehen wurde, setzte bei der anle138b Gruppe erst zwei bis vier Wochen vor dem Tod
ein, wahrend die Tiere aus der Placebogruppe teilweise schon sechs Wochen vor ihrem
Ableben deutlich an Gewicht verloren hatten.

Auch dieses Ergebnis sprach dafiir, dass die potentielle Therapie mit anle138b beim
Menschen eine Erleichterung der Krankheit mit sich bringen wiirde, da ein verlangertes
Uberleben ohne belastende Krankheitssymptome méglich wire. Diese wiirden bei

gleichem Krankheitsverlauf wie bei den Mausen erst kurz vor dem Tod auftreten.
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An den Gewichtsdiagrammen war deutlich zu sehen, dass das Gewicht der nach 69
Wochen geplant entnommenen Mause vor dem Entnahmezeitpunkt weder stieg noch

fiel, sondern innerhalb der normalen Fluktuationen konstant blieben (siehe Abb.13).

Dies deutet darauf hin, dass die entsprechenden Tiere noch nicht in dem Stadium der
Krankheit waren, da die Gewichtsabnahme als Kklinisches Krankheitszeichen zu
beobachten ist.

Die nachweisliche Hemmung der a-Synuclein-Aggregation im Gehirn der Mause sprach
dafiir, dass das lingere symptomfreien Uberleben durch die Reduktion der
Aggregationen zustande kam. Die Tiere dieser anle138b Gruppe lebten im Durchschnitt
29 Tage langer, ohne Symptome zu entwickeln, als die Tiere der Placebogruppe. Dies

zeigte sich auch in den Kaplan-Meier-Kurven (siehe Abb. 13 und Abb. 14).

Trotz der Ergebnisse von anle138b im Tierexperiment ist es wichtig fiir eine eventuelle
klinische Studie, eine Ausweichprdaparat zu haben, welches bei unerwarteten
Nebenwirkungen die Kandidatensubstanz zur Medikamentenentwicklung ersetzen
konnte. Aufderdem besteht immer die Moglichkeit, dass eine in vitro nicht so wirksame
Substanz in vivo deutlich bessere Ergebnisse zeigt. Daflir wurden drei weitere

Substanzen getestet (vgl. Abschnitt D.1.3)

2.1.2 Sery335b

Der Unterschied zwischen sery335b und anle138b lag in der Strukturformel der beiden
Molekiile. Die Strukturformel von sery335b hat in R3 Position ein Chlorid-Ion in meta-
Position, bei anle138b nahm ein Bromid-Ion diese Position ein, abgesehen davon waren
beide Molekiile identisch (vgl. Abschnitt B.5.1.2).

Es stellte sich die Frage welches Halogen als Substituent die bessere Alternative fiir die
Anwendung am Menschen darstellen wiirde (vgl. Abschnitt E.3.3.1).

Die Tiere, die mit sery335b behandelt wurden, zeigten eine durchschnittlich verlangerte
Uberlebenszeit von 22 Tagen (siehe Tab.4) und gegeniiber der Placebogruppe im Log-
rank Test ein signifikantes Ergebnis (p=0,041)

Der Gewichtsverlust trat wie bei der anle138b Gruppe circa zwei bis vier Wochen vor

dem Ableben der Mause ein.
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2.1.3 sery383

Flir sery383 zeigte keiner der beiden durchgefiihrten statistischen Tests, weder der Log-

rank, noch der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test einen signifikanten Wirkungsunterschied

im Vergleich zur Placebogruppe. Die mittlere Uberlebenszeit der Tiere dieser Gruppe
betrug 525 Tage, war damit nur 20 Tage langer als die der Placebogruppe und war fiir
die absolute Verldngerung der Uberlebenszeit am wenigsten wirksam.

Die Kaplan Meier Analyse ergab, dass die sery383 Gruppe fiir das Langzeitiiberleben von
PD einen geringeren Effekt hatte als die librigen Substanzgruppen (siehe Abb. 15 und
Abb.16).

Die Gewichte der Mause fielen durchschnittlich zwei bis vier Wochen vor ihrem Tod ab,
was dem durchschnittlichen Zeitpunkt aus den anderen Substanzgruppen entsprach.

Die Substanz sery383 ist, wie sery335b, in R3 Position mit einem Chlorid-lon als
Substituenten in meta-Position designt. Der Unterschied zu sery335b besteht in R1
Position, anstelle von 1,3 Benzodioxole ist hier Benzolamin angehdngt, ein primares
Amin.

Schon bei den in vivo Versuchen mit Prion infizierten Mausen ergab sich lediglich eine
Inhibition von 31%. Dies war im Vergleich zu den drei anderen Substanzen geringer.
Anle138b wies 120 Tage nach Infektion mit Prionen und 40 Tage langer oraler
Behandlung mit der Substanz (1mg) eine Inhibition von 78% auf, sery 335b 68% und
anle253b 59% (siehe Tab. 2). Wie oben beschrieben ist es aber immer potentiell
moglich, bei einem neuen Experiment, hier die Untersuchung der
Aggregationshemmung von a-Synuclein, andere Ergebnisse zu bekommen. Sery383 war
auflerdem Stellvertreter der Substanzen, die in R1 Position einen anderen Substituenten

als 1,3 Benzodioxol hatten.

2.1.4 Anle253b

Flr die Substanz anle253b ergaben ebenfalls nur der Log-rank Test eine statistische
Signifikanz (p=0,009) (vgl. Tab.4). Dies mag daran liegen, dass die Todeszeitpunkte am
Anfang der Graphen eher dhnlich sind und erst im Laufe des Experimentes variierten. Da
der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test mehr Gewichtung auf die Anfangswerte legt, kommt

man zu diesem Ergebnis.
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Die mittlere Uberlebenszeit war allerdings um 50 Tage linger als die, der Placebogruppe
und lag mit 555 Tagen im Durchschnitt sogar noch tber der durchschnittlichen
Uberlebenszeit der friih gefiitterten anle138b Gruppe mit 553 Tagen. AuRerdem gab es
in dieser Gruppe Tiere, die liberdurchschnittlich lange {iberlebten. Es scheint, als
wiirden die Substanzen anle253b und anle138b am besten gewihrleisten das Uberleben
der Tiere zu verldangern.

Die Gewichtsentwicklung war ahnlich der anderen Substanzgruppen, auch dabei
entfaltet anle253b eine Wirkung bezogen auf ein lingeres symptomfreies Uberleben.
Genau wie sery383 hatte auch anle253b in den Vorversuchen einen Wert, der stark von
denen der anderen Substanzen abwich (siehe Tab. 2). Anle253b hatte mit 2,1 nmol/g
eine geringe Konzentration im Gehirn. Anle138b hatte eine Konzentration von 34,1
nmol/g und sery335b eine Konzentration von 29,6 nmol/g (87). Trotzdem ergaben sich
vor allem in den in vitro Tests mit Prionen sehr gute Ergebnisse von 80% Inhibition der
Prionaggregation.

Anle253b unterscheidet sich in der Strukturformel wie sery383 durch die R1 Position

von anle138b. Hier ist an Stelle des 1, 3 Benzodioxols, ein tertidres Amin.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass alle Substanzen aufier sery383 einen
lebensverlangernden Effekt auf die behandelten Tiere hatten. Sie zeigten
unterschiedlich gute Ergebnisse, jedoch war das Eingreifen in den Pathomechanismus
von PD bei allen Substanzen ungefihr gleich. Es ist méglich, sowohl das Uberleben zu
verlangern als auch ldnger symptomfrei mit der Krankheit zu leben. Der
Krankheitsverlauf ist lange konstant, bevor die Tiere in kiirzester Zeit terminal krank
werden.

Diese Beobachtungen sind vielversprechend im Hinblick auf die Therapie von PD. Die
Substanzen haben das Potential, eine kurative Behandlung darzustellen und kénnten im

nachsten Schritt zu einem Medikament entwickelt werden.
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2.2 Anle138b bei Substanzgabe nach der 50. Lebenswoche

Aus vorhergehenden Experimenten war bekannt, dass anlel38b auch bei
Therapiebeginn nach Eintreten der ersten Symptome bei Prionerkrankungen ein
verliangertes Uberleben bewirkt (87).

Dies ist ein wichtiger Parameter fiir die Anwendung beim Menschen, da die Diagnose
aufgrund von klinischen Parametern gestellt wird.

Der Beginn der Symptome von PD bei den transgenen Mdusen in meinem Experiment
liegt bei 300 Tagen. Bei nicht behandelten transgenen Mausen wurden zu diesem
Zeitpunkt schon erste Krankheitssymptome auffillig. Dazu gehorten die Fluktuationen
in der Motorik, die mithilfe der RotaRod Messung erhoben wurden und die fehlende
weitere Gewichtszunahme ab der 50. Woche. Diese zwei frithen klinischen Symptome
waren in vorangegangenen Versuchen identifiziert worden (104). Weiterhin sind bei
unbehandelten Tieren im selben Alter auch im histologischen Schnittbild erste
vereinzelte Ablagerungen erkennbar.

Die anle138b Dosis bei Mausen die ab der 50. Woche damit gefiittert wurden, blieb
gleich (vgl. Abschnitt C.1.4).

Auch bei der spateren oralen Gabe von anle138b nach der 50. Lebenswoche anstelle der
Gabe nach der 30. Lebenswochen war ein positiver Effekt auf den Krankheitsverlauf zu
beobachten.

Die Auswertung ergab im Log-rank Test im Vergleich zur Placebogruppe ein
signifikantes Ergebnis (p=0,032) und eine verlingerte mittlere Uberlebenszeit von 543
Tagen. Das symptomfreie Intervall verldngerte sich um 39 Tage im Vergleich zu der
Placebogruppe (vgl. Tab.3).

Dies zeigt, dass die Anfilitterung mit der Substanz zu einem spateren Zeitpunkt nur eine
marginal geringere Wirksamkeit hatte als bei der Anfiitterung nach der 30.
Lebenswoche. Da die Gruppe mit spaterer Substanzgabe 20 Wochen weniger lang
behandelt wurde, scheint der aggregationshemmende Effekt von anle138b umso grofier
zu sein. Vergleicht man die frithe und die spate anle138b Gruppe im Log-rank Test, kann
man keine signifikanten Unterschiede ausmachen (p=0.35). Bei der spater therapierten

Versuchsgruppe kann anle138b genauso in der Krankheitsverlauf eingreifen wie in der
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frither therapierten Gruppe und sogar die beginnende Aggregation aufhalten (vgl. Tab 3
und 4).

Aufschlussreich ist der Vergleich der Auswirkungen der Behandlung nach
Krankheitsausbruch bei PD, einer Synucleinopathie, und Prionerkrankungen. Der
wesentliche Unterschied in der Pathogenese der beiden Erkrankungen liegt darin, dass
die Tiere im Prionversuch mit den krankhaften Proteinen, Prion Protein Scrapie (PrPsc),
infiziert werden (87). Die Versuchstiere, die im Laufe ihres Lebens an PD erkranken,

haben einen Gendefekt, der die Krankheit schlieflich auslost. Bei den mit mit PrPsc
infizierten Mausen ist der Krankheitverlauf sehr schnell. Es kommt nahezu zu einer
exponentiellen Verschlimmerung der Krankheit. Daher sind die Tiere, je spater man mit

der Behandlung mit den Substanzen beginnt, immer kranker.

Bei PD treten die Aggregation von a-Synuclein und damit auch die einhergehende
Symptome deutlich spater ein. Die Therapie kann erst dann ihre Wirkung entfalten,
wenn die Krankheit ausgebrochen ist. Die Wirkung der spaten Substanzgabe tritt also
bei den Synocleinopathien deutlich spater ein. Dass sie dabei trotzdem den

aggregationshemmenden Effekt entfaltet, macht sie wieder umso wirksamer.

Vor allem der schon angesprochene klinische Nutzen wird enorm vergrofert, da die
Behandlung erst nach den ersten Symptomen begonnen werden kann.

Ein weiterer Aspekt, der ebenfalls durch die Ergebnisse der anle138b-Gruppen mit
unterschiedlichen Therapiezeitpunkten zutage tritt, ldasst Riickschliisse auf die
Pathogenese der Synucleinopathien zu. Es wurde vermutet, dass die Nervenzellen zu
frithen Zeitpunkten in der Erkrankung weniger anfallig sind fiir die Aggregation von
pathologischen Proteinen. Diese These konnte durch die frithe Behandlung mit anle138b
widerlegt werden, indem auch bei den Versuchen eine Verbesserung der motorischen
Fahigkeiten und ein Halten des Gewichtes gegeniiber Kontrollgruppen nachgewiesen
werden konnte (vgl. Abschnitt D.1.2 und D.2.1).

Als Hauptwirkungsmechanismus wurde der aggregationshemmende Effekt der

Substanzen bestatigt.
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3. Struktur-Wirkungs-Verhaltnisse der DPP im Experiment

3.1 Die Rolle der Halogenide in R3 Position

Geht man noch einmal genauer auf die unterschiedlichen Ergebnisse der
Versuchsgruppen meines Experimentes ein, lasst sich die These aufstellen, dass die
Substituenten an das Referenzmolekiil anle138b, einen grofien Einfluss auf die

Wirksamkeit der Substanz gegen die a-Synuclein-Aggregation haben.

Wie im Ergebnisteil beschrieben ergab die SAR Analyse fiir anle138b und seine Derivate,
dass Bromid in meta-Position aus sterischen Griinden die hochste Aktivitiat besitzt;
tauscht man Bromid in meta-Position gegen ein anderes Halogen aus, zeigt sich eine
Korrelation mit der Grofde des Substituenten (87). Halogene mittlerer Grofde, Chlor und
Brom, haben eine hohere inhibitorische Aktivitat als das kleinere Fluor oder das grofiere

lod.

Halogenverbindungen wurden erst kiirzlich als potentielles, vielversprechendes
biochemisches Element fiir die Entwicklung neuer Medikamente wiederentdeckt (105).
Seit gut 70 Jahren gibt es die ADMET-Kriterien (Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion, Toxicity), die fiir die Optimierung von Medikamenten herangezogen wurden
(117, 118). Halogenverbindungen wurden bisher zur Verbesserung der oralen
Aufnahme und Erleichterung der Passage von biologischen Barrieren verwendet. Sie
verlangern die Wirkdauer des Medikamentes, indem sie kleine hydrophobe Hohlraume
in Zielproteinen fiillen.

Halogene sind elektronenreiche, lipophile Atome (105). Diese Eigenschaften wurden
sich bei dem NBB Prdparat 306H03 gegen die Aggregation von a-Synuclein zunutze
gemacht (9). Bei den Versuchen wurden NBBs entweder mit Hydroxylgruppen als
Substituenten oder einer Chloridgruppe als Substituenten gegeneinander getestet. Die
Substanz mit der Chloridgruppe hatte eine deutlich verbesserte Zellpermeabilitat
aufgrund der reduzierten polaren Oberfliche und der Zunahme der Hydrophobie (9).
Neuesten Erkenntnissen zu Folge haben Halogene neben ihren Eigenschaften als Lewis-
Base auch die Charakteristik der Lewis-Sduren Elektronen aufzunehmen. Diese

Eigenschaft wird durch sogenannten 8-Locher gewahrleistet, die eine Region mit
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positiven Ladungen zwischen den Regionen mit iliberwiegend negativen Ladungen
darstellt (98). 8-Locher kommen aufgrund der Anisotropie zustande. Sie iiben dadurch
einen stabilisierenden Effekt auf andere elektronegative Atome wie etwa Sauerstoff
oder Stickstoff aus (106). Das elektrostatische Potential der Halogenatome, durch die 6-
Locher elektronegative Atome anzuziehen, steigt mit der Gréfse der Halogene von Fluor
zu lod. Durch stark elektronegative Teile wird die Polarisation der Halogene zusatzlich
verstarkt. Allgemein verbessern Halogenatome die Interaktion mit Proteinen.

Diese neuen Erkenntnisse sind der Hauptgrund fiir das hoch eingeschatzte Potential der

Halogene als Therapeutikum.

In den von mir getesteten Substanzen kommt in anle138b Brom in R3 Position vor, in
sery335b Chlor in R3 Position. Beide Substanzen zeigten deutliche Effekte auf die
Aggregation des Proteins a-Synuclein (vgl. D.1.2). Da Brom das grofdere Halogen
darstellt wiirde man theoretisch erwarten, dass anle138b einen hoheren inhibitorischen
Effekt auf die Aggregation von a-Synuclein hat als sery335b.

Aufierdem gilt, dass sowohl die Energie der Verbindung zwischen dem Halogen und
dem elektronegativen Teil als auch die Direktionalitat der Verbindung von Fluor zu lod
zunimmt und damit die These weiter stiitzt. Dies liegt daran, dass Fluor nur ein
kleineres d-Loch aufweist (107). Die Vermutung dass Bromverbindungen potenter sind

als Chorverbindungen konnte auch in vivo nachweisen werden.

3.1.1 Halogene in neuen Medikamenten

Um die Spezifitit einzelner Halogene fiir die Wirksamkeit eines Medikaments zu
untersuchen, liegen Ergebnisse aus der Krebsforschung vor. Substrate mit
Halogenverbindungen spielen eine wichtige Rolle bei der Inhibition der Proteine, die fiir
die Kanzerogenese verantwortlich sind (105).

In einer der neuesten Studien wurde ein iodierter gegeniiber einem chlorierten
Inhibitor getestet, die beide unterschiedliche Proteinkinasen inhibieren sollten. Hier
zeigte sich eine erhohte Spezifitat der iodierten Sturktur gegeniiber der Proteinkinase.
Die Spezifitit eines neuen Medikamentes an das zu behandelnde Protein kann also an

einer zu geringen Bindung liegen. Es ist moglich, durch das Design der potentiellen

85



neuen Substanz die Affinitdit an den Liganden, in diesem Fall an Tumorproteine, zu
erhohen (105).

Bezliglich der Affinitit der halogenierten Substanzen zu ihren biologischen
Gegenspielern gibt er fiir unterschiedliche Proteine unterschiedliche Ergebnisse. In
einer weitern Studie wurde herausgefunden, dass die inhibitorische Wirkung von
iodhaltigen Verbindungen auf das Protein p53, das in vielen entarteten Zellen gefunden
wird, deutlich geringer ist als die der anderen drei Halogene (108).

Als sicher gilt allerdings, dass halogenierte Verbindungen mit inhibitorischer Wirkung in
Medikamenten gegeniiber Wasserstoffverbindungen vorteilhafter sind, da sie eine

deutlich hohere stabilisierende Wirkung haben (109).

Diese Tatsache wurde bei der Auswahl meiner Substanzen schon beriicksichtigt. Es

wurden nur Derivate mit Halogenverbindungen getestet.

3.2 Der Einfluss von Aminen auf die Pharmakokinetik

Da zwei der getesteten Substanzen Aminogruppen an R1 Position haben, ist die
Fragestellung zu der Verstoffwechselung dieser Substituenten interessant. In Sery383

liegt ein primares Amin vor, in anle253b ein tertidres Amin.

Die Basizitdt der Amine nimmt von den primdren zu den tertidren Aminen zu, da die
Alkylgruppen die Elektronendichte auf dem Stickstoffatom konzentrieren.

Tertidre Amine in Arzneimitteln, wie es in anle253b der Fall ware, liegen im
physiologischen pH-Bereich in zwei unterschiedlichen Formen vor. Durch Dissoziation
liegt die eine Form positiv geladen vor, die andere ungeladen. Letztere Form ist
aufgrund der Lipophilie eher die Transportform, die hydrophile Form eher die
Wirkform, die an Rezeptoren bindet. Bei pharmakokinetischen Messungen kann immer
nur die Blutkonzentration ermittelt werden, man kann nicht zwischen den beiden
Formen unterscheiden. Weiterhin kann sich das Gleichgewicht der beiden Substanzen
unter den Bedingungen der Alkalose oder Azidose verschieben, was die
Vorhersehbarkeit der Wirkung einschrankt.

Nach der Systematik des international anerkannten LADME-Metabolismus (117), erfolgt
zunachst die Freisetzung der Substanz (Liberation). Durch die lipophilen Eigenschaften

der Amine werden sie nach oraler Einnahme fast vollstindig resorbiert. Bei der
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Absorption kommt allerdings auch der First-Pass-Effekt in der Leber zum Tragen, bei
dem die Substanz schon teilweise metabolisiert wird, bevor sie das erste mal den
grofden Kreislauf erreicht. Dies fiihrt dazu, dass die Bioverfiigbarkeit nie 100% betragen
kann. Nach der Resorption der Substanzen im Magen und im Darm und Eintritt durch
die Pfortader in die Leber erreichen sie den grofden Kreislauf (Distribution und
Metabolism) (118). Von dort miissen sie die Blut-Hirn-Schranke passieren, da die
untersuchten Substanzen im Gehirn wirken sollen. Hier gilt, dass lipophile Substanzen
eine gute Blut-Hirn-Schranken-Gangigkeit haben, hydrophile Substanzen nicht.
Anle253b hat mit 2,1 nmol/l eine fiinfzehnfach geringere Gehirnkonzentration als die
anderen Substanzen (vgl. B. 5.1 Tab. 2). Als tertidres Amin liegt sie auch in protonierter

Form vor und hat daher einen hydrophileren Charakter als primdre Amine.

Quantifizieren lasst sich dieser Effekt bei Betrachtung des pKs-Wertes. Er betragt fiir ein
primdres Amin (MeNH:) 10,64, fiir ein tertidres Amin (Me3N) 9,79. Im Gehirn entfalten
die Wirkstoffe ihre aggregationshemmende Wirkung. Uber den grofen Blutkreislauf
gelangen Amine in die Niere und werden dort eliminiert und mit dem Harn

ausgeschieden.

4. Einordnung in den Kontext

Morbus Parkinson ist eine seit Anfang des 19. Jahrhunderts bekannte Krankheit (119).
Seit jeher wird versucht sie moglichst erfolgreich zu therapieren und positiven Einfluss
auf die Symptome zu nehmen. Dies sind neben den vier Kardinalsymptomen Rigor,
Tremor, Akinesie und posturale Instabilitit (6) auch viele nicht motorische
Dysfunktionen (vgl. B.2). Dazu zdhlen gastrointestinale Stérungen, Schlafstérungen,
neuropsychiatrische Symptome (Depression), Psychosen und kognitive Dysfunktionen
(41).

Bis heute ist es nicht gelungen PD kausal zu therapieren (13). Vorwiegend die
motorischen Symptome koénnen auf unterschiedliche Weise mal mit mehr, mal mit
weniger grofem Erfolg, je nach Ansprache der Patienten auf die Medikation,
abgeschwacht und zeitweise eliminiert werden (vgl. B.2.3).

Die giangigen Praparate, um PD symptomatisch zu behandeln, sind unter anderem MAO-

Inhibitoren, NMDA Antagonisten, Dopamin Agonisten und L-Dopa (vgl. B. 2.3). Der
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Beginn des Krankheitsausbruches und der weitere Verlauf der Erkrankung koénnen

dadurch nur teilweise beeinflusst werden (41).

Von den genannten Prdparaten ist Levodopa das effektivste und am besten
vertraglichste Medikament, um die motorischen Defizite auszugleichen (13, 41). Als
Vorstufe von Dopamin kann es die Blut-Hirn-Schranke passieren, wird dort zu Dopamin
umgewandelt und gleicht so den Dopaminmangel aus.

Da, soweit man heute weif3, die Ursache des Dopaminmangels auf das Sterben der
dopaminproduzierenden Zellen zuriickzufiihren ist, was wiederum durch die
Aggregation falsch gefalteter Proteine bedingt ist (120), ist die Substitution von
Dopamin nicht geeignet, um kausal PD zu therapieren.

Fortschritte in der Entwicklung neuer kausal therapeutischer Medikamente erlangen
mit der steigenden Zahl der Parkinsonpatienten somit immer gréfiere Bedeutung, um
die Lebensqualitit aller Betroffenen zu verbessern (121).

Der Weg dorthin fiihrt unweigerlich dartiber, die molekularen Ursachen fiir die
krankmachende Aggregation zu entdecken und dabei Ansatzpunkte zu finden, die in den
Pathomechanismus eingreifen und das Fortschreiten der Krankheit stoppen.

Man ist sich mittlerweile einig, dass a-Synuclein eine zentrale Rolle bei der Entstehung
von PD spielt (87, 66, 120). Aggregiertes a-Synuclein ist die Hauptkomponente der LB,
die schon zu Beginn der Erkrankung als Zelleinschluss im Zytoplasma verschiedener
Neuronen vorliegen (9).

Die physiologische Funktion von a-Synuclein ist nicht gesichert, es gibt jedoch Thesen,
die besagen, dass a-Synuclein eine Rolle bei der Neurotransmitterfreisetzung am
synaptischen Spalt spielt, da es eng mit der Lipidmembran der Zellen und den
synaptischen Endplatten assoziiert ist (122).

Im Gegensatz dazu gilt als sicher, dass intrazellular aggregiertes a-Synuclein in vielen
neurodegenerativen Erkrankungen, den a-Synucleinopathien, die Ursache fiir
Dysfunktionen ist (123).

Mit den Ursachen, den Folgen und dem Verstiandnis des Pathomechanismus haben sich
viele Arbeitsgruppen beschaftigt, mit dem Ziel, die Aggregation von a-Synuclein zu
inhibieren. Obwohl oder gerade weil es immer noch verschiedene Hypothesen gibt, was
genau bei der Aggregation passiert, haben die verschiedenen Forschungsgruppen

unterschiedliche Methoden entwickelt um diese zu stoppen.
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Abschnitt B. 4 gab einen kurzen Uberblick iiber mégliche Ansatzpunkte, nun sollen
einige vertieft werden, um die Vielzahl, aber auch die Komplexitit der Materie zu
verdeutlichen.

Geldanamycin bzw. dessen Derivat 17-AAG (17-(Allylamino)-17-
demethoxygeldanamycin) wird aktuell in klinischen Studien als Anitkrebsmedikation
getestet (124). Es bindet spezifisch an das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) (125) und
beeinflusst die Aktivitat desselben z.B. in Mammazellen (126).

HSP spielen eine entscheidende Rolle bei der Proteinfaltung, der Translokation und bei
Transportprozessen. Sie fungieren auch als molekulare Chaparone und {iiberfithren
falsch gefaltete Proteine zu den Proteasomen, an denen diese mit Ubiquitin markiert
werden, um dann abgebaut zu werden (124). 17-AAG dient also der Unterstiitzung des
Abbaus von Proteinen, die mutiert sind, vor allem durch die Hochregulierung der HSP.
Eine neue in vitro Studie zeigt, dass 17-AAG die Autophagozytose falsch gefalteter
Proteine induziert. Es kann somit a-Synuclein Aggregate abbauen. Beim Abbau der
toxischen Aggregate unterscheidet man zwei verschiedene Wege, dem des lysosomalen
Abbaus und dem durch die Kennzeichnung der Aggregate durch Proteasomen. Der
Abbau tliber Lysosomen gilt als der wahrscheinlichere Weg fiir die Eliminierung von
toxischen Oligomeren (127). Autophagozytose gehort zu den lysosomalen Wegen und
stellt mit 17-AAG als Induktor fiir diesen Weg unter Umstdnden eine neue Therapieform
gegen die a-Synuclein Aggregation bei PD dar (124).

Die Wirkung von 17-AAG wurde zum jetzigen Zeitpunkt allerdings lediglich in vitro
nachgewiesen. Aufderdem ist der molekulare Ansatzpunkt nicht ideal. 17-AAG greift erst
die Aggregate von a-Synuclein an. Besser ware eine Substanz, die es gar nicht zur
Aggregation kommen lasst, sondern diese in ihrer Entstehung verhindert.

Ein weiteres potentielles Medikament, das in den Aggregationsprozess von a-Synuclein
eingreift und hier eine hemmende Wirkung entfaltet, ist das Protein FK 506. Es inhibiert
das FK 506 binding protein (FKBP), welches wiederum zur Familie der Immunophiline
gehort, Enzyme mit einer Peptidyl-prolyl Isomerasen. Sie sind fiir die Immunregulation
und grundlegende zellulire Prozesse wie die Proteinfaltung verantwortlich. FKBPs
beschleunigen nachweislich die Aggregation von a-Synuclein in vitro. Durch deren
Inhibition mit FK506 kann diese sowohl in vitro als auch in vivo gestoppt werden (128).
FK506 bindet als immunsuppressives Protein an FKBPs, von denen vier verschiedene

Arten im menschlichen Gehirn vorkommen (129). In diesem Zusammenhang wurden
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vor kurzem die neuroprotektiven und neuroregenerativen Wirkungen von FK506 bei PD
und anderen neurodegenerativen Erkrankungen nachgewiesen (130). Der genaue
Wirkmechanismus ist nicht abschliefdend geklart. Zunachst wurde angenommen, dass
die immunsuppressive Komponente ausschlaggebend fiir die neuroprotektive Wirkung
ist, diese These konnte jedoch widerlegt werden (131). Heute geht man davon aus, dass
die Peptidyl-prolyl-Isomerasen eine Rolle bei der Degeneration von Neuronen spielen.
Die FK506 abhidngige Reduktion der o-Synuclein Aggregate kommt mit grofdter
Wahrscheinlichkeit durch die Hemmung der Peptidyl-prolyl Isomerase FKBP12 und
anderer FKBPs zustande (131).

FK 506 zeigt in in vitro Experimenten eine dosisabhiangige Wirkung durch vermehrte
Inhibition der Aggregation von a-Synuclein und einem Riickgang der Apoptose. Im
Mausmodell, welches sehr dhnlich aufgebaut war, wie das in der vorliegenden Arbeit,
konnte durch die orale Gabe von FK506 eine Verminderung der aggregierten o-
Synuclein Partikel nachgewiesen werden, zwischen den verschieden hohen Dosierungen
ergab sich kein signifikanter Unterscheid (128).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass nicht nur weniger Aggregationen auftraten,
sondern auch schon mit a-Synuclein angereicherte Zellen langer iiberlebten, was spater
den Verlauf der Erkrankung lindern konnte. Damit stellt FK506 eine potentielle
Substanz fiir die kausale Therapie von PD dar (128).

Eine Substanz, die schon in einer klinischen Studie getestet wurde ist der MAO-B-
Hemmer Rasaglin. Die placebokontrollierte, doppelblinde, multizentrisch 72-wdchige
Adagio-Studie untersuchte den krankheitsmodifizierenden Effekt auf PD. Unter der
Therapie mit Rasaglin (1mg/Tag) wurden weniger zusatzliche Medikamente bendtigt
und es kam zu signifikanten Verbesserungen der motorischen Symptome und in der
Lebensqualitat (111).

Auch bei Antibiotika wurde in klinischen Studien ein neuroprotektiver Effekt entdeckt.
Bei dem Tetracyclin, Minocyclin, welches bis dato zur Anwendung bei verschiedenen
Infektionen diente, wurde bei dem antibakteriellen Effekt, einen antiinflammatorischer
Effekt entdeckt. Diesen machte man sich bei der Behandlung von PD zunutze. Der
Verlust der dopaminergen Neuronen fiihrt zu einer inflammatorischen Antwort. In Folge

dessen kann es zur Neurodegeneration kommen. In einer randomisierten doppelblinden
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klinischen Studie konnte eine Verbesserung des Krankheitsverlaufs von PD festgestellt

werden (112).

Diese Beispiele stehen nur stellvertretend fiir die Arbeit vieler Forschungsgruppen, die
sich mit der Thematik des PD und der kausalen Therapie beschaftigen. Es zeigt zum
einen die Dringlichkeit und Wichtigkeit, eine neue Therapieform zu finden, zum anderen
aber auch, dass es eine Vielzahl moglicher Ansatzpunkte fiir die Losung diese Problems
gibt.

Gemeinsamer Ansatzpunkt ist, das Voranschreiten der Krankheit zu verhindern, indem
die Ursache, namlich die Aggregation von a-Synuclein, bekdmpft wird. Die
symptomatische Therapie, vor allem der motorischen Defizite, ist weitgehend ausgereizt

und bringt ab einem gewissen Krankheitsstadium keine Besserung mehr (11).

Anle138b und seine Derivate entstammen der Gruppe der DPP Substanzen, kleine
Molekiile, die mit a-Synuclein interagieren und die Aggregation verhindern (9).

Es weist strukturell alle Charakteristika auf, die fiir Medikamente von Bedeutung sind
(69) und zeigt sowohl in vitro als auch in vivo den gewiinschten Effekt (87).

Anle138b und seine Derivate erfiillen alle Kriterien von Lipinski’s ,rule of five“. Diese
besagt, dass ein Molekiil eine ausreichende orale Bioverfiigbarkeit als Medikament hat,

wenn es maximal fiinf Protonendonatoren aufweist, maximal zehn Protonenakzeptoren

hat, eine Molekiilmasse kleiner 500g/mol besitzt und sein Verteilungskoeffizient, log P,
maximal fiinf betragt. Diese Eigenschaften wurden im Jahr 1999 erweitert und
konkretisiert (132): i) log P liegt in einem Bereich von -0,4 und 5,4 ii) die Molrefraktion
liegt zwischen 40 und 130 iii) die molare Masse liegt zwischen 160 und 480 iv) die
Gesamtzahl der Atome liegt zwischen 20 und 70. Diese Eigenschaften, vor allem die
Lipophilie, fiihren zu einer guten Absorption und einer ausreichenden
Membranpermeabilitdt in vivo (9). Aufderdem ist fiir die Hemmung der Aggregation von
a-Synuclein der aromatische Ring von zentraler Bedeutung (133).

In einer weiteren Arbeit wurde anhand von Phthalocyanin-Tetrasulfonat (PcTS) die
spezifische Interaktion der aromatischen Ringe mit a-Synuclein gezeigt, welche die

Aggregation hemmt (133).
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Die primare Bindungsstelle von PcTS liegt am N-terminalen Ende von a-Synuclein unter
Einbeziehung der Aminosdure Tyrosin in Position 39. Der aromatische Ring des
Molekiils bildet die Hauptstruktur fiir die Inhibition der a-Synuclein Aggregation. Kleine
Molekiile mit eben diesem Design sind fiir die praventive Therapie von
neurodegenerativen Erkrankungen mit Proteinaggregation gut geeignet (133). Die
Diskussion der weiteren Strukturmerkmale fiir die hochste Wirksamkeit am Menschen
wurden im vorangegangenen Abschnitt beschrieben (vgl. E.2).

Flir anle138b und seine Derivate hat sich die Verbindung zwischen den theoretisch
geeigneten Molekiilstrukturen und der tatsdachlichen Wirksamkeit in vivo als richtig
erwiesen.

Anle138b hat sich in mehren in vivo Experimenten wirksam gezeigt auch, wenn es erst
nach Eintreten der Krankheitssymptomatik verabreicht wurde. Es inhibiert nicht nur
die Aggregation von a-Synuclein, sondern ist auch bei Prionerkrankungen wirksam.
Sehr wahrscheinlich liefde sich auch bei weiteren neurodegenerativen Erkrankungen
wie beispielsweise Chorea Huntington ein Effekt nachweisen (87). Die Substanz ist
damit potentiell vielseitig anwendbar. Anle253b und sery335b zeigten ebenfalls eine
gute Wirksamkeit und konnen als gleichwertig in ihrer Wirksamkeit eingestuft werden.
Alle Derivate konnen oral verabreicht werden.

Sie stellen damit eine vielversprechende und relativ weit entwickelte Substanz dar.

5. Ausblick

Die vier in diesem Experiment getesteten Substanzen zeigten in vivo unterschiedlich
starke Wirksamkeit. Die mit der Substanz anle253b behandelten Tiere lebten sowohl
absolut am langsten, als auch am ldangsten ohne Krankheitszeichen (vgl. D.3). Auch
anle138b zeigte in beiden Kategorien eine gute Wirksamkeit. Die mit sery335b
behandelten Tiere liberlebten immer noch deutlich langer als die mit Placebo gefiitterte
Maduse, aber nur halb so lang ldnger wie die mit anle253b behandelten Tiere. Die
Behandlung mit sery383 verlingerte das Uberleben um 21 Tage, zeigte in den
statistischen Tests aber als einzige Substanz keine signifikante Wirkung (vgl. D.3 Tab.3
und 4). Fiir anle138b wurde in dieser Arbeit die Wirkung auch bei der Verabreichung

der Substanz nach der 50. Lebenswoche gezeigt, einem Zeitpunkt, an dem erste
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Symptome auftreten (vgl. D.3). Da anle253b und sery335b verlingerte Uberlebenszeiten
bewirkten, ware ein solcher Versuch auch fiir diese Substanzen sinnvoll.

In dem vorliegenden Experiment war die Dosis der Substanzen in allen Gruppe gleich,
ebenso in dem Vorgiangerexperiment. Damit waren beide Versuche gut vergleichbar
(87).

Flir die klinische Einsetzbarkeit ware relevant, inwiefern unterschiedliche Dosierungen
die Wirksamkeit beeinflussen konnen, wie der Medikamentenspiegel im Blut bzw. im
Gehirn bei verschiedenen Dosierungen ist. Gegenstand weitere Forschung sollte
auferdem die Vertraglichkeit sein, bis zu welchen Dosierungen die Substanzen
unbedenklich eingenommen werden kénnen.

Die orale Verabreichung stellt die Applikationsmethode der Wahl dar, da eine konstante
Konzentration der Substanz im Korper gewahrleistet werden kann. Zudem ist diese
Form der Einnahme am einfachsten und angenehmsten fiir den Patienten.

Vor dem oben genannten Hintergrund sollten, die Substanzen anle138b, anle253b und
sery335b weiterentwickelt werden. Zunachst ware vorstellbar ein weiteres in vivo
Experiment mit Gabe nach Ausbruch der Symptome durchzufiihren. Weiterhin ware es
vorstellbar in Versuchen an Saugetieren, die keine Nagetiere sind, verschiedenen
Gruppen unterschiedliche Dosierungen zu verabreichen, um einen Anhalt fiir Dosis
wirksame Gewebespiegel zu erhalten, den man sinnvoll auf den Menschen {ibertragen

kann.
Danach kénnte der Ubergang zur klinischen Phase-I-Studie mit gesunden Probanden

erfolgen, um Informationen iiber die Pharmakokinetik am Menschen zu erlangen.

Klinische Studien der Phase II und III kénnten bei Erfolg folgen.
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F. Zusammenfassung

Immer mehr Menschen sind von der neurodegenerativen Erkrankung PD betroffen.
Neben motorischen Symptomen (Rigor, Tremor, Akinesie, posturale Instabilitdt) ist sie
von Demenz, vegetativen Storungen und psychischen Problemen begleitet, die noch
schlechter zu behandeln sind. Eine verlaufsmodifizierende Behandlung, die alle
Symptome in der Entstehung verhindert oder zumindest deren Progression
verlangsamt, wird dringend bendtigt. Die bis jetzt {iblichen und moglichen
Behandlungen greifen rein symptomatisch in den Krankheitsverlauf ein.

Auf molekularer Ebene gilt mittlerweile als gesichert, dass intrazellulare a-Synuclein
Aggregate, die sich in Form von Lewy-Koérperchen vor allem in den betroffenen
Hirnarealen ansammeln, eine bedeutende Rollen in dem Pathomechanismus von PD und

der Degeneration von dopaminergen Neuronen spielen.

Mithilfe der SIFT Technologie und anschliefenden Versuchen in Zellkulturen und in
Mausmodellen fiir Prionerkrankungen und PD wurden im Vorfeld dieser Arbeit kleine
Molekiile entdeckt, die zur Hemmung der pathologischen Proteinaggregation fiihren.
Damit konnten sie potentiell als kausal wirksame Medikamente fiir die Behandlung von

PD und anderen neurodegenerativen Erkrankungen eingesetzt werden.

Vier dieser Molekiile und ihre Wirksamkeit in vivo waren Gegenstand meiner Arbeit. Im
Tierexperiment mit o-Synuclein iiberexprimierenden Mausen wurden die vier
Substanzen gegeneinander und gegeniiber Placebo getestet. Die Zielparameter waren
die absolute Uberlebenszeit, die symptomfrei Uberlebenszeit, das Gewicht und die

histologisch sichtbaren a-Synuclein Ablagerungen.

Die Behandlung mit den Substanzen, anle138b, sery335b, sery383 und anle253b begann
immer in der 30. Lebenswoche der Tiere. Lediglich anle138b wurde in einer weiteren
Gruppe ab der 50. Lebenswoche verabreicht, dem Zeitpunkt an dem die ersten

klinischen Symptome ausbrechen.

Das absolute Uberleben und das Uberleben ohne Krankheitszeichen wurden gegeniiber
der Kontrollgruppe durch die Behandlung mit anle253b am starksten verlangert. Durch
die Behandlung mit anle138b zeigte sich ein nur geringfiigig kiirzeres Uberleben als bei

der Behandlung mit anle253b. Auch die Substanz sery335b erzielt einen
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tiberlebensverlangernden Effekt, der allerdings kleiner war als bei den vorher
genannten Substanzen. Lediglich sery383 konnte statistisch kein signifikanter Effekt

gegeniiber der Placebogruppe nachgewiesen werden

Die anle138b behandelte Gruppe mit Gabe ab der 50. Woche zeigte eine signifikante
Wirksamkeit gegeniiber der Placebogruppe und eine leicht reduzierte Wirksamkeit
gegeniiber der mit anle138b behandelten Gruppe, die ab der 30. Woche die Substanz
bekam. Trotzdem ist dieses Ergebnis von grofder Bedeutung fiir die Anwendung am
Menschen, da PD aktuell allein tiber die klinische Symptomatik diagnostiziert wird. Man
hat also eine Substanz gefunden, die nach Eintritt klinischer Symptome im

Krankheitsverlauf wirksam ist.

Die verwendeten Substanzen helfen auch unser Modell besser zu verstehen. Selbst wenn
sie am Menschen nicht den zu erwartenden tiberlebensverlangernden Effekt zeigen, so

dienen sie dazu das Verstindnis des Pathomechanismus zu verbessern.

Unter den unterschiedlichen Ansatzpunkten zur kurativen Behandlung von PD, sind die
Substanzen anle138, anle253b und sery335b auf dem Weg in den Kklinischen
Studienabschnitt wegweisend. Sie wurden zum wiederholten Male in vivo getestet, nicht
nur in ihrer Wirkung gegen die a-Synuclein-Aggregation sondern auch gegen Prion-
Aggregationen. Anle138b verlingert das Uberleben, auch wenn es zu einem im
Krankheitsverlauf fortgeschrittenen Zeitpunkt gegeben wird und verzogert das

Ausbrechen der Symptome.
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