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FUR MEINE FAMILIE — IN DANKBARKEIT



(...) After all that, they didn't tell me what I had, except that it was not multiple sclerosis, and
that I was an a-typical case. I gathered, however, that they expected it to continue to get
worse, and that there was nothing they could do, except give me vitamins. I could see that
they didn't expect them to have much effect. I didn't feel like asking for more details, because

they were obviously bad (...)
(Stephen William Hawking)
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch fortschreitenden Untergang bestimmter
Populationen an Nervenzellen und deren Ersatz durch Gliagewebe gekennzeichnet. Neuronale
Degeneration fiihrt dabei zum Verlust von Hirnparenchym.

Multisystematrophien wie Morbus Alzheimer sowie Systematrophien wie die der
Stammganglien (Parkinson- Krankheit, Chorea Huntington), des Frontalhirns (Morbus Pick)
oder der Motoneuronen gehoren zu dieser degenerativen Erkrankungsform.

Die ALS ist im Speziellen durch die Degeneration der Pyramidenbahn und ferner der
Vorderhornzellen charakterisiert. Diese Form der Motoneuronerkrankung (MND) ist die
Haufigste. Neben ihr existieren noch wesentlich seltenere Formen von MND, wie zum
Beispiel die spastische Spinalparalyse oder die spinale Muskelatrophie (Masuhr und
Neumann, 1998).

1.1 Epidemiologie und Klinik der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS)

Seit ihrer ersten vollstindigen Beschreibung durch Jean Martin Charcot vor mehr als 130
Jahren ist die Pathogenese der von zentraler und peripherer Motorneurondegeneration
gepriagten Amyotrophen Lateralsklerose weitgehend ungeklart geblieben.

Mit einer Prdvalenz von 6-8 pro 100.000 Einwohner und einer Inzidenz von ca. 2
Neuerkrankungen / 100.000 Einwohner / Jahr ist die Amyotrophe Lateralsklerose eine hdufige
neurodegenerative Erkrankung und die hdufigste degenerative Motoneuronerkrankung des
Erwachsenenalters (Brooks, 1996). Mit dem Alter steigt die Prévalenz dieser Erkrankung,
sodass im Altersspektrum von 60 - 75 Jahren ein Gipfel von 33 / 100.000 Einwohner fiir
Mainner, sowie 14 / 100.000 Einwohner fiir Frauen erreicht wird (Majoor-Krakauer et al.,
2003). Das mittlere Alter bei Beginn der ersten Symptome betrdgt 56 Jahre und die mittlere
Uberlebensdauer beliuft sich im Durchschnitt auf drei Jahre; 10% der Patienten iiberleben 10
Jahre oder dariiber hinaus (Siddique et al., 1996).

Progrediente schlaffe und spastische Paresen sowie Atrophien mit Faszikulationen der
willkiirlich innervierten Muskulatur gehdren zum typischen klinischen Bild. Symptome wie
Muskelkrdmpfe, Schluckstorungen, Bewegungs- und Sprechunfdhigkeit mit Einmiindung in
eine Ateminsuffizienz sind die Regel, unterscheiden sich jedoch in ihrer Auspridgung und
threm Verlauf. Pathologisches Lachen und/oder Weinen tritt {iberwiegend bei bulbérer
Symptomatik auf (Borasio & Biittner, 1998). Das autonome und sensorische Nervensystem
sind in der Regel genauso wenig klinisch involviert, wie auch die Motilitdt sdmtlicher
Augenmuskeln und Sphinkter. Eine Demenz ist eher die Ausnahme. Die Patienten zeichnen

sich durch geistige Klarheit aus, wodurch der dramatische Verlauf der Erkrankung stets bei

1



EINLEITUNG

vollem Bewusstsein erlebt wird. Bei den meisten Patienten konnen lediglich subtile
neuropsychologische Defizite nachgewiesen werden (Abrahams et al., 1997).

Nach wie vor bedeutet die Diagnose der Amyotrophen Lateralsklerose eine fortschreitende
Behinderung mit tddlichem Ausgang als Folge einer terminalen Ateminsuffizienz, oft in
Assoziation mit einer Aspirationspneumonie.

Zu den prominenten Opfern dieser neurodegenerativen Erkrankung gehdren der ehemalige
Baseballspieler Lou Gehrig, unter dessen Name die ALS auch in den USA bekannt ist, der
Physiker Stephen Hawking, der Schauspieler David Niven, der Komponist Dimitri

Schostakowitsch und moglicherweise Mao Tse Tung.

1.1.1 Sporadische und familiiire Form der ALS

In 90% der bekannten Fille handelt es sich um die sporadische Form der ALS (SALS). Diese
Form beginnt im Durchschnitt mit 56 Jahren in einem héheren mittleren Alter, als dies bei der
familidren Form der Fall ist. Die Ursachen der sporadischen Form liegen weitgehend im
Dunkeln. Medikamentds ist bisher lediglich eine geringe Verzdgerung der Progression dieser
Erkrankung zu erreichen (Ubersicht bei Siddique et al., 1996).

Finf bis zehn Prozent der Fille von ALS sind auf eine familidre Form zuriickzufiihren
(FALS). In der liberwiegenden Zahl der Fille handelt es sich dabei um eine dominant vererbte
Form (DFALS). Es existiert aber auch eine Anzahl an Berichten iiber eine rezessiv vererbte
Form der ALS (RFALS).

DFALS ist klinisch von der sporadischen Form der ALS nicht zu unterscheiden.
Interessanterweise beginnt sie jedoch im Mittel 10 Jahre frither. Bis zu 20% der Familien mit
DFALS weisen eine Mutation auf Chromosom 21g22 (ALS1) im Gen der
Superoxiddismutase 1 (SOD1) auf. Niheres hierzu folgt weiter unten. Die Penetranz ist
altersabhingig. Fiinfzig Prozent der Patienten mit einer DFALS- Mutation sind im Alter von
46 Jahren erkrankt. Im Alter von 70 Jahren sind dann 90% der Mutationstriger erkrankt
(Siddique et al., 1996).

Die RFALS weist eine vollkommene Penetranz auf, ist allerdings sehr selten. Das mittlere
Erkrankungsalter betrdgt 12 Jahre (zwischen 3 und 23 Jahre) und die Dauer dieser Form der
Erkrankung liegt zwischen 15 und 20 Jahren. Man unterscheidet drei klinische Varianten
dieser juvenilen Form. Zu Beginn dominieren bei der Typ1- RFALS mit schlaffen Paresen die
klinischen Zeichen einer Schidigung des peripheren Motoneurons. Erst in spéteren Stadien
treten Symptome des Ausfalls der oberen Motoneuronen (s.0.) hinzu. Die Typ2- RFALS ist
auf die unteren GliedmafBen beschriankt. Zuletzt zeichnet sich die Typ3- RFALS zunichst

durch Schéadigungen des oberen Motoneurons und hier durch {iberwiegende Spastik vor allem
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der GliedmaBen und des Gesichts aus. Es kann auch zum pathologischen Lachen oder Weinen
kommen (Ubersicht bei Siddique et al., 1996). Diese dritte Form ist mit einem weiteren
Gendefekt assoziiert. Auf Chromosom 2q33-34 (ALS2), im Gen ALSin konnte hierbei die
Mutation nachgewiesen werden. Eine grofe Anzahl von molekulargenetischen Analysen
haben inzwischen einige weitere Gene hervorgebracht, die bei der Pathogenese der ALS eine

Rolle spielen mogen (Tabelle 2) (Majoor-Krakauer et al., 2003).

1.1.2 Die El Escorial- Kriterien
Mit dem Ziel eine einheitliche Einteilung fiir die ALS zu erlangen, fiihrte die WFN (World

Federation of Neurology) 1990 die so genannten El Escorial- Kriterien ein. Diese wurden
dann in Anbetracht jiingster molekularbiologischer bzw. genetischer Erkenntnisse 1998 weiter
modifiziert. Das Ergebnis war ein Katalog an Kriterien, welche die ALS klinisch als primér
fortschreitende Degeneration des zentralen und peripheren Motoneurons (UMNs und LMN5s)
mit dem Fehlen von anderen Krankheitsprozessen definieren (Milonas, 1998). Die klare
Abgrenzung von verschiedenen Unterformen sowie offensichtlich verwandten Erkrankungen

bleibt nach wie vor schwierig (Meininger, 1999). Tabelle 1 fiihrt diese Kriterien in kurzer

Form auf.
Tabelle 1
Grad der Diagnosesicherheit der ALS Diagnosekriterien
Gesichert Schadigungen des oberen Motoneurons (OMN) und des unteren
Motoneurons (UMN) auf der bulbéren und zwei spinalen Ebenen oder
Beteiligung des OMN und UMN auf drei spinalen Ebenen
Wahrscheinlich Schadigungen des OMN und UMN auf zwei Ebenen, wobei die
Zeichen des OMN kranial von denen des UMN liegen miissen.
Maglich Schidigungen des OMN und UMN auf einer Ebene oder nur Zeichen
des OMN auf zwei Ebenen oder die Zeichen des UMN rostral der des
OMN
Verdacht auf Zeichen des UMN auf zwei Ebenen ohne Beteiligung des OMN

Aus: Brandt & Dichgans & Diener, 2003

1.2 Pathogenese der ALS

Viele Erkenntnisse iiber die Atiologie und Pathogenese dieses Leidens liegen noch im
Dunklen, wenngleich es insbesondere wihrend des letzten Jahrzehnts gelang eine Reihe von
Pathomechanismen zu identifizieren, die im Prozess des Nervenzelltodes eine Rolle spielen

diirften. Im Folgenden soll auf die wichtigsten Hypothesen eingegangen werden.

1.2.1 Risikofaktoren

Assoziationen mit schwerer korperlicher Arbeit, Arbeit in der Elektroindustrie und

Schwermetallexposition wurden dokumentiert, konnten aber ebenso wie kausale
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Zusammenhénge zwischen spezifischen toxischen Substanzen (z.B. Amalgam, Arsen) und der
ALS, nie zweifelsfrei verifiziert werden (Brooks, 1996). Es war genauso wenig mdoglich eine
virale, respektive andere infektidse Genese schliissig darzulegen (Ubersicht bei Rowland &
Shneider, 2001; Barohn et al., 2002). Auf der westpazifischen Insel Guam fand man eine
Erkrankung mit Auftreten von Symptomen einer Demenz, des Morbus Parkinson und der
ALS. Man war hier bis heute nicht in der Lage einen eindeutigen Zusammenhang zu
bestimmten auslosenden Faktoren herzustellen. Das parallele Auftreten von Parkinson,
Alzheimer und ALS legt aber zumindest die Vermutung einer pathophysiologischen
Verwandtschaft dieser Erkrankungen nahe. Mehrere Studien zeigten, dass in ALS- Familien
durchaus ein signifikant hoheres Auftreten von anderen neurodegenerativen Erkrankungen zu
verzeichnen ist (Ubersicht bei Almer, 2003).

Genetische Pridisposition wie auch Umwelteinfliisse diirften bei der ALS gemeinsam eine
entscheidende Rolle spielen (Ubersicht bei Majoor-Krakauer et al., 2003). Etwaige Berichte
iiber zunehmende Inzidenzen mdgen auf den demographischen Wandel, die hohere
Lebenserwartung und bessere medizinische Versorgung, mit hédufigerer Diagnosestellung,

zurickzufiihren sein.

1.2.2 Autoimmunhypothese

Der Verdacht eines autoimmunen Geschehens kam mit Nachweis von Antikorpern gegen
Kalziumkanéle vom L-Typ auf. In 75% von ALS- Patientenseren waren diese nachzuweisen
(Appel et al., 1995). Vereinzelte in vitro und am Tiermodell vorgenommene Versuche
konnten diese Hypothese zunéchst stiitzen (Smith et al., 1994; Keep, 2001; Karlsson, 2004).
Allerdings bleibt zu beachten, dass die Antikdrper nicht unbedingt ursdchlich fiir die
Pathogenese sein miissen, sondern vielmehr auch sekundér, also als Epiphdnomen der
Degeneration gebildet werden konnten. Es gibt erhebliche Argumente gegen eine
Autoimmungenese der ALS. Sémtliche Versuche mit immunsuppressiven Medikamenten
Erfolge zu erzielen schlugen bisher fehl (Steroide, Cyclophosphamid, CiclosporinA,
Plasmapherese, Immunglobuline und Ganzkorperbestrahlung).

Schlussendlich war man in den letzten Jahren nicht in der Lage die Autoimmunhypothese im

Rahmen der Amyotrophen Lateralsklerose liberzeugend zu belegen.

1.2.3 [Exzitotoxische Hypothese

Der Begriff ,Exzitotoxizitit“ bezieht sich auf das Phdnomen, dass exzitatorische
Aminosdurerezeptoren durch entsprechende Liganden exzessiv oder verldngert aktiviert

werden und dies zu Schaden oder mdglicherweise zum Tod der betroffenen Neuronen fiihrt
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(Majoor-Krakauer et al., 2003). Auf die ALS {ibertragen, konnte dies beispielsweise bedeuten,
dass iiber Jahre hinweg leicht erhdhte Glutamatspiegel zum schleichenden Untergang der
Motoneurone fiihren. Wenn dies zutridfe, kdnnte die neuronale Degeneration durch einen
chronisch erhohten Kalziumeinstrom in die Zelle induziert sein. Tatsdchlich hat man bei der
ALS in einigen Arbeiten einen leicht erhohten extrazelluldren Gehalt an exzitatorischem
Neurotransmitter Glutamat im Liquor finden kénnen. Dabei fand sich der Gehalt an Glutamat
im Riickenmark gleichzeitig erniedrigt (Shaw et al., 1995). Nachdem es kalziumabhingig
ausgeschiittet wurde, wirkt Glutamat iiber verschiedene Rezeptortypen (Rothstein, 1996).
Glutamat wird mit Hilfe spezifischer Transporter aus dem synaptischen Spalt in die Zelle
wieder aufgenommen. Der im Hinblick auf Verdnderungen bisher am meisten unter Verdacht
geratene Transporter ist hierbei der EAAT2 (excitatory amino acid transporter 2), welcher
ausschlieflich auf Astroglia exprimiert wird. EAAT2 (GLT-1) ist im motorischen Kortex und
Riickenmark von ALS- Patienten stark erniedrigt oder fehlt vollig (Rothstein, 1995). Ein
Fehlen des EAAT2- Proteins in Ratten kann eine Form von exzitotoxischer neuronaler
Degeneration zur Folge haben (Rothstein et al., 1996). Hervorgerufen durch fehlerhaftes
Splicing des EAAT2- Gens, sollen bei der ALS bestimmte Introns félschlicherweise belassen
und Exons entsprechend herausgeschnitten werden, womit eine anomale Transkription fiir das
EAAT?2- Protein nachgewiesen wére (Lin et al., 1998). Allerdings konnte ebenso in gesunden
Individuen ein variables Splicing des EAAT2- Proteins nachgewiesen werden (Meyer et al,
1999). An Miusen mit einer Uberexpression von hSOD19** (einer Mutation im humanen
Gen der Superoxiddismutase 1 von transgenen Miusen — siehe unter 1.2.7.1.) oder hSOD"
(einer fir humane wildtyp- SODI transgenen Maus) hat man nun unléngst festgestellt, dass
diese eine Abregelung der EAAT2 (GLT-1) Proteinexpression induzieren und damit eine
Verringerung der Glutamataufnahme in die Zelle bedingen (Tortarolo et al., 2004). Ebenso
konnte an SOD1-Maiusen ein erhdhter Abbau des Transporters EAAT2 an der Zelloberflache
nachgewiesen werden (Vanoni et al., 2004). Nichtsdestotrotz ist nach wie vor nicht endgiiltig
klar, ob der Verlust von EAAT?2 ein primdrer Grund fiir die ALS ist, oder ob er infolge eines
oxidativen Schadens (siehe 1.2.4) zustande kommt. In jedem Fall ist anzunehmen, dass
aufgrund einer Konzentrationserhohung von Glutamat im synaptischen Spalt die
Neurotoxizitit verstirkt, und/oder dass der durch oxidativen Stress verursachte Verlust des
Transporters, zu einer raschen Progression der Erkrankung fiihren kann (Bendotti und Carri,
2004).

Obwohl, wie schon oben erwihnt, verschiedene Glutamatrezeptoren bekannt sind, riickten die

AMPA/Kainat-Rezeptoren schnell in den Mittelpunkt des Interesses. Bereits vor mehr als
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zehn Jahren haben in vivo durchgefiihrte chronische intraventrikuldre Infusionen von AMPA
in Ratten, zu dosisabhingigen, verzdgert einsetzenden, motorischen Defiziten mit Schadigung
der spinalen Motoneuronen gefiihrt (Nakamura et al., 1994). Einige in vitro Studien haben
den Verdacht nahe gelegt, dass insbesondere iliber die AMPA/Kainat-Rezeptoren, die
Glutamat- Exzitotoxizitidt auf Motoneurone vermittelt wird (Carriedo et al., 1996; Arundine
M & Tymiansky M, 2003; Kawahara et al., 2004). In Kombination mit einer erhdhten
extrazelluldren Konzentration von Glutamat wirkt sich die damit verstiarkte Aktivierung von
AMPA- Rezeptoren somit durch ansteigenden Kalziumeinfluss in die Zelle besonders negativ
aus.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass Glutamat den wichtigsten exzitatorische Transmitter
des ZNS darstellt, dessen Produktion, Freisetzung, Wiederaufnahme und Aktivitdt an der
Synapse und im synaptischen Spalt {iber komplexe Systeme reguliert wird und bei Stérung

dieser Systeme der Prozess in Exzitotoxizitit miindet (Ubersicht bei Heath & Shaw, 2002).

1.2.4 Oxidativer Stress

In der multifaktoriellen Genese und dem Verlauf der Amyotrophen Lateralsklerose scheinen
mitochondriale Verdnderungen und oxidativer Stress in Motoneuronen ebenso eine
ausgesprochene Relevanz zu haben. Unter oxidativem Stress versteht man die Schiadigung
einer Zelle durch eine Storung der mitochondrialen Atmungskette und damit der
Energiegewinnung oder eine Storung bei der Entgiftung toxischer Sauerstoff- (ROS) bzw.
Stickstoffverbindungen (RNS).

Das ZNS verarbeitet 20 % des basalen Sauerstoffbedarfs. Diese enorme Menge wird
grofBtenteils zur ATP- Gewinnung bendtigt. Dabei fallen nach seiner Verarbeitung in der
Atmungskette der Mitochondrien unter physiologischen Bedingungen 1 - 2 % des
aufgenommenen Sauerstoffs (O,) in Form von ROS an. Hierbei handelt es sich vor allem um
das Superoxidanion (O;,").

Andererseits ist in diesem Zusammenhang das Stickstoffmonoxidradikal (NO®) als RNS zu
beachten. Es handelt sich hierbei um ein Radikal mit gro3er physiologischer Bedeutung, fiir
dessen Bildung drei Isoformen der so genannten NO- Synthase mit verantwortlich sind.
Zunidchst die neuronale NO- Synthase (nNOS; Typ I), die induzierbare NO- Synthase (iNOS;
Typ II), welche wihrend entziindlichen Prozessen in groBen Mengen von aktivierten
Mikroglia (Makrophagen) synthetisiert wird und die endotheliale NO- Synthase (eNOS; Typ
III). Davon entféllt auf die nNOS im Bereich des ZNS der groBite Anteil an NO®-Aktivitit.

Seine Expression wird einerseits durch physiologische, andererseits auch durch
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pathophysiologische Stimuli reguliert (Ubersicht bei Emerit et al., 2004). Die Erhohung der
Expression von iNOS konnte explizit im Tiermodell der FALS nachgewiesen werden (Almer
et al., 1999). Dies konnte schlieBlich auch fiir die nNOS im neuronalen Gewebe von an
sporadischer ALS verstorbenen Patienten nachgewiesen werden. (Anneser et al., 2001).
Aufgrund ihrer Kalziumabhingigkeit kann zum Beispiel eine erhdhte Kalziumkonzentration
im Zytoplasma zur Aktivierung der NO- Synthasen, und damit zur vermehrten Bildung von
Stickstoffmonoxidradikalen (NO®) fiihren. Andere kalziumabhingige Enzyme wie Proteasen
und Phospholipasen werden dann ebenso aktiviert, sodass auch Superoxidradikale (O,%) im
hoheren MaB3e produziert werden.

Dieser Umstand wire im Falle einer Storung des Energiehaushalts gegeben. ATPasen halten
im Normalfall die zytoplasmatische Kalziumkonzentration im Vergleich zur extrazelluldren
um einige GrofBenordnungen niedriger. Bei einer Storung des Energiehaushalts, zum Beispiel
in Form einer Mitochondrienschddigung, sinkt nun die Bereitstellung des Energielieferanten
ATP. Dies wiederum fiihrt zu einer Membrandestabilisierung, der ein ansteigender Na'- und
Ca*"-Einstrom folgt. Zusitzlich kommt es wegen der Membrandepolarisation zu einer
Sensitivitdtserhohung der Zelle gegeniiber dem exzitatorischen Transmitter Glutamat,
welches wie schon oben erwihnt zusitzlich den Kalziumeinstrom erhdht (Ubersicht bei
Bachus et al., 1997). Zu viele offene Fragen machen es allerdings bis heute kaum mdéglich den

eigentlichen kausalen Stellenwert des oxidativen Schadens endgiiltig zu beurteilen.

1.2.5 Neurofilamente

Neurofilamente sind essentiell fiir den bidirektionalen axoplasmatischen Transport, der fiir die
Integritit der Motoneurone unverzichtbar ist. Sie sind aus Untereinheiten zusammengesetzt,
die drei Klassen von Polypeptiden entsprechen: eines mit einem niedrigen Molekulargewicht
(NF-L, Mg 68.000), eines mit mittlerem Molekulargewicht (NF-M, 150.000) und ein drittes
Peptid mit einem hohen Molekulargewicht (NF-H, 200.000) (Bachus et al., 1997)

Einer der haufigsten pathologischen Befunde im Rahmen der ALS ist das Vorhandensein von
Ansammlungen anomaler Neurofilamente in den Perikarya und proximalen Anteilen der
Axone von Motoneuronen. Die ersten experimentellen Anhaltspunkte filir eine ursédchliche
Beteiligung der Neurofilamente bei der Pathogenese der ALS ergaben sich aus den
Ergebnissen einer Studie an transgenen Médusen. Diese exprimierten drei bis vier Mal so hohe
Mengen an Wildtyp NF-L oder Wildtyp NF-H und entwickelten demzufolge einen
fortschreitenden Verlust an motorischer Aktivitit, Muskelatrophie und Paralyse (Cleveland et

al., 1996). Im Verlauf der folgenden Studien entwickelten sich jedoch schwierig zu
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interpretierende Ergebnisse. Einerseits fiihrten die Dezimierung der axonalen Neurofilamente
und die gleichzeitige Ansammlung entweder von aggregierten Filamenten oder den NF-M
und NF-H Untereinheiten offenbar zu einer Verzogerung des Beginns der von SODI1
vermittelten Erkrankung. Andererseits fand man heraus, dass eine verstirkte Expression von
NF-H zu einer bedeutenden Verbesserung der Erkrankung fiihrt. Normalerweise wiirde man
durch eine Storung der zytoplasmatischen Architektur eine Verschlechterung des durch die
SOD1 vermittelten Zellschadens erwarten. Erkldrungsansitze bietet erstens die Idee, dass
tiberschiissige Neurofilamente gewissermaBlen als Puffer fiir andere schéddliche Prozesse
wirken. Zweitens konnte durch die Verringerung der axonalen Neurofilamente eine
Entlastung des axonalen Transports stattfinden, der dann den Schaden durch SODI-
Muationen verkleinert (Ubersicht bei Bruijn et al., 2004).

Zusammenfassend geht man heute davon aus, dass der Gehalt an Neurofilamenten und deren
Organisation in der Zelle zumindest einen wichtigen Beitrag, wenn nicht einen Risikofaktor

im engeren Sinne fiir die Krankheit der Amyotrophen Lateralsklerose darstellt.

1.2.6 Kalziumbindende Enzyme

Auf der Suche nach einer Ursache fiir die selektive Vulnerabilitdt von Motoneuronen bei der
ALS riickten auch die Expression der kalziumbindenden Proteine Calbindin und Parvalbumin
ins Zentrum des Interesses, zumal Kalzium eine erhebliche Rolle bei der Pathogenese der

ALS zu haben scheint (s.0.) (Ubersicht bei Rowland & Shneider, 2001; Alexianu et al., 1994).

1.2.7 Genetische Komponenten

Wie unter 1.1.1. bereits erldutert sind schon seit {iber 10 Jahren einige Vererbungsmodi und
Mutationen bei der Amyotrophen Lateralsklerose bekannt. Im Laufe der Zeit kristallisierte
sich eine Anzahl an Genen mit entsprechenden Mutationen heraus, die auf der einen Seite die
ALS mit hoher Wahrscheinlichkeit auslosen (ALS1-ALS6) oder zumindest -eine
Multisystemdegeneration mit zufalligem Auftreten von ALS (z.B. ALS verbunden mit einer
Demenz und Parkinsonoid) bedingen. Sie werden eindeutig monogenetisch vererbt. Auf der
anderen Seite wurden Gene entdeckt deren Mutationen auf gewisse Weise mit der Erkrankung
assoziiert sind, d.h. zum Beispiel Gene, die Kaskaden der Neurodegeneration triggern
(Majoor-Krakauer et al., 2003). Mit Tabelle 2 soll eine kurze Ubersicht der wichtigsten, bis
heute bekannten Mutationen und ihrer genetischen Lokalisationen gegeben werden.

Die jlingsten Fortschritte im Bereich der ALS- Forschung sind zu groflen Teilen auf die
Entdeckung der ALS- assoziierten Mutation am Superoxid-Dismutase-1 (SODI)-Gen im

Jahre 1993 zuriickzufiihren (Rosen et al., 1993). Inzwischen weill man, dass bis zu 20% der
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FALS- Fille auf Mutationen im fiir die Superoxiddismutase kodierenden Gen zuriickzufiihren

sind (s.0.). Diese Erkenntnis unterstreicht die Bedeutung dieser Entdeckung fiir die Forschung

an der ALS.

Tabelle 2

Klassifikation Gen Lokalisation Vererbungsmodus

Gene die zur ALS fiihren (major genes)

ALS1 SOD1 21q22 AD/AR

ALS2 ALSin 2q33-34 AR

ALS3 ? Unknown AD

ALS4 Senataxin 9q34 AD

ALSS ? 15q12-21 AR

ALS6 2 18q21 AD

ALS7 ? 20p13 AD

ALS8 VAPB 20q13 AD

FTDP TAU 17q AD

FTD 9q21-22 AD
Gene die mit der ALS assoziiert sind (susceptibility genes)

Neurofilament schwere Kette NF-H 22ql2.2

Neurofilament leichte Kette NF-L 8p21

Peripherin PRPH 12q12-13

Glutamat Transporter EAAT2 11p13-12

Glutamat Rezeptor AMPA 5p33

Apolipoprotein E ApoE 19q13.2

Ciliairy neurotrophic factor CNTF 11q12.2

Debrisoquine hydroxylase CYP2D 22ql13.1

Apurinic apyrimidinic endonuclease APEX 14q11-12

Mitochondriale DNA COX

Manganese superoxide dismutase SOD2 6925

P2 Blutgruppe P2 22ql1

AD, autosomal dominant; AR, autosomal rezessiv; FTD, frontotemporaler Demenzkomplex; FTDP, frontotemporaler Demenz- und
Parkinsonkomplex; VAPB, (Vesikel-assozieierter Membrankomplex)- assoziiertes Protein B.

Nach: Majoor-Krakauer et al, 2003

Auch VEGF auf Chromosom 14q11.2 konnte bei SALS als mutiert nachgewiesen werden
(Greenway et al., 2004), nachdem zuvor eine lebensverldngernde Wirkung von VEGF bei

SOD1- Miusen nachgewiesen werden konnte (Zheng et al., 2004; Azzouz et al., 2004).

1.2.7.1 Das transgene SOD1- Mausmodell

Bald nach der Entdeckung der Mutationen im Gen fiir die Cu/Zn- Superoxiddismutase
(SOD1) von ALS- Patienten gelang die Ziichtung von transgenen Méusen mit verschiedenen
humanen Mutationen am SOD1-Gen (FALS- Méuse) (Gurney et al. 1994). Von den bis jetzt
mehr als 100 Mutationen die im Menschen bekannt sind (davon u.a. in jedem der fiinf Exons
und in einigen Introns), wurden im Rahmen des SOD1- Mausmodells im wesentlichen drei
intensiv erforscht. Es sind dies die Mutationen SODIGSSR, SOD1%"® und die SOD1%%*A, In
diesen Méusen wird das fehlerhafte humane Gen mindestens vergleichbar stark oder sogar um

9
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das Mehrfache starker exprimiert als die endogene SOD1. Dartiber hinaus werden alle bis auf
eine, namlich die SOD1D9OA—Mutation, ausschlie8lich dominant vererbt. D90A steht dabei fiir
einen Tausch der Aminosdure Aspartat (= asp = D) gegen Alanin (= ala = A), welche sich
an Position 90 des Proteins befindet. In diesem Beispiel folgt dies aus einer Mutation im
Basenpaar 1078 des Gens fiir SODI, bei der im Basentriplet GAC das Adenin durch Cytosin
GCC ersetzt wird. Die Pathologie dieser Méuse ist der bei dem Menschen auftretenden in
vielerlei Hinsicht sehr dhnlich und das nicht zuletzt wegen der fortschreitenden Schwéche und

Paralyse (Ubersicht bei Bruijn et al., 2004).

1.2.7.2 Die Erkenntnisse aus SOD1 und ihrem Mausmodell

Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert den Abbau von O,* zu Wasserstoffperoxid (H,0,),
welches anschlieBend mittels Katalase, bzw. Glutathionperoxidase weiter zu Wasser abgebaut
wird.

Die plausibelste Vermutung nach Entdeckung der SOD1- Mutation war die Annahme, dass
dieser genetische Defekt eine Verringerung der Enzymaktivitit und damit ein
Uberhandnehmen der toxischen Substanzen in Form von Radikalen zur Folge hat. Dies fiihrte
zur so genannten ,loss-of-function-Theorie* mit konsekutiv erhohtem Angebot an O’
welche ihrerseits mit NO® reagieren und iiber Peroxynitrit (ONOO") in die beiden stark
toxisch wirkenden Radikale NO,® und OH" zerfallen (Bachus et al., 1997; Ubersicht bei
Almer, 2003). Bald fand man jedoch heraus, dass viele der bekannten Formen von humanen
Mutationen am SODI- Gen mit normalen oder sogar erhohten Dismutaseaktivtiten
einhergehen. Es wire aber zu erwarten, dass erhohte Level an SOD1-Aktivitdt auch zu einer
verminderten Toxizitdt filhren miissten. Eine Korrelation zwischen klinischen Werten, wie
Krankheitsbeginn und -dauer, sowie der enzymatischen Aktivitdt, war jedoch nie zu finden.
Endgiiltig wurde diese Theorie dann verworfen als selbst ,,Knockout-Méuse* fiir SOD1 bei
normaler Lebenserwartung weder eine Motoneuronerkrankung noch entsprechende
Symptome entwickelten (Ubersicht bei Almer, 2003).

Als nédchste Hypothese, die ebenfalls ein oxidatives Geschehen ins Zentrum riickt, ist ein
moglicher Zn- Mangel in SOD1 anzusehen. Es wird vorgeschlagen, dass SOD1- Enzyme mit
Mangel an Zink einen schnellen neuronalen Zelltod provozieren, der abhingig von nNOS und
begleitet von proteingebundenem Nitrotyrosin verursacht wird. Um toxisch zu wirken, sind
bei dieser Theorie sowohl ein Mangel an Zink, als auch gebundenes Kupfer vonndten. Dabei
sollte der Mangel an Zink eine verstirkte Reduktion von SODI1-Cu’" zu SODI-Cu'*

verursachen, sodass der katalytische Prozess riickwirts, in Richtung Superoxid (O;") laufen
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sollte, um dann wieder zu intrazelluldrem Schaden zu fiithren. Doch hier stellte sich alsbald
heraus, dass in vivo viele mutierte- im Vergleich zu wildtyp- SOD1- Enzymen keinen
erniedrigten Zn- Anteil aufweisen, und dass eine Limitierung der NO- Synthese mittels
Ausschaltung des Gens fiir nNOS keinen Einfluss auf den Ausbruch, respektive die
Progression der Erkrankung hat (Facchinetti et al., 1999; Ubersicht bei Cleveland &
Rothstein, 2001).

Ahnlich verhilt es sich mit einer weiteren Hypothese, bei der eine Toxizitit in Abhiingigkeit
von ,.Kupfer Chaperon fiir SOD1“ (CCS) postuliert wird, einem Molekiil, welches die
Aufnahme von Kupfer in SODI erleichtert ohne dabei selbst an der Funktion des Enzyms
teilzunehmen. In CCS- null Méusen, d.h. knockout- Mausen fiir das Protein CCS, konnte man
in vivo ein Fehlen der Kupferaufnahme in SODI1 nachweisen. Allerdings hatte dies
bemerkenswerterweise keinen Einfluss auf den Ausbruch, den Verlauf oder die Pathologie der
Erkrankung in SOD19*# SOD1%’® und SOD1%*°® Mausen, was den Verdacht einer durch
CCS bedingten Toxizitit durch Kupfer zunichst nicht bestétigen konnte. Allerdings gibt es in
vitro Ergebnisse, die dafiir sprechen konnten, dass es noch einen CCS-unabhéngigen Weg
gibt, um die Superoxiddismutase mit Kupfer zu beladen (Ubersicht bei Bendotti und Carri,
2004; Cleveland & Rothstein, 2001).

Da auch bei dieser Idee des oxidativen Schadens einige ,,fiir* und ,,wider* existieren, ist es
sehr schwierig plausible Schlussfolgerungen zu ziehen. Alles in allem gibt es ungeachtet der
Tatsache, dass die Hypothese des oxidativen Schadens infolge SODI- Mutation sehr
interessant erscheint, drei wesentliche Punkte, die gegen eine in diesem Bezug verursachte
primire Toxizitdt von SODI1- Mutanten sprechen: zunidchst die fehlende Sensitivitit auf
verschiedene Aktivititsgrade von SOD1; zweitens ist trotz herabgesetzter Ladung von SODI
mit Kupfer bei Mausen keine Verringerung der Toxizitét in vivo zu erkennen; drittens gibt es
nur unzureichende Beweise fiir erhohte Marker des oxidativen Schadens in ALS- Patienten
sowie transgenen Formen von Miusen (Cleveland & Rothstein, 2001).

Inzwischen hat sich durchgesetzt, dass die SOD1- vermittelte FALS wohl aus einem ,,gain-of-
function-Mechanismus‘ hervorgeht. Ob sich nun dieser Erwerb toxischer Funktionen durch
unldsliche, die Zellfunktion behindernde Aggregate oder wie eben diskutiert in Form neuer
pro- oxidativer Enzymaktivitdten oder durch beides duBert, ist nach wie vor unklar. Stark fiir
eine ,,gain-of-function-Theorie* spricht zum Beispiel auch die Tatsache, dass im Gegensatz
zu transgenen Méausen mit mutierten Genen, Mause welche nur die humane wildtyp- SOD1

iberexprimieren keine Symptome entwickeln.
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FALS SODI- Miuse scheinen allerdings einerseits einen Zusammenhang zwischen dem
Erkrankungsbeginn und dem Grad der Expression eines Gens und andererseits zwischen der
Schwere des Verlaufs und der Art der Mutation im Gen zu zeigen. So ist zum Beispiel der
Verlauf der Erkrankung bei transgenen Miusen mit der humanen Mutation G85R sehr viel
kiirzer (7-14 Tage) als dies bei Mausen mit der humanen Mutation G93A (60-110 Tage) der
Fall ist (Ubersicht bei Bendotti & Carri, 2004).

Grundsatzlich lésst sich festhalten, dass ein groer Vorteil des Tiermodells in der Tatsache
begriindet liegt, dass dadurch ermoglicht wird, den schrittweisen Ablauf der Erkrankung,
ebenso wie mdgliche therapeutische Alternativen, zu untersuchen. Bei allem Optimismus darf
jedoch nicht vergessen werden, dass es sich hier um ein Modell der FALS handelt, also

letztendlich nur fiir etwa 1 % aller ALS- Erkrankungen représentativ ist.

1.2.8 Entziindliche Prozesse in der ALS
ALS- Gewebe zeigt dhnlich, wie dies auch bei einigen anderen neurodegenerativen

Erkrankungen der Fall ist (z.B. Alzheimer), klare Zeichen neuroinflammatorischer
Verdnderungen. Dieses Phidnomen ist bemerkenswerterweise dariiber hinaus sowohl in der
sporadischen, als auch familidren Form von ALS nachzuweisen. Es ist anzunehmen, dass
entziindliche Prozesse mit hochster Wahrscheinlichkeit nicht urséchlich fiir die Erkrankung
sind. Aber durch ihre Priasenz in SALS, wie auch FALS, sind sie grundsétzlich ein wichtiger
Faktor in der Beeinflussung des Verlaufs von ALS. Damit konnten sich daraus Moglichkeiten
fiir anti- inflammatorische Therapien ergeben.

Im Jahre 1919 gelang es Del Rio Hortega die Mikroglia als Phagozyten des Gehirns mit
mesenchymaler Herkunft zu identifizieren. Spéter fand man das so genannte monozytire
Phagozytosesystem und erkannte, dass sich alle Gewebsphagozyten von Monozyten ableiten
und dass sie in das Gewebe wandern, um eine erste ,,Verteidigungslinie* zu bilden.
Inzwischen weil man sicher, dass die Aktivierung der Mikroglia am Beginn eines

entziindlichen Prozesses im ZNS steht (Ubersicht bei McGeer & McGeer, 2002).

1.2.8.1 Zellulire inflammatorische Verinderungen bei ALS
Das entscheidende zelluldre Ereignis zu Beginn einer entziindlichen Reaktion des neuronalen

Gewebes ist die Anhdufung von aktivierter Mikroglia im degenerierenden Bereich des

Gehirns. Ebenso wie Mikroglia sind auch reaktive Astrozyten im Bereich der degenerierenden

Zonen des ZNS zu finden. Im Fall der ALS sind dies der motorische Kortex und die

Vorderhorner des Riickenmarks (McGeer & McGeer, 2002).

Aktivierte Mikroglia kdnnen mittels Immunhistochemie dargestellt werden. Sie sind an ihrer

Morphologie zu erkennen. Aktivierte Gliazellen sind hypertroph und weisen deutlich
12
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verdickte und retrahierte Zellfortsitze auf, wohingegen diese bei ruhenden Gliazellen zierlich
und lang zur Darstellung kommen (Ubersicht bei Almer, 2003).

Astrozyten sind ebenfalls zur Phagozytose befdhigte sternformige Zellen mit zahlreichen
Zellfortsitzen. Sie stehen sowohl mit Nervenzellen, als auch mit Blutgefien in Kontakt,
sorgen fiir Stoffaustausch und bilden einen Anteil an der Blut-Hirn-Schranke (McGeer &
McGeer, 2002).

Ahnlich wie bei SODI1- transgenen Tieren ist eine Ansammlung von reaktiver Mikroglia in
betroffenen Arealen eine der auffilligsten neuropathologischen Verdnderungen im post-
mortem Gewebe von ALS- Patienten (Kawamata et al. 1992; Lampson et al, 1990; Troost et
al., 1990; Henkel et al., 2004). In vivo kann diese lokalisierte mikrogliale Reaktion mittels
[PH]PK11195 einem radioaktivem Marker von Mikroglia- Zellen dargestellt werden (Sitte et
al., 2001).

Die Aktivierung dieser Zellen hat zur Folge, dass eine Reihe von Proteinen an der
Zelloberflache prasentiert werden, die im ruhenden Zustand der Zelle nicht oder zumindest
nicht in relevantem Malle prisentiert werden und damit einer Antigen- Antikorperreaktion
zuginglich werden.

Die Tabelle 3 soll eine Ubersicht iiber einige Proteine geben, die bisher nachweislich mit der
Entziindungsreaktion bei ALS assoziiert sind.

Tabelle 3

PROTEIN FUNKTION

) Antigen, welches ein Oberflachenmolekiil auf immunkompetenten Zellen
HLA-DR (humanes Leukozyten Antigen DR) .
présentiert

Phagozyten- Oberflachenrezeptor, welcher ein aktiviertes Komplementfragment

CD-11b (Komplement Rezeptor 3)

von C3 erkennt

LCA (Leukozyten Common Antigen, CD45)

Membrangebundenes Protein - Tyrosinphosphatase, welches auf allen Leukozyten

exprimiert wird

Fc_R-1 (Immunglobulin Fc- Region Rezeptor 1)

Rezeptor auf Phagozyten fiir an Antigen gebundene Antikorper

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)

Protein, welches stark von aktivierten Astrozyten exprimiert wird

LFA (Leukozyten Funktionsantigen 1, CD11a/CD18)

Erscheint auf aktivierten T- Zellen und fordert die interzelluldre Adhasion

ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1, CD54)

Zelloberflachen- oder Matrixmolekiil, welches die Bindung an LFA-1 fordert

v-Interferon

Von aktivierten T- Zellen freigelassenes Zytokin

C3d (Komplement C3 Fragment d)

Abbauprodukt von aktiviertem C3

C4d (Komplement C4 Fragment d)

Abbauprodukt von aktiviertem C4

Phospholipase A2

Lost Membranlipide aus, um Arachnidonsdure synthetisieren zu kénnen

COX-1 (Cyclooxygenase-1)

Konvertiert Arachnidonséure in Prostaglandin H2

COX-2 (Cyclooxygenase-2)

Konvertiert Arachnidonséure in Prostaglandin H2

IL-6 (Interleukin 6)

Entziindungszytokin, welches aus aktivierten Mikroglia und Astrozyten

ausgeschiittet wird

Diese Proteine sind nicht spezifisch fiir die ALS!

Nach: McGeer & McGeer, 2002
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1.2.8.2 Zytochemische inflammatorische Verinderungen bei ALS

Die gliale Aktivierung im Rahmen einer Entziindungsreaktion miisste von zahlreichen
zytochemischen Verdnderungen begleitet sein. Bis heute ist dieses Gebiet jedoch groftenteils
unerforscht geblieben. Die Alzheimer Erkrankung konnte in jedem Fall Anhaltspunkte bieten,
schlieBlich wurden bei der ALS dhnliche zelluldre Veranderungen beschrieben. Damit sind im
Hinblick auf bereits vorhandenes Wissen im Bereich der Alzheimer-Forschung Hinweise
aufgezeigt, welche Proteinfamilien auch bei einer Entzlindungsreaktion von ALS unter
Umstidnden betroffen sein konnten. Unter ihnen mogen neben Prostaglandinen, Interleukinen,
anderen Zytokinen, Chemokinen, Proteinen des Komplementsystems, Integrinen,
Anaphylotoxinen, Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren, Akut- Phase- Proteinen,
Apolipoproteinen, selektive Proteasen und Proteaseinhibitoren von Bedeutung sein (McGeer
& McGeer, 2002). Einiges davon konnte bereits im Bezug auf die ALS publiziert werden. Im
Konkreten war es moglich in einem G37R-SOD1-transgenen Mausmodell beispielsweise eine
Erhohung fiir NF- kappa B, TNF-o oder MCP-1 aufzuzeigen (Nguyen et al, 2001). Man
konnte schlieBlich auch eine Erhdhung von MCP-1, einem Chemokin und eine darauf
zuriickzufiihrende Einwanderung von reifen dendritischen Zellen in Fillen von FALS und
SALS nachweisen (Henkel et al., 2004). In einer weiteren Arbeit war es mdglich, eine erhohte
Expression von IL-12, MIPla, MIP-1B, TGF-B und TNF-a im Riickenmark von G93A-
SODI1-transgenen Miusen zu belegen (Xie et al., 2004). Mehrere Arbeiten zeigten zudem,
dass pro-inflammatorische Zytokine nicht nur im ZNS- Gewebe sondern auch im Liquor und
im Serum von ALS- Patienten nachgewiesen werden kdnnen (Poloni et al., 2000; Almer et al.,
2002; Henkel et al., 2004).

Ein wichtiger biochemischer Aspekt, der eine inflammatorische Antwort im Verlauf der ALS
stiitzt, ist eine nachgewiesene Erh6hung von COX-2 (Cyclooxygenase 2) im Riickenmark von
an ALS verstorbenen Patienten (Maihofner et al., 2003), nachdem man bereits eine Erh6hung
von COX-2 in SOD1-transgenen Méusen hat feststellen konnen (Almer et al., 2001). COX-2
ist ein Schliisselenzym in der Synthese von Prostaglandinen und damit ein pro-
inflammatorischer Mediator, ebenso wie TNF-a oder Interleukin-13. Die fir COX-2
kodierende mRNA kann bei ALS bis zu siebenfach erhoht nachgewiesen werden. Diese
Beobachtungen sind jedoch auf die bereits durch Degeneration zerstorten Areale des ZNS
beschrankt. COX-2 ist im Gegensatz zu COX-1 durch entziindliches Geschehen stark
induzierbar, was auch erkldren konnte, dass die COX-1 Werte im Verlauf der ALS relativ
unbeeintriichtigt bleiben (Ubersicht bei Malaspina & de Belleroche, 2004). Aufgrund der
Tatsache, dass COX-2 durch entziindliche Prozesse induziert wird und dass COX-2-
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Inhibitoren bereits bei chronisch entziindlichen Erkrankungen erfolgreich angewendet
werden, ist es durchaus nahe liegend, dass diese auch fiir die Therapie der ALS relevant sein
konnten (McGeer & McGeer, 2002). Durch spezifische Hemmung von COX-2 konnte
inzwischen ein Schutz von Motoneuronen und folglich auch ein verlingertes Uberleben von
FALS- Méiusen nachgewiesen werden (Drachman et al., 2002; Pompl et al. 2003). Am
Menschen konnte dieser Umstand, wie in einigen Publikationen bereits diskutiert, jedoch
noch nicht nachgewiesen werden (Maihofner et al., 2003).

Eine Entziindung bedeutet durch die Freisetzung von zytotoxischen Substanzen und
Entziindungsmediatoren wie unter anderem die von Radikalen, NO, Zytokinen und
Prostaglandinen, oxidativen Stress fiir die Zelle. Bei Verletzungen oder Entziindungen des
ZNS werden Mikroglia aktiviert (Ubersicht bei Bruijn et al., 2004). Mikroglia stellen im
Bereich des ZNS die groffte Quelle fiir Sauerstoffradikale dar. Als weitere weniger
bedeutende Quellen fiir freie Radikale wéren an dieser Stelle die Xanthinoxidase und NOS zu
nennen (McGeer & McGeer, 2002). Weitere Indizien fiir die Verwicklung von Mikroglia in
das Entziindungsgeschehen von ALS liefern einige pharmakologische Studien, die eine
Verlangsamung der Progression der Erkrankung zum Ziel hatten. Unter Minocyclin, einem
Antibiotikum, welches die mikrogliale Aktivierung blockt und die Caspase- Aktivierung
inhibiert, fand sich zum Beispiel eine Verlangsamung der Erkrankung in ALS- Mausen
(Ubersicht bei Bruijn et al., 2004). Nach zwei kleinen Phase II Studien (Gordon et al., 2004),
wurde nun eine Phase III Studie gestartet, um die Wirkung dieses Medikaments bei ALS-
Patienten nachzuweisen (Traynor et al., 2006).

Bei der Alzheimer- Erkrankung ist ein wichtiger Bestandteil der entziindlichen Reaktion die
Aktivierung des Komplementsystems. Es gibt auch einige Verdffentlichungen, die dhnliches
fiir die ALS postulieren. So konnte man bei ALS eine Erh6hung der mRNAs von ClgB,
Clusterin (apoJ) und T-Zell Rezeptor (TCR) in von Degeneration betroffenen Bereichen des
Riickenmarks finden (Ubersicht bei Malaspina & de Belleroche, 2004). Erhohte Werte von
C4d und dem Zytokin Interleukin-6 konnten im Liquor von ALS- Patienten nachgewiesen
werden. Eine Anreicherung von mRNA und Protein des Komplementrezeptors CD11b waren
ebenfalls zu verzeichnen. CD11b ist ein charakteristischer Marker der Mikroglia (Ubersicht
bei McGeer & McGeer, 2002).

Das in einer Gen- Expressionsstudie verwendete ,,GDA (Gene Discovery Array)- Format®,
eine Membran basierte Array- Technologie, hat inzwischen weiter dazu beigetragen
verschiedene Transkripte zu identifizieren, die eine Rolle bei der Entziindung des

Nervengewebes und bei der Immunantwort spielen konnten (Malaspina et al., 2001). Die
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mRNA von IL-1 RAcP (Interleukin I receptor accessory protein) konnte demnach im ALS-
Riickenmark als merklich erhéht nachgewiesen werden. Es ist ein Transmembranprotein,
welches zu einem Rezeptorkomplex gehdrt, der an das pro- inflammatorische Protein
Interleukin-1 bindet. IL-1 RAcP konnte zusétzlich im Riickenmark von SOD1- G93A-
transgenen Maiusen als erhoht nachgewiesen werden. Interleukin vermittelter neuronaler
Schaden wird mittlerweile als ein Schliisselereignis der Neurodegeneration angesehen
(Ubersicht bei Malaspina & de Belleroche, 2004). Es wurde zum Beispiel berichtet, dass
transgene Méuse die Interleukin- 3 iiberexprimieren, eine der ALS stark dhnelnde, selektive
Motoneurondegeneration mit Autoimmunreaktion entwickeln (Chavany et al., 1998). In der
GDA- Studie konnte als weiteres Beispiel auch die mRNA des Zytokins RANTES als
verstirkt exprimiert nachgewiesen werden. RANTES ist ein Mitglied der Unterfamilie von
Chemokinen, die zu Beginn einer Entziindung entsprechend CD4- positive T- Zellen,
Monozyten und Eosinophile anlocken, sowie Basophile dazu anregen, Histamin freizusetzen
(Ubersicht bei Malaspina & de Belleroche, 2004).

Viele dieser nachgewiesenen Verdnderungen sind jedoch nicht als spezifisch fiir die ALS
anzusehen, sondern wie erwidhnt, auch bei Alzheimer und anderen neurodegenerativen
Erkrankungen zu finden.

Die eigentliche Rolle oder der Grund einer Entziindung in der Pathogenese der ALS bleibt
nach wie vor ungewiss. Wie angesprochen wird vorgeschlagen, dass die entziindliche
Reaktion durch die Bildung freier Radikale getriggert werden konnte. Des Weiteren mag ein
»Autotoxizitit“ genannter Prozess bei der Entziindungsbildung eine Rolle spielen. Diese
Form der Selbstaggression entsteht, wenn die Immunabwehr iiberreagiert und somit eigenes
neuronales Gewebe schiddigt. AuBlerdem konnte bei Alzheimer gezeigt werden, dass
Ablagerungen von Amyloid beta dazu fiithren, dass Astro- bzw. Oligodendrozyten angeregt
werden Chemokine zu produzieren (MCP-1 und RANTES), welche dann Mikroglia und
Makrophagen anlocken. Letzteres konnte wie oben besprochen auch schon bei ALS bestitigt
werden (Henkel et al., 2004). Amyloid- B regt Mikroglia dariiber hinaus dazu an, Zytokine
und ROS zu sezernieren, was wie bereits besprochen, zu neuronalem Schaden fithren kann
(Ubersicht bei Malaspina & de Belleroche, 2004). Analog gibt es die Vermutung, dass im
Verlauf der ALS Proteinaggregate, oder verdnderte zelluldre Proteine, die inflammatorische
Reaktion in Gang setzen konnten (Ubersicht bei Ross & Poirier, 2004; Strong et al., 2005). In
SODI1- Maiusen waren demnach Zelleinschliisse von SODI- Aggregaten nachzuweisen
(Bruijn et al., 1998; Rakhit et al., 2002). Dabei sind selbst in den Gehirnen von SALS-

Patienten entsprechende SODI1- Proteinaggregate nachgewiesen worden, obwohl SODI1
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gemeinhin nicht bei sporadischer ALS auffillt und auch in vitro normalerweise keine

fibrilldren Strukturen bildet (Ross & Poirier, 2004).

1.2.9 Das mogliche Zusammenspiel pathogenetischer Faktoren

In Anbetracht der Fiille von Gen- und Umwelteinfliissen, die moglicherweise zu der
Pathogenese der ALS beitragen, liegt eine multifaktorielle Genese der Erkrankung auf der
Hand.

Fiir die Annahme einer Gen-Gen Interaktion und/oder deren Produkte existieren wichtige
Indizien. Die speziell auf Motoneurone fokussierenden schidlichen Auswirkungen von
Genmutationen bei der ALS geben unter anderem Grund zu der Annahme, dass ein auf die
Motoneurone beschriankter Mangel an Schutz vor schédlichen Einfliissen eine erhebliche
Rolle spielen konnte. Einige Experimente mit doppelt transgenen Méusen (z.B. SOD1 &
Neurofilament) zeigten, dass sich die Beeinflussung der unterschiedlichen mutierten Gene in
einem modifizierten Verlauf der Erkrankung niederschlagen koénnen (Newbery & Abbott,
2002). Ob diese Beeinflussung aufgrund verdnderter Produkte der Gene (Protein-Protein
Interaktion) stattfinden, oder diese verdnderten Proteine wiederum Einfluss auf die
Expression der Gene nehmen (Protein-Gen Interaktion), bleibt zundchst offen (Majoor-
Krakauer et al., 2003).

Eine Interaktion zwischen Genen und bestimmten Umwelteinfliissen ist im Zusammenhang
mit den so genannten ,,susceptibility genes®, also mit ALS assoziierten Genen, anzunehmen.
Allerdings bleibt es schwierig entsprechende Risikofaktoren zu verifizieren, zumal diese unter
Umstédnden nur eine geringe Erhdhung des Gesamtrisikos bedeuten konnten und sich die ALS
genetisch sehr heterogen darstellt. Jedes der mit ALS assoziierten Gene konnte auf einen
eigenen anderen Umwelteinfluss als entsprechender Trigger reagieren. Die Identifikation von
Gen-Umwelt Interaktionen stellt einen wichtigen Punkt dar. Schlieflich konnte man in der
Folge nach priaventiven MaBnahmen bei exponierten Personen suchen (Majoor-Krakauer et

al., 2003).

1.2.9.1 Konsolidierung der Hypothesen

Neuropathologisch sind die verschiedenen Typen von familidrer und sporadischer ALS von
zahlreichen Ahnlichkeiten oder Ubereinstimmungen gepriigt. Diese Tatsache weist auf eine
bis zu einem gewissen Grad gemeinsame Endstrecke der Pathogenese dieser Formen von
ALS hin. Mit Abbildung 1 soll ein Versuch gemacht werden die Abldufe, die bisher aller

Wahrscheinlichkeit nach zu einer Motoneurondegeneration beitragen, zusammenfiihren.
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Abbildung 1
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1.2.9.2 Wahrscheinliche Konsequenz: Gemeinsame Endstrecke Apoptose

Bei der SOD1- vermittelten Form von ALS verdichten sich mehr und mehr die Hinweise,
dass die Apoptose (programmierter Zelltod) am Ende einer Kaskade von Ereignissen im
Rahmen des Motoneuronuntergangs stehen konnte.

Erste Hinweise in diese Richtung erbrachte eine Studie, mit deren Hilfe man nachwies, dass
die Uberexpression von bcl-2, einem anti- apoptotischen Protein, einen protektiven Effekt auf
Motoneuronen hat, und den Ausbruch der Erkrankung bei transgenen Méusen verzogert,
sowie deren Leben verldngert (Kostic et al., 1997). Gestiitzt wurde dieses Ergebnis durch den
Nachweis einer Aktivierung der Kaspasen 1 und 3 in SODI1- Maiusen. Diesen Enzymen
kommt eine entscheidende Rolle bei der Einleitung der Apoptose zu. Im weiteren Verlauf
wurden im Tiermodell Erfolge mit Kaspasehemmern (hier im Speziellen zVAD-fmk)
verzeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von Caspase- 1 im
Riickenmark von SOD1- Miusen bereits praklinisch erhoht ist. Man wies nach, dass selbst in
der sporadischen Form der humanen ALS Verinderungen im subzelluldren Verteilungsmuster
von bcl-2 und bax, zweier Proteine, die sich als anti- bzw. pro- apoptotische Effektoren
gegeniiber stehen, existieren. Letzteres Ergebnis konnte man auf Ebene der mRNA durch
verinderte Expression von bax und bcl-2 weiter erhiirten (Ubersicht bei Almer, 2003).
Zusammenfassend konnten die vielen verschiedenen Trigger der ALS unterschiedliche
zelluldre Funktion in einer solchen Art und Weise beeintridchtigen, dass die Motoneurone
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nach und nach beginnen konnten, die Apoptose einzuleiten. Obwohl die Apoptose am Ende
der Zelldegeneration steht, mag ihre Beeinflussung einen positiven Effekt auf den Verlauf der

Amyotrophen Lateralsklerose haben.

1.3 Herleitung der Fragestellung

In Anlehnung an die bereits diskutierten Proteinfamilien, die Einfluss auf das
Entziindungsgeschehen in der Pathogenese der Amyotrophen Lateralsklerose nehmen
konnten, und durch die Tatsache, dass Konzentrationserhbhungen einiger pro-
inflammatorischer Zytokine und Chemokine in durch ALS geschidigtem Gewebe bereits
bekannt sind, liegt die Vermutung nahe, dass diese einen relevanten Anteil am Untergang von
Motoneuronen im Verlauf dieser Erkrankung haben kdnnten.

Durch die Nutzung von Methoden zur Bestimmung der Genexpression, Proteinsynthese,
sowie durch die Anwendung immunhistochemischer Techniken, konnten fiir das
Entziindungsgeschehen relevante Gen- bzw. Proteinfamilien identifiziert und auf ihre
Bedeutung hin tiberpriift werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden im Einzelnen die Proteine SOCS-1, SOCS-3 und
C/EBP B ausgewihlt. Sie stellen regulatorische Elemente im Zytokinstoffwechsel dar und
haben somit ithre Bedeutung in der indirekten Steuerung von Entziindungsreaktionen. Im

Folgenden sollen ihre bislang erforschten Funktionen und Aufgaben kurz beleuchtet werden.

1.3.1 Die SOCS- Familie und ihre Rolle im Entziindungsgeschehen
Die SOCS- Familie umfasst Proteine, welche via Zytokinstimulation induziert werden. In

einem klassischen Feedback- Kreislauf wird dabei die weitere Signaliibertragung gehemmt
(Ubersicht bei Krebs & Hilton, 2001 und Wormald & Hilton, 2004).

Die Hypothesen gehen in die Richtung, dass diese Hemmung iiber den JAK- STAT- Weg
vermittelt wird. Die Bindung von Zytokinen an Rezeptoren der Zelloberflache fiihrt zu einer
Oligomerisierung und Aktivierung der zu den Tyrosinkinasen gehorenden JAK- Familie.
Aktivierte JAKs phosphorylieren die zytoplasmatische Domédne des Rezeptors und bilden
dadurch Bindungsstellen fiir Signalproteine, wie STATs. STATs werden durch JAKs auch
phosphorylisiert, dimerisieren und wandern anschlieBend zum Zellkern, wo sie die

Transkription von Genen regulieren (Ihle, 1995).
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Abbildung 2
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Negative Regulation von Zytokinsignalen durch SOCSs. Die Bindung von Zytokinen an die Oberfldchenrezeptoren fiihrt zu einer
Rezeptoroligomerisation. Naheres siche Text.

1.3.1.1 Die Biochemie der Signalhemmung durch SOCS
Zur SOCS- Familie gehoren acht Mitglieder: CIS und SOCS-1 bis -7. Alle Familienmitglieder

besitzen eine SH2- Domédne und eine konservierte C- terminale SOCS- box. Die SH2-
Domiénen von SOCS sollen dabei die Zytokinsignale abschwéchen, indem sie an die
phosphorylierten Tyrosinreste, zum Beispiel von Teilketten des Rezeptors oder an die JAKSs
binden. Dagegen soll CIS die Ablosung des STAT von dem Zytokinrezeptor blocken, um eine
Dimerisierung von STAT zu verhindern (Elliot & Johnston, 2004).

Abbildung 3
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Die SOCS Proteinfamilie. Nur SOCS-1 und -3 besitzen unmittelbar auf die SH2-Domine folgend eine KIR- Region (Kinase inhibitory
region). Sie soll an der Verstarkung, resp. Inhibierung der JAK- Aktivitit beteiligt sein.

Rot: KIR
Blau: SH2 Doméne
Grau: SOCS box

Von der SOCS- box glaubt man, dass sie wegen ihrer Assoziation mit Elongin B und C an der
Ubiquitin- E3-Ligase- Aktivitdt beteiligt ist. Ubiquitin spielt beim Abbau von Proteinen eine
gewichtige Rolle. Deshalb konnte die Bindung von SOCS an bestimmte Proteine eine

Markierung dieser zum Abbau durch Proteasome bedeuten (Kamura et al., 1998).
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Abbildung 4
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(a) Moglicher Mechanismus durch den SOCS assoziierte Proteine fiir den spiteren Abbau vorbereiten konnte. Der E3 Ubiquitin Ligase
Komple.x bindet Ubiquitin an entsprechende Zielproteine wie z.B. JAK2, und tritt dann mit der SH2- Doméne von SOCS in
(b) {I/l::f‘rr;ﬂﬁ;):r. Mechanismus iiber den die versch. SOCS zielgerichtet abgebaut werden konnten. Man glaubt, dass die Bildung des E3
Ligase Komplexes zu einer Ubiquitinierung mittels Bindung an z.B. das N- terminale Lys-6 Ende von SOCS-3 fiihrt.
Die Bedeutung des in der vorliegenden Arbeit nicht untersuchten Teils der Familie, ndmlich
von SOCS-2 und SOCS-4 bis -7, begann man erst unldngst zu untersuchen. SOCS-5 scheint
bei der T-Zell-Differenzierung eine Rolle zu spielen, SOCS-6 und -7 sind sich recht &hnliche
Proteine aus ihrer Familie. SOCS-6 kann nicht mit JAK2 in Interaktion treten, hat aber
offensichtlich im Stoffwechsel von Insulin eine Bedeutung. SOCS-2 und CIS sollen die
Bindung von STAT an Zytokinrezeptoren verhindern. Es gibt Untersuchungen, die zu der

Vermutung Anlass geben, SOCS-2 sei ein mdglicher Inhibitor von anderen SOCS- Proteinen

(Ubersicht bei Elliott & Johnston, 2004).

1.3.1.2 SOCS-1
Abgesehen von der Tatsache, dass SOCS-1 der potenteste Vertreter seiner Familie ist, also die

Zytokinsignale am wirkungsvollsten inhibiert, zeigen ,,knock-out-“ SOCS-1 (SOCS-I'/')
Maiuse im Quervergleich phédnotypisch den akutesten Verlauf. Schnell kommt es bei diesen
Maiusen zur fettigen Degeneration der Leber, Lymphopenie, Makrophageninfiltration der
grolen Organe und zur Aktivierung peripherer T-Zellen. Es wird angenommen, dass dies auf
die durch eine verstirkte Aktivierung von STAT-1 herbeigefiihrte unkontrollierte Sekretion
von [FN-y zuriickzufiihren ist (Starr et al., 1998). Dariiber hinaus wurde in einem Mausmodell
festgestellt, dass Mause die entweder einen Mangel an SOCS-1 und IFN-y oder und IFN-
Rezeptor hatten, nicht in der Neonatalperiode versterben. Damit liegt die Vermutung auf der
Hand, dass SOCS-1 ein bedeutender Inhibitor von IFN-y in vivo sein kénnte (Marine et al.,
1999; Alexander et al., 1999). Allerdings zeigen Langzeitstudien, dass diese SOCS-17"- und
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IFN-y'/ “-Mause im Laufe der Zeit durchaus an einer Anzahl von verschiedenen entziindlichen
Erkrankungen, wie beispielsweise Hautgeschwiiren, leiden (Metcalf et al., 2002). Dies konnte
laut Elliot et al. Aus dem Jahre 2004 infolge der Wirkung anderer Zytokine wie IL-2, -4, -6, -
12 und -14 bedingt sein. Diese Effekte konne man demnach erst durch das fehlen von IFN-y
beobachten (Elliot & Johnston, 2004).

IFN-y soll die Expression von CD40 sowohl in Makrophagen, als auch Mikroglia induzieren
und tiiber dieses dann zu einer Produktion von zahlreichen Chemo- bzw. Zytokinen (IL-1, IL-
6, TNF-a, MIP-1a)) anregen. Fiir diese Induktion von CD40 durch IFN-y besteht danach
allerdings eine Abhidngigkeit von STAT-la. Dies sollte durch die fehlende Induktion bei
STAT-1a defizienten Miusen bewiesen werden (Nguyen & Benveniste, 2000; Ubersicht bei
Wesemann et al., 2002).

Zusammenfassend wird von SOCS-1 vermutet, dass es iiber eine Blockierung der durch IFN-
vy vermittelten STAT-la Aktivierung zu einer Inhibierung der zytokininduzierten CD40-
Expression kommt. Dies wiederum sollte unter anderem zu einer Verminderung der
Differenzierung von TH1, der Sekretion von TNF-o und der NF-xB- Aktivierung und daraus
folgender Hemmung der Inflammationsgenese fiihren (Wesemann et al., 2002).

Es ergaben sich also Verdachtsmomente, wonach SOCS-1 Einfluss auf die T-Zell
Differenzierung haben konnte. IFN-y soll die Differenzierung von TH1- Zellen unterstiitzen
jedoch die von TH2- Zellen inhibieren (Ubersicht bei Agnello et al., 2003; Egan et al., 2003).
Nach anderen Studien zeigt sich eine hauptsidchliche Expression von SOCS-1 in TH1- Zellen
und damit eine negative Regulierung der TH1- Differenzierung (Egwuagu et al., 2002).

1.3.1.3 SOCS-3
SOCS-1 und SOCS-3 sind sich zwar strukturell sehr dhnlich, jedoch unterscheiden sie sich

nichtsdestotrotz in der Art und Weise die Zytokinwirkung zu hemmen (Elliot & Johnston,
2004). So bendtigt SOCS-3 die Bindung an einen Rezeptor, um JAKSs inhibieren zu konnen,
wohingegen SOCS-1 seine Hemmung durch direkte Bindung an JAK vermittelt (Ubersicht
bei Elliot & Johnston, 2004).

Mittlerweile sind zwei Zytokinkaskaden néher untersucht, welche eine Aktivierung des JAK-
STAT- Systems tiber STAT-3 mit sich bringen und damit eine Rolle fiir SOCS-3 spielen,
welches STAT-3 inhibiert. Zum einen iiber das pro- inflammatorische Zytokin IL-6 und zum
anderen {iber das anti- inflammatorische Zytokin IL-10 (Ubersicht bei Kubo et al, 2003).

IL-6 wirkt als pro- inflammatorisches Zytokin und bringt letztlich eine Induktion der Akut-

Phase-Gene, als die wahrscheinlichste Konsequenz, aus dem Ablauf der Signalkaskade mit
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sich (Kishimoto, 2005). Hier wird SOCS-3 also als negativer Regulator fungieren und eine
mogliche Entziindungsreaktion hemmen. Néheres hierzu soll unter 4.7 diskutiert werden.

Um die weitere Bedeutung von SOCS-3 im Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen in
Vivo zu testen, wurden Mause mit einem Mangel an SOCS-3 geschaffen. Es zeigte sich, dass
es in den Makrophagen dieser Méuse zu einer Aktivierung von STAT-3 kommt, welche durch
das anti- inflammatorische Zytokin IL-10 vermittelt wird. Demnach ist SOCS-3 auferdem ein
negativer Regulator von IL-10. Als Konsequenz kam es zu einer Hemmung der Aktivierung
der Makrophagen. Interessanterweise zeigte IL-6 in den Makrophagen dieser Méuse eine
moglicherweise durch verlingerte STAT-1 Aktivierung vermittelte IFN-y- &hnliche
Immunsuppression (Yasukawa et al., 2003). Von IFN-y ist eine immunsuppressive Aktivitit
bekannt (Brod, 2002). In Leberzellen und Makrophagen bewirkte eine Deletion von SOCS-3
eine fehlende Inhibition der IL-6 Sekretion (Croker et al., 2003). In anderen Studien konnte
gezeigt werden, dass eine Inaktivierung oder verminderte Bildung von SOCS-3 zu einer
verstarkten, durch IL-6 bedingte, STAT-3 Aktivierung und in der Folge zu einer chronisch
entziindlichen Reaktion fiihrt (Suzuki et al., 2001). Es wurde auch nachgewiesen, dass eine
verstirkte Expression von SOCS-3 zur Suppression der Induktion einer Arthritis im
Mausmodell fiihrt (Shouda et al., 2001).

Des Weiteren soll SOCS-3 Einfluss auf den Signalweg von G-CSF haben. Miuse mit einem
Mangel an SOCS-3 in hdmatopoetischen Zellen erscheinen lediglich bis zu einem Alter von
ca. 17 Wochen normal und zeigen anschlieBend entziindliche Reaktionen (Kimura et al.,
2004). SOCS-3 ist ebenfalls an der T-Zell-Differenzierung beteiligt. Hier zeigt es indes im
Vergleich zu SOCS-1, ein entgegengesetztes Expressionsmuster. Im Unterschied zu SOCS-1
weist SOCS-3 eine selektive Expression in TH2- Zellen auf. Dies fiihrte zu der Vermutung,
SOCS-3 konnte eher bei der humoralen Immunantwort, also bei beispielsweise atopischen
Erkrankungen, von Bedeutung sein (Ubersicht bei Elliot & Johnston, 2004; Seki et al., 2003).

Abbildung 5 soll einen Uberblick iiber die bislang bekannten SOCS-3-regulierten Signalwege
geben.
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Abbildung 5
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SOCS-3 reguliert entziindliche Prozesse, indem es IL-6-abhingige Zytokine hemmt. Durch Hemmung der IL-6- und IL-12-Wirkung,
hemmt SOCS-3 die Ausreifung der TH1-Zellen und damit die Produktion von TNF-a und IFN-y. In epithelialen Zellen und Fibroblasten
inhibiert SOCS-3 den IL-6-gp130-STAT-3 Signalweg. Die Synthese von Chemokinen und anderen Zytokinen wird direkt oder indirekt
von STAT-3 stimuliert. In Makrophagen wirkt STAT-3 jedoch anti- inflammatorisch.

1.3.2 CCAAT/enhancer-binding-protein § (C/EBP B)
Ebenso wie die TATA-Box ist die CCAAT-Box ein DNA-Element welches in einer grof3en

Anzahl von humanen Promotoren zu finden ist (Bucher & Trifonov, 1988; Bucher 1990).
CAAT- Boxen sind mogliche Bindungsstellen fiir eine Vielzahl von Proteinen die
unterschiedliche Wirkung auf die Promotoraktivitdt haben.

bZIP Proteine wirken als Transkriptionsregulatoren in den aller meisten Eukaryonten und
konnen in Gruppen unterteilt werden. Jedes der Gruppenmitglieder erkennt ein bestimmtes
DNA- Motif (Ubersicht bei Vinson et al., 2002). Die DNA- Bindungsdomine besteht aus
einer Basisregion am N- terminalen Ende, direkt neben einer variablen Sequenz am C-
terminalen Ende, die an jeder siebten Position fiir Leuzin kodiert (Leuzinzipper). Der
Leuzinzipper steuert die Homo- bzw. Heterodimerisierung der bZIP Proteine (Landschulz et
al., 1988).

C/EBP B ist ein bZIP Transkriptionsfaktor, der als Homodimer an bestimmte fiir die
Regulation von Genen zustdndige Regionen der DNA binden kann. Das Protein kann aber
auch Heterodimere mit verschiedenen anderen Proteinarten seiner Familie bilden (C/EBP a,
C/EBP y und C/EBP 9). Es ist ein wichtiger Faktor in der Regulation von Proteinen, welche

ihrerseits wesentlich an Immun- bzw. Inflammationsreaktionen beteiligt sind. Daneben
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wirken die C/EBPs ebenfalls iiber die Kopplung verschiedener extrazelluldrer Prozesse mit
intrazelluldren, unter anderem auch bedeutend beim Wachstum und der Differenzierung von
Zellen mit (Ubersicht bei Vinson et al., 2002; Miller et al., 2003).

C/EBP B fungiert nicht ausschlieBlich als Transkriptionsfaktor, sondern findet wohl auch
seine Funktion als Uberlebensfaktor fiir spezielle Leberzellen (McKnight, 2001). Buck et al.
zeigten im Jahre 2001 unter anderem, dass an Méusen mit Mangel an C/EBP B, denen zum
Beispiel mittels eines Hepatotoxins zuvor ein Schaden an der Leber zugefiigt wurde, eine
verstirkte Apoptose nachzuweisen ist (Buck et al., 2001). Die Einfithrung des C/EBP B- Gens
mittels eines Adenovirus als Vektor fithrte zu einer signifikanten Erhohung der
Uberlebenszeit von Hepatozyten (Isoda et al., 2005). Hieraus ergeben sich Hoffnungen fiir
therapeutische Ansétze, beispielsweise im Hinblick auf das akute Leberversagen.
Interessanterweise besteht hier ein Zusammenhang zu COX-2, welches infolge
Uberexpression von C/EBP B verstirkt induziert wird. Folglich soll es zu einer Verbesserung
des Uberlebens im Speziellen von Leberzellen kommen, wovon angenommen wird, dass es
eine Folge der Synthese von Prostaglandinen und der damit verbundenen Unterstiitzung des
Zellzyklus ist. Die Zellen sollen dadurch resistenter gegeniiber apoptotischem oder
nekrotischem Zelltod werden (Ubersicht bei Isoda et al., 2005). Allerdings bleibt dabei zu
beachten, dass abgesehen von diesem Sonderfall, eine verstirkte COX-2-Expression und
damit verbundene erhdhte Prostaglandinsynthese zur Forderung von inflammatorischen

Prozessen fiithren kann. Dies soll spéter unter 4.4 néher diskutiert werden.
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2 Methoden

Unter Verwendung eines transgenen Mausmodells wurde die Expression diverser Gene
zwischen Kontrollen und SODI- Mutanten verglichen. Es wurden drei verschiedene
Methoden zum Nachweis verdnderter Genexpression verwendet.

Zunichst hat man nach Anfertigung eines Microarray das Transkriptionsniveau von
bestimmten Genen verifiziert. Um festzustellen in wie weit sich die jeweilige Expression der
Gene auf die Translation tlibertrdgt, wurde anschlieBend das Ergebnis durch Western Blot
tiberpriift. Daran wiederum schloss sich eine Immunhistochemie an, mit deren Hilfe die
Lokalisation der entsprechenden Auffilligkeiten von Transkription und Translation sichtbar
gemacht wurden.

In einem letzten Schritt wurde mit Hilfe einer priméren Zellkultur von Gliazellen und
anschlieBender Beimpfung mittels, zum einen Liquor von ALS- Patienten, und zum anderen
Liquor von gesunden Kontrollprobanden, sowie daran anschlieBendem Western Blot,
verifiziert, ob die zuvor gefundenen Ergebnisse funktionell induzier- und somit

nachvollziehbar sind.

2.1 Verwendetes Tiermodell

Maiuse mit der transgenen humanen G93A (G1H/+) Mutation [B6SJL-TgN (SOD1-G93A) 1
Gur, Jackson Laboratories, ME] wurden mit weiblichen, genetisch nicht verdnderten B&JL-
Maiusen als Hintergrund gekreuzt (Jackson Laboratory). Die F1 Generation wurde mittels
PCR der ,,Schwanz- DNA®* genotypisieret und in den Experimenten verwendet. Alle
Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit der NIH- Richtlinie fiir den Schutz und die
Verwendung von Labortieren durchgefiihrt. Als Kontrolltiere fungierten die genetisch nicht
veranderten B&JL- Geschwister.

Die initiale Symptomatik war von einem anhaltenden Tremor geprédgt. Der Verlauf war durch
eine Progression von beginnenden Auffilligkeiten im Gangbild, {iber Paresen der Hinterldufe,
bis hin zu einer anndhernd kompletten Paralyse gekennzeichnet. Die erkrankten Mause
wurden zu einem Zeitpunkt getdtet, als sie nicht mehr in der Lage waren, sich innerhalb von
20 sec aufzurichten, nachdem sie zuvor in die Seitlage verbracht wurden. Dieser Zustand trat
jeweils in einem Alter zwischen 120 - 140 d ein. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Tiere
im Endstadium der Erkrankung. Zum Zwecke der Verlaufsbeurteilung wurden in weiteren
Experimenten Tiere im Alter von 60 d und 90 d verwendet. Parallel wurde zu den
entsprechenden Zeitpunkten fiir jede transgene Maus eine gleichaltrige genetisch nicht

verdanderte B&JL- Kontrollmaus geopfert.
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2.2 Gewebeentnahme und —bearbeitung

Zur Durchfiihrung der Experimente mussten die Riickenmarksproben den Méusen zundchst

sachgeméil entnommen und fiir die jeweilige Methode nutzbar gemacht werden.

2.2.1 Gewinnung des Riickenmarks der Miuse
Zundchst wurde den Madusen intraperitoneal Ketamin verabreicht. Nachdem die Méuse

schliefen, wurden die Tiere auf dem Riicken liegend fixiert. Sobald ein Zugang zum offenen
Herzen gegeben war, wurde die linke Herzkammer eroffnet und ein Perfusionsschlauch
eingebracht. Die Maus wurde nun mit 5-6 ml eisgekiihlter PBS- (fir den WB) oder
Paraformaldehyd- PBS- (fiir die IHC) Losung perfundiert. Nach Eintritt des Herzstillstandes
wurde sodann das Riickenmark frei prédpariert entnommen und der entsprechenden

Weiterverarbeitung zugefiihrt.

2.2.2 Humane Riickenmarksproben von Kontroll- und ALS- Patienten
Kleinere Riickenmarksproben von Kontrollpatienten konnten im Rahmen von Obduktionen

gewonnen werden. Voraussetzung war jedoch das Fehlen einer neurologischen oder
onkologischen Grunderkrankung.
Durch eine Patientenverfiigung legitimiert, wurden die Gewebeproben von ALS- Patienten

nach deren Ableben entnommen.

2.2.3 Bearbeitung des Gewebes fiir das Microarray- Experiment

Um die Durchfiihrung des Microarray zu ermoglichen (s.u.), musste zunidchst die RNA aus
dem zu untersuchenden Gewebe isoliert werden. Danach wurde die Ausbeute an RNA mittels
Photometrie bestimmt. Zudem musste sichergestellt werden, dass die isolierte RNA nicht
zerstort oder abgebaut wurde (z.B. durch Auftauen oder infolge einer zu langen Lagerung).
Dafiir wurde eine Gel- Elektrophorese vorgenommen, die das Verhiltnis von 18S rRNA zu
28S RNA beschreibt (s.u.). Um einer moglichen DNA- Kontamination entgegen zu wirken
und zu verhindern, dass wihrend der Markierung und Hybridisierung der cDNA
Wechselwirkungen entstehen, wurde zusitzlich die gewonnene Total- RNA mit DNase

behandelt.

2.2.3.1 Isolierung der RNA
Fiir die Isolierung der RNA wurde das ,,Atlas™ Glass Total RNA Isolation Kit*“ (BD

Clontech Laboratories, Heidelberg, Best.-Nr. PT3539-1) verwendet. Dabei folgte das
Protokoll der Vorgabe von Clontech Lab., Inc. Die verwendeten Chemikalien wurden

weitgehend mit dem beschriebenen ,,Kit™ mitgeliefert.
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Nachdem das Riickenmarksgewebe entnommen wurde und in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und anschlieend bei — 80 °C aufbewahrt wurde, wurde das Gewebe in

weiterhin gefrorenem Zustand in kleine Stiicke geschnitten. AnschlieBend wurde das Gewebe

in einem sterilen und gekiihlten Reagenzglas gewogen. Entsprechend der Menge/Masse des

Gewebes wurden die Volumina der verwendeten Reagenzien dem vorgegebenen Protokoll

folgend angepasst. Das allgemeine Protokoll lautet demnach wie folgt:

1.

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.

17.
18.

Zugabe der angepassten Menge ,,Denaturating solution® (Mind. 1 ml pro 100 mg
Gewebe)

Zur Homogenisierung, zerreiben der Gewebeproben beispielsweise mittels eines
StoBels, auf Eis (0 — 4 °C) fiir 1 — 2 min.

Inkubieren der Probe fiir 5 — 10 min auf Eis.

Um etwaige Zellreste entfernen zu konnen, zundchst mittels Vortex durchmischen und
anschlieBend bei 12000 rpm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugieren.

Den Uberstand abpipettieren und wie unter 4. beschrieben erneut zentrifugieren.
Zugabe der angepassten Menge von geséttigtem Phenol.

Fiir I min mit dem Vortex durchmischen und anschlieBend fiir 5 min auf Eis
inkubieren.

Zugabe der passenden Menge Chloroform.

Probe schiitteln, sodann fiir 1 — 2 min mittels Vortex bearbeiten und wieder fiir 5 min
auf Eis inkubieren.

Erneutes Zentrifugieren des Gemisches mit 12000 rpm bei 4 °C fiir 10 min.
Abpipettieren der oberen Schicht mit der RNA. CAVE: Kein Material der weillen
Zwischenschicht oder der organischen unteren Schicht abpipettieren!

Wiederholen der Phenol- Chloroform- Extraktion sowie anschlieBend der Schritte 9. —
11.

Abpipettieren der oberen RNA- Schicht.

Einriihren der passenden Menge Isopropanol.

Durchmischen der Probe, danach 10 min auf Eis.

Zentrifugieren der Probe mit 12000 rpm fiir 5 min bei 4 °C. Schnelles und vorsichtiges
Abpipettieren des Uberstands.

Das Sediment lufttrocknen.

Losen des Sediments in so viel RNase- freiem Wasser, dass eine Konzentration von 1

—2 pg/ul RNA zu gewéhrleisten ist.
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19. Das Wasser langsam einwirken lassen, anschlieBend griindliches auflosen des

Sediments durch titruieren.

20. Aufbewahren der RNA bei — 80 °C.

2.2.3.2 Photometrie und Gel- Elektrophorese

A Photometrische Bestimmung der RNA- Ausbeute:

1.

A

7.

Bestimmung des Total- RNA Volumens
Umfiillen von 2 — 5 ul der Total- RNA Probe in ein 1,5 ml Reagenzglas.
Mit 400 ul OD- Pufferlosung anfiillen und mit einer Pipette mischen.
Ubertragen des Gemisches in eine 1 ml Glas- Kiivette mit I cm Durchmesser.
Photometrische Messung bei Ayep und Asgp, mit dem OD- Puffer als Referenz.
Berechnung der RNA- Ausbeute nach folgendem Muster:
RNA- Konstante fiir 1 cm Wegstrecke des Lichts: 1 Aygp Einheit der RNA =40 ug/ml
e Total- RNA Aje = Az der Messprobe x Verdiinnungsfaktor
e Konzentration (ng/ml) = Total- RNA Ajzep x 40 pg/ml
e Ausbeute (ug) = Volumen der Total- RNA x Konzentration

Berechnen des Asgo/Azsg Verhiltnisses. Reine RNA weist eine Ratio von 1,9 — 2,1 auf.

B Gel- Elektrophorese:

Zunéichst wurde nach folgendem Protokoll ein 1,2 % Agarose/Formaldehyd- Gel angefertigt:

l.
2.
3.
4.

Waschen des gesamten Equipments mit entionisiertem Wasser
Zugabe von 1,2 g Agarose in ein 250 ml Becherglas mit magnetischem Riihrgerit.
Zugabe von 87,5 ml Wasser.

Mittels Mikrowelle fiir 2 min erwirmen.

Die folgenden Schritte wurden unter einem Abzug durchgefiihrt:

5.
6.

2 min unter standigem Riihren abkiihlen lassen.

Wihrenddessen 5 ml des 10 x MOPS- Puffers zugeben und 7,5 ml von 12,3 M
Formaldehyd dazu riihren.

Weiterriihren fiir 1 min und anschlieendes ausgieen auf die Gelplatte.

Das Gel bei Raumtemperatur fiir mind. 1 h Aushérten lassen. Danach das Gel in 1 x

MOPS- Puffer aufbewahren.

Anschlieflend wurden die RNA- Proben pripariert:

Das Laufreagenz wurde unmittelbar vor Durchfiihrung der Elektrophorese angefertigt (fiir 6 —

10 Laufproben):
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2.
3.
4.

45,0 ul  Formaldehyd

45,0 ul  Formamid

5,0 ul 10 x MOPS- Puffer

3,5 ul  EtBr (10 mg/ml)

L5 pul 0,1 MEDTA (pH 7,7)

8,0 ul  Bromophenol blue dye (in 50 % Glycerol)

Griindliches vermischen von 10 - 15 pl des Laufreagenz mit 1 ug Total- RNA.
Erwédrmen des Gemisches fiir 10 - 15 min bei 70 °C.
Nach 1 min Lagerung auf Eis, laden der Proben auf die Bahnen.

Mit 4 - 5 V/em (entspricht 50 - 60 V bei einer Mini-Gel Box) laufen lassen.

Zu erwartendes Ergebnis:

Laut Protokoll von Clontech Lab., Inc. sollte bei Sdugetieren die Total- RNA zwei helle
Banden bei 1,9 und 4,5 kb aufweisen (28S und 18S rRNA). Das Intensititsverhéltnis der
Banden von 28S zu 18S rRNA sollte dabei um 1,5-2,5:1 liegen. Kleinere Verhiltnisse geben
ein Indiz fiir eine Degradation (Abbau) der RNA.

2.2.3.3 DNase- Behandlung

l.

10.
11.
12.
13.

Inkubation des Probengemisches (siehe unter 7.2) bei 37 °C fiir 30 min im
Brutschrank.

Zugabe von 20 pl ,,Termination Mix*“ (0.1 M EDTA [pH 0.8]; 1 mg/ml Glycogen).
Anschlieflend sorgfiltiges titruieren des Gemisches.

Zugabe von 100 pl gesittigtem Phenol und 60 pl Chloroform (CHCI;), sodann mit
dem Vortex gut Durchmischen.

Zentrifugieren mit 14000 rpm fiir 10 min um die Phasen zu trennen.

Vorsichtiges Umfiillen der obersten Fliissigkeitsschicht in ein neues 1.5 ml
Reagenzglas.

Zugabe von 110 pl Chloroform zu der isolierten Fliissigkeitsschicht mit
anschlieBendem griindlichem vermischen mittels Vortex.

Zentrifugieren mit 14000 rpm fiir 10 min um die Phasen zu trennen.

Wiederholen des 5. Schrittes.

Zugabe von 10 pl der 2 M NaOAc- Losung und 280 pl von 96 %- Ethanol.

Gemisch griindlich mit dem Vortex vermischen.

Zentrifugieren mit 14000 rpm fiir 20 min.

Uberstand abpipettieren und das Sediment mit 100 ul 80 % Ethanol inkubieren.

Mit 14000 rpm fiir 10 min zentrifugieren.
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14. Erneut Uberstand abpipettieren und das Sediment fiir 10 min lufttrocknen lassen, um
Reste des Ethanol verdampfen zu lassen.
15. Auflosen des Niederschlags in 250 pul RNase- freiem Wasser und dem weiteren

Prozedere zufihren.

2.2.4 Bearbeitung des Gewebes fiir den Western Blot

Die fiir den Western Blot gewonnenen Riickenmarksproben wurden vorab bei — 80 °C
aufbewahrt. Fiir die Extraktion der Proteine aus den gefrorenen Gewebeproben wurde eine
Extraktionslosung angefertigt (eine Mischung aus RIPA-Puffer und Proteaseinhibitor), in
welche man die Proben einlegte. Unter dem Mikroskop wurden die Proben mittels eines
Skalpells in moglichst kleine Fragmente zerschnitten. Daran anschlieBend nutzte man
verschiedenlumige Pipetten um die Gewebefragmente weiter zu titruieren. Nach diesem
Schritt legte man das erhaltene Gemisch fiir 10 min auf Eis. Im Anschluss setzte man das
Gemisch jeweils dreimal fiir fiinf Sekunden einem Ultraschall (Labson 200, Firma Bender &
Hobein, Neu-Ulm, Deutschland) aus. Zuletzt wurde die geloste Probe fiir 15 min auf 13.000
rpm zentrifugiert, der Uberstand an Ganzzelllysat abpipettiert und entweder sofort zur
Proteinmengenbestimmung (siehe 2.6.1) und Weiterverarbeitung tiberfiihrt oder in Aliquots
von je 10ul bei -80° C aufbewahrt. Dabei war darauf zu achten nicht zu grofle Mengen Lysat
fiir die Aliquotierung zu wéhlen, da ein mehrfaches Einfrieren und Auftauen im Hinblick auf

die Stabilitit der Proteine zu vermeiden war.

2.2.5 Bearbeitung des Gewebes fiir die Immunhistochemie
Die aus den mit Paraformaldehyd perfundierten Méusen gewonnenen Riickenmarksproben

wurden nach der Entnahme fiir 8 h in Paraformaldehyd eingelegt und danach bei — 80 °C bis

zur Verwendung aufbewahrt.

2.3  Grundlagen und Technik des DNA Microarray

Microarrays niitzen generell DNA- Molekiile, welche an eine entsprechende DNA-Vorlage
spezifisch zu binden oder hybridisieren vermdgen. Indem man sich eines mit zahlreichen
DNA-Proben versehenen Arrays bedient, ist man in einem einzigen Experiment dazu in der
Lage, den Grad der Expression hunderter oder tausender von Genen in einer Zelle zu
bestimmen. Allgemein gesprochen wird mit technischen Hilfsmitteln, wie Lasern und
Computern, dabei die Menge an DNA, die an den einzelnen Spots des Arrays bindet, sehr
prazise gemessen. Vereinfacht dargestellt ist die Menge der jeweils mit einer eigenen
fluoreszierenden Farbe (meist rot und griin) markierte Proben- bzw. Kontroll- cDNA anhand
der Leuchtintensitit zu beurteilen. Dies ermoglicht nun die Genexpression von
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unterschiedlichen Zelltypen oder Geweben, zum Beispiel dem Gewebe von erkrankten und
gesunden Individuen, zu vergleichen.
Im Folgenden soll diese Technik genauer erldutert und auf die vorliegende Arbeit bezogen,

beschrieben werden.

2.3.1 Der verwendete Typ des Microarray

Es existieren grundsitzlich drei verschiedene Typen von Microarrays. Zwei beziehen sich
direkt auf das Genom und eine auf die Transkription, also mRNA- Synthese. Sie
unterscheiden sich durch die darauf aufgebrachte immobilisierte DNA (auf der Array-Platte
befindliche DNA) und die Art der Information die aus ihnen abgleitet wird.

Auf das Genom bezogen ist neben der CGH- Methode (Microarray Comparative Genomic
Hybridization), bei der genetische Verluste oder Hinzugewinne tiberpriift werden, indem man
grolle DNA-Stiicke als Ziel nutzt und jeder Spot im Array eine bekannte Stelle auf einem
Chromosom représentiert, noch die Mutationsanalyse zu nennen. Die immobilisierte DNA
besteht dabei iiblicherweise aus einem einzigen Gen, um Polymorphismen oder Mutationen in
einer Gensequenz zu erkennen.

Zuletzt ist noch die in dieser vorliegenden Arbeit verwendete Microarray Expressionsanalyse
zu nennen. Prinzipiell dient sie dem Zweck die Stirke der Expression von bestimmten Genen
zu verdeutlichen, diese spezielle Methode soll, in ihrer vorliegend verwendeten Form, nun
genauer besprochen und zunéchst das grobe Vorgehen beschrieben werden.

Immobilisierte Oligonukleotide, welche von mRNA bekannter Gene ausgehend synthetisiert
wurden, dienten dabei als Matrize auf den Arrays. Um eine Hybridisierung zu ermoglichen,
musste die zu untersuchende Total- RNA (von Kontrollen oder Kranken) zuvor in cDNA
ibersetzt werden. Dies geschah enzymatisch mittels reverser Transkriptase (Superscript II,
Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. 18064-022) und dem oligo-d(T;s20)-Primer, der das
Angreifen der Transkriptase an den RNA- Strang ermdglicht hat, um den cDNA- Strang zu
synthetisieren. Unter die fiir die Synthese der cDNA benétigten Nukleotide (ANTP) wurden,
abhingig von der Art des zu untersuchenden Reagenz (Kontrolle vs. krankes Individuum),
auch verschiedenfarbig (griin oder rot) fluoreszierend markierte Nukleotide (Cy3/Cys- dCTP
[Amersham Biosciences]) gemischt. Nach dem nédchsten Schritt, der Hybridisierung von
Oligonukleotiden und zu untersuchender cDNA, folgten ein Waschschritt und schlieBlich das
Scannen und die Datenanalyse des Arrays. Die Laser- Detektion von Cyanin-3 (griin
[Absorptionsmax.: 550 nm]) und Cyanin-5 (rot [Absorptionsmax.: 649 nm]) erfolgte von
Seiten des GSF - Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, 85764 Neuherberg, mittels

eines konfokalen Scanners mit zwei Lasern, die Cyaninfiarbungen im Bereich der passenden
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Wellenldnge anregen. Wenn nun ein Gen bei ALS, ALS- Modell oder in einem

Krankheitsstadium der ALS iiberexprimiert wurde, konnte mehr cDNA des Probengewebes

als der Kontrolle am Spot des zu beurteilenden Gens hybridisieren. Als Konsequenz

fluoreszierte dieser Spot starker in der Farbe der Probe als in der, der Kontrolle.

2.3.2

Allgemeines Protokoll

Alle verwendeten Reagenzien werden steril filtriert.

A Direkte Markierung und Synthese der ss-cDNA aus der Total- RNA:

1.

A

10.

11.

12.

13.

14.

Vermischen von 17,5 pl Total- RNA in RNase- freiem Wasser (50-100 pg) mit 1,0 pl
Oligo-d(T;s.20)-Primer (1 pg/pl).

Bei 65 °C fiir 10 min inkubieren.

Bei Raumtemperatur fiir weitere 10 min inkubieren.

Fiir 2 min auf Eis auskiihlen.

Zugabe der folgenden Substanzen zum Reaktionsgemisch:

8,0 ul 5x RT- reaction buffer (Superscript II Kit, Invitrogen)
4,0 ul dANTP- Master Mix

4,0 pl 1 mM Cy;-dCTP oder Cys-dCTP

4,0 ul 0,1 M DTT (Superscript II Kit, Invitrogen)

1,5 pul Superscript 11 (200U, Invitrogen)

Das Gemisch vorsichtig schiitteln.

Gemisch bei 39 °C fiir 2 h inkubieren.

Unterbrechung der Reaktion und Abbau der RNA durch Zugabe von 10 ul 1 M
NaOH.

Inkubation des Gemisches bei 65 °C fiir 10 min.

Neutralisierung der Mischung durch Zugabe von 10 pul HCI und 200 pl TE- Puffer (pH
7,5).

Zum Entfernen der nicht bendtigten und damit {ibrigen dNTPs, Marker und Primer,
wird das ,,PCR Purification Kit (Qiagen)“ den Anweisungen entsprechend verwendet.
Waschen der cDNA mit Nuklease- freiem Wasser

Die Konzentration der cDNA mit Hilfe einer Probe spectographisch bestimmen.
Zusammenfiihren von mindestens 750 ng - 1 ug von der jeweiligen cDNA (Cy; und
Cys-markierte) in ein Reagenzglas

Die markierte und gereinigte cDNA bis beinahe zur vollkommenen Trockenheit
verdampfen lassen.

Die markierte cDNA kann danach bis zu 2 h auf Eis und bis zu 2 d auf - 20 °C vor

Licht geschiitzt aufbewahrt werden.
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Da das fluoreszierende Firbemittel durch Licht zerstort wird, sollten sdmtliche

Arbeitsschritte der cDNA- Synthese unter Lichtschutz stattfinden.

B Hybridisierung

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Vor Durchfiihrung des Experiments wird empfohlen die Handhabung des Gene

Frame® einzuiiben.

. Den Hybridisierungspuffer (Salz- basiert) fiir 10 min bei 42 °C erhitzen.

Markierte cDNA im Hybridisierungspuffer (salt- based hybridization buffer) fiir 3 min
bei 95 °C erhitzen.

Das Hybridisierungsgemisch fiir max. 3 min auf Eis inkubieren

Falls ein Prezipitat (Niederschlag) entstehen sollte, das Gemisch auf 42 °C erwirmen,
bis dieses wieder verschwindet.

Das Gemisch kurz zentrifugieren.

Den mitgelieferten ,,Array- Finder zum auffinden der belegten Bereiche auf dem
MWG- Array verwenden.

Auf absolute Sauberkeit und Trockenheit der Oberfliche des Objekttrigers achten,
welcher mit dem Gene Frame® in Beriihrung kommt.

Entnahme eines ,,Frames® und auflegen auf das Microarray, dabei darauf achten, dass
keine Lufteinschliisse zwischen Array und anhaftender Seite des ,,Frames* entstehen.
Das ,,Frame* vorsichtig festdriicken.

Die Polyester- Folie auf der Riickseite des ,,Frames* vorsichtig entfernen.

Eine angemessene Menge des Hybridisierungsgemisches an einem Ende des ,,Frames*
aufpipettieren.

An dem Ende an welchem das Gemisch aufpipettiert wurde, wird nun der Polyester
»cover slip® iiber das ,,Frame* gelegt, anschlieBend wird gleichmiBig Druck von
dieser zur anderen Seite ausgeiibt, sodass sich das Gemisch unter dem ,Frame*
ausbreiten kann. Der Uberschuss an Puffer wird dann ohne Lufteinschliisse zu
verursachen, zwischen ,,Frame® und ,,cover slip“ quasi ausgepresst. ,,Frame* und
,cover slip® haften weiter zusammen.

Fir 10 sec einen gleichmiBigen Druck auf den Objekttriger ausiiben. Danach
abdecken des Gene Frames".

Den Objekttriger in eine feuchte Hybridisierungskammer geben.

Die Hybridisierungskammer in ein auf 42 °C temperiertes Wasserbad geben und auf
einem Riittler bei mittlerer Stufe fiir 16 - 24 h inkubieren.

Nach der Inkubation wird das Gene Frame® entfernt.
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16. Sofortiger Beginn der Waschschritte
C Waschschritte
e Samtliche Waschschritte werden bei 30 °C vollzogen.
e Alle verwendeten Waschlosungen steril filtrieren.
1. Das hybridisierte Array in 200 ml vorgewarmten Waschpuffer 1 (2x SSC, 0,1 % SDS)
legen und fiir 5 min auf niedriger Stufe auf einem Riittler waschen.
2. Das Microarray im vorgewarmten Waschpuffer 2 (1x SSC) fiir 5 min waschen.
3. Das Microarray im vorgewéarmten Waschpuffer 3 (0,5x SSC) fiir 5 min waschen.
4. Das Array bei Raumtemperatur fiir 2 min mit 500 g zentrifugieren, dabei die markierte
Seite am Boden des Gefid3es zur Zentrifugierung platzieren.
D Scannen und Auswerten der Daten
e Die Auswertung der Daten wurde von Herrn Dr. Matthias Feldmann des GSF -

Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, 85764 Neuherberg vorgenommen.

2.3.3 Design des Microarray Experiments

Fiir diese Arbeit wurden zur Gewinnung der Daten, einerseits Riickenmarksproben von
Maiusen aus dem eingangs beschriebenen Mausmodell, andererseits Gewebeproben aus dem
Riickenmark von verstorbenen ALS- Patienten verwendet. Diese wurden jeweils nach dem
beschriebenen Prinzip geeigneten Kontrollen gegeniibergestellt. Von speziellem Interesse
waren hierbei allgemein inflammationsassoziierte Gene, d.h. Gene, die fiir Proteine kodieren,
welche entweder indirekt regulierend oder direkt auf den Verlauf von Entziindungskaskaden
einwirken. Diesbeziiglich bot sich das von MWG Biotech hergestellte Inflammatory Array
(Human/Mouse) an. Dieser Pool umfasste 136 Gene, welche in engem Zusammenhang mit

entziindlichen Prozessen stehen, darunter die fiir SOCS-1, -3 und CEBP B kodierenden.

2.4 Verwendete primire und sekundire Antikorper

Die folgende Tabelle 4 zeigt die verwendeten Primérantikorper, welche nach dem Ergebnis

des Microarray gegen die zu untersuchenden Proteine gerichtet sind:

Tabelle 4
P 0
SOCS-1 Poly/Kaninchen Human/Maus 1:200 1:200 1:200 Abcam ab3691
SOCS-3 Poly/Kaninchen Human/Ratte/Maus 1:500 1:200 --- Abcam ab3693
C/EBP B Poly/Kaninchen Human/Ratte/Maus 1:1000 1:200 1:1000 Santa Cruz sc-150
Actin Mono/Maus u.a. Human/Ratte/Maus 1:1000 -—- 1:1000 Sigma A 4700

35



METHODEN

Tabelle 5 gibt wiederum an, welche Sekundirantikorper jeweils bei der entsprechenden

Methode verwendet wurden:

Tabelle 5

Sekundire Antikorper

WB: Anti-Rabbit Ig G Peroxidase konjugiert/Ziege 1:1000 Sigma A 6667
IHC: Anti-Rabbit Ig G (H+L) Biotynilated/Kaninchen 3:200 Vector Laboratories Q 0219
Actin: Anti-Maus Ig G Peroxidase konjugiert/Kaninchen 1:1000 Sigma A 9044

2.5 Grundlagen und Technik des Western Blot

Beim Western Blot wurden die durch NuPAGE®SDS Laufpuffer aufgetrennten Proteine
durch Elektrotransfer auf eine Nitrocellulose Membran (Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr.
LC2000) iibertragen und fiir die nachfolgende Immundetektion immobilisiert.

Als Blotkammer wurde die XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr.
EI0001) verwendet.

Die Immundetektion erfolgte iiber mehrere Schritte. Um unspezifische Bindungen der
nachfolgend verwendeten Antikérper zu verhindern, wurde die Membran zunichst mit den
darauf befindlichen immobilisierten Proteinen in eine Blockinglosung gelegt. AnschlieSend
wurden die immobilisierten Proteine mit einem priméren, auf das zu iiberpriifende Protein
gerichteten, Antikorper inkubiert. Der danach verwendete sekunddre Antikorper wiederum
bindete an den priméren und diente letztlich der Ermdglichung einer Chemilumineszenz.

In dieser Arbeit wurde ein von Amersham Biosciences produziertes System verwendet. Es ist
eine lichtemittierende nicht-radioaktive Methode zur indirekten Bestimmung von spezifischen
Antigenen mittels mit Meerrettich-Peroxidase markierten Antikorpern.

Lumineszenz ist als Emission von Licht definiert, die auf der Dissipation von Energie, von
sich in einem energetisch angeregten Zustand befindlichen Substanzen herriihrt. Eines der
gingigsten Systeme ist hierbei die HRP/Hydrogenperoxid katalysierte Oxidation von Luminol
im basischen Milieu. Unmittelbar nach der, durch die mit HRP besetzten sekundéren
Antikorper katalysierten Oxidation, befindet sich Luminol in einem angeregten Zustand und
fallt via Lichtaussendung sogleich in den energetischen Grundzustand zuriick. Durch die
Anwesenheit von beispielsweise Phenolen wird die Chemilumineszenz noch unterstiitzt.
Damit kann die Lichtaussendung um das bis zu 1000fache verstirkt werden. Nach 5 bis 20
Minuten erreicht die Reaktion ihren Hohepunkt und verfillt anschlieBend wieder mit einer
Halbwertszeit von anndhernd 60 Minuten. Bei 428 nm liegt die Wellenldnge der maximalen

Lichtemission.
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2.5.1 Photometrische Proteinbestimmung

Um zu gewihrleisten, dass in den fiir den Western Blot verwendeten Proben und Kontrollen
die gleichen Mengen an Protein vorhanden waren, wurden die Ganzzelllysate mittels
Photometrie auf ihren Proteingehalt hin untersucht.

Die Ganzzelllysate wurden zundchst mit der Firbelosung Roti®-Nan0quant versetzt.
AnschlieBend wurden mit dem Photometer UltraspecIll (Pharmacia LKB) bei 450 bzw. 590
nm Messungen vorgenommen.

Zum Zwecke der Proteinmengenbestimmung bediente man sich eines Computerprogrammes,
welches iiber die erhaltenen Extinktionswerte (E) mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes

(E = ¢ - ¢ - d; ¢ = Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke) die Konzentration (c) und dariiber
schlieBlich die Menge an Protein im Ganzzelllysat errechnet.

Aus den Proteinmengen in den Zelllysaten liel sich nun das Volumen an Lysat errechnen,
welches fiir das Laufreagenz der Kontrolle und Probe bendtigt wurde, um in beiden die

gleiche Menge an Protein zu erhalten.

2.5.2 Allgemeines Protokoll

A Bestimmung der Proteinmenge im Zelllysat:

1. Ansetzen der Roti®-Nanoquant Firbeldsung fiir Kontrolle und Probe.

2. Photometrische Bestimmung der Proteinmenge in Kontrolle und Probe.

3. Abstimmung der fiir das Laufreagenz verwendeten Menge an Kontroll- bzw.
Probenproteinlosung.

B Elektrophorese der Kontrollen und Proben:

1. Ansetzen des Laufreagenz.

2. Ansetzen des NuPAGE®SDS Laufpuffer.

3. NuPAGE"Novex Bis-Tris Gel in Kammer installieren.

4. Einfillen des Laufreagenz mit enthaltener Probe in das NuPAGE“Novex Bis-Tris Gel
(zwischen 2,5 und 10 pl pro Well).

5. Auffiillen der inneren und nach Uberpriifung der Kammerdichte anschlieBend der
duBeren Kammer mit 200 bzw. 600 ml NuPAGE®“SDS Laufpuffer. Bei reduzierten
Proben zusitzlich 500 pl NuPAGE®Antioxidant in die innere Kammer.

6. Elektrophorese bei konstant 200 V und 125 mA iiber 50 Minuten starten.

C Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrocellulosemembran (Blotting):
1. Ansetzen des NuPAGE®Transfer Puffer. Bei reduzierten Proben 1 ml von

NuPAGE®Antioxidant zugeben.
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10.

Blotting- Watte fiir ca. 20 min in 700 ml Transferpuffer einlegen.
Nitrocellulose Membran inklusive Filterpapier ca. 10 min vor dem Ende der
Elektrophorese ebenfalls in ausreichend Transferpuffer einlegen.

Aufbau des Gel/Membran-Blotting-Sandwich (Abbildung 6)

Abbildung 6
KATHODE i
R
o
M
[ F
L
Je zwei Je ein Bis-Tris Gel U
Lagen Filter- - s
Watte- papier : Nitrocellulose s

Pads

— |
E——

Platzierung des Sandwich im XCell™Blot Module (Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr.
EI9051). Dabei muss fiir einen erfolgreichen Transfer das Gel der Kathode (-) am
nédchsten sein.

Verschluss des XCell™Blot Module mittels der Anode (+).

Einsetzen des XCell™BIlot Module in die Kammer.

Einfiillen des Transferpuffer in das XCell™Blot Module bis das Sandwich
vollkommen mit Puffer iiberdeckt ist. Anschlieend Dichte {iberpriifen.

AuBere Kammer mit 650 ml Transferpuffer fiillen.

Kammer verschliefen und Blotting bei konstant 30 V und 170 mA fiir eine Stunde

starten.

Immundetektion

2.

Nach dem Blotting wird die Nitrocellulose Membran iiber Nacht bei 4°C auf einem

Riittler in Blocking-Losung eingelegt.

. Waschen mit PBS-TWEEN® 20 Losungs- und Waschpuffer 1 x 15 min; 2 x 5 min.

Priméren Antikorper in entsprechenden Verdiinnungen geldst in Milchpulver- PBS-
TWEEN- Losung auf passende Bahnen des Blots gieBen. Danach 60 min riitteln.
Waschen mit PBS-TWEEN® 20 Losungs- und Waschpuffer 1 x 15 min; 2 x 5 min.
Sekundére Antikorper in entsprechenden Verdiinnungen geldst in Milchpulver- PBS-
TWEEN- Losung auf passende Bahnen des Blots giefen. Danach 60 min riitteln.
Waschen mit PBS-TWEEN® 20 Losungs- und Waschpuffer 1 x 15 min; 2 x 5 min.
Je 1,5 ml ECL Western Blotting Detection Reagent 1 und 2 zusammengief3en.
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9. Nitrocellulose Membran mit ECL Western Blotting Detection Reagent iibergieen und
eine Minute einwirken lassen.

10. Ablaufen lassen und abtupfen des Reagents.

11.In Dunkelkammer Kodak® BioMax Light Film (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) mit Nitrocellulose Membran fiir gewiinschte Dauer belichten.

12. Entwicklung des Rontgenbildes.

2.5.3 Design des Western Blot- Experiments
Insgesamt standen 12 Bahnen pro Western Blot zur Verfligung. Die jeweils erste und sechste

Bahn wurde mit einem Marker beladen. Der MagicMark ~ XP Marker erlaubt eine direkte
Visualisierung der Proteinstandardbanden in einem Blot, ohne dabei spezielle
Detektionsreagenzien zu benétigen. Die Proteine dieses Markers wurden in E. coli exprimiert.
Er markiert neun rekombinante Proteine im Bereich zwischen 20-220 kDa. Der Marker wurde
ohne jede weitere Verdiinnung mit je 2,5 pl pro Bahn geladen.

Bei jedem durchgefiihrten WB wurde zudem eine Bahn Kontroll- und eine Bahn Probenlysat
mit monoklonalem Antikérper gegen Actin, einem so genannten ,,housekeeping- Protein und
damit in kranken und gesunden Individuen immer in gleicher Menge vorhandenem Protein
beladen. Dies diente der Kontrolle um unterschiedliche Proteinmengen in Kontroll- und
Probenreagenz anhand gleicher Bandenbreite auszuschliefen.

Die Belichtungszeit und Verdiinnung wurde je nach Protein und Antikérper variiert. Fiir
Actin zum Beispiel, wurde eine Zeit von 1 min und eine Verdiinnung von 1:1000
veranschlagt, da bei langerer Belichtungszeit der Rontgenfilm im Bereich der Actin- Bahnen
aufgrund der auf die Verdiinnung und Menge an Protein zuriickzufithrenden Schwérzung
nicht mehr auswertbar gewesen wére. Fiir die anderen Proteine, bzw. Antikorper wurde die
entsprechend passende Belichtungszeit und Verdiinnung durch Testung ermittelt.

Zur Bestdtigung des Ergebnisses wurde jeder WB abschliefend dreimal unter identischen
Bedingungen (Antikorperverdiinnung, Belichtungszeit etc.) wiederholt. Die letztlich
verwendeten Antikorperverdiinnungen sind unter 2.4 beschrieben. Diese Ergebnisse waren

dann auch mafB3gebend fiir die spétere Auswertung.

2.6 Grundlagen und Technik der Immunhistochemie

Zur Sichtbarmachung der Auffilligkeiten in der Genexpression an den einzelnen
Gewebeschnitten bediente man sich der Immunhistochemie. Polyklonale Antikdrper wurden
dabei in einem Mehrschrittverfahren auf der Basis einer Antigen- Antikorperreaktion mit den

Zielproteinen zur Reaktion gebracht.
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Das Prinzip dieser Technik beruht darauf, dass das jeweilige Markierungsenzym am Ort
seiner Bindung, die iiber ein Antikorpermolekiil erfolgt ist, eine Reaktion katalysiert, durch
die aus einem unsichtbaren, 16slichen Substrat ein sichtbares, unldsliches Produkt entsteht.
Die Immunreaktion wird iiber die Bildung dieses sichtbaren Produkts angezeigt. Haufig
verwendete Enzyme sind die Meerrettich-Peroxidase, die auch in dieser Arbeit verwendet
wurde, sowie die alkalische Phosphatase.

Fiir die Darstellung der zu untersuchenden Proteine in den Riickenmarksschnitten von SOD1-
und Kontrollmdusen wurde das ,,Vectastain ABC-Kit*“ verwendet, das nach der Avidin-
Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) arbeitet. Diese Methode basiert auf der Féhigkeit
des Glykoproteins Streptavidin vier Molekiile Biotin in einem festen Komplex zu binden. Der
Ablauf dieser Immunenzymtechnik gliedert sich in drei Schritte. Zundchst wird der
Gewebeschnitt mit einem unmarkiertem Primérantikdrper inkubiert. Im zweiten Schritt wird
ein biotinylierter Sekundirantikdrper zugegeben, der an den Primérantikorper bindet. Durch
Zugabe von Meerrettich- Peroxidase konjugiertem Streptavidin, das an den Biotinrest des
sekunddren Antikorpers bindet, und dem Substrat DAB wird die Immunreaktion kenntlich

gemacht.

2.6.1 Die Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die tiefgefrorenen Gewebestiicke in Jung —
Tissue Freezing Medium®, einem Einbettmedium, auf Aluminiumgewebehalter aufgeblockt.
Die so aufgeblockten Gewebeschnitte wurden in einem Gefriermikrotom (Kryostat CM3050,
Firma Leica, Bensheim, Deutschland) eingespannt.

Es wurden Gewebeschnitte mit einer Schichtdicke von 18 pm bei —20°C mit einem Messer
des Typs S35 (Microtome Blade, Feather Safety Razor Co.) geschnitten und unverziiglich in
auf 4°C temperierte 1x PBS- Losung tibertragen.

2.6.2 Beschichtung der Objekttriiger
Um fiir die gefdarbten Gewebeschnitte eine bessere Haftung auf den Objekttrigern zu

ermdglichen und ein Abschwimmen der Schnitte zu vermeiden, wurden die Objekttrager
zunichst entsprechend beschichtet.

Primér wurden die Objekttrager mit 70% Ethanol geputzt, mit entionisiertem Wasser gespiilt
und getrocknet. Danach wurden die Objekttrager fiir 5 min mit 0,01%iger Poly-L-Lysin-
Losung (1:10 verdiinnt mit entionisiertem Wasser) bei Raumtemperatur benetzt. Als nachstes
wurde die Poly-L-Lysin- Losung abpipettiert. AbschlieBend wurden die Objekttriger iliber

Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.6.3 Allgemeines Protokoll
A Blocking

1. Einlegen der Schnitte in 0,3% H,O,- Losung fiir 30 min.
2. Waschen aller Schnitte mit 1 x PBS-Ldsung 3 x 5 min.
3. FEinlegen der Schnitte in 2% BSA- Blocking Losung fiir 30 min.
4. Waschen aller Schnitte mit 1 x PBS-Losung 3 x 5 min.
B Inkubation mit primarem und sekundarem Antikérper
1. Priméren Antikorper in entsprechenden Verdiinnungen gelost in die einzelnen Wells
fiillen. Dabei ein Well (z.B. mit SOD1- Schnitt) zur Negativkontrolle lediglich mit 1 x
PBS- Losung fiillen. Danach entweder iiber Nacht bei 4°C oder fiir 60 min bei
Raumtemperatur inkubieren.
2. Waschen aller Schnitte mit 1 x PBS-Ldsung 3 x 5 min.
3. Sekunddren Antikdrper in entsprechenden Verdiinnungen gelost in die einzelnen Wells
fiillen. Dabei ein zweites Well (diesmal mit einem Kontroll- Schnitt) lediglich mit 1 x
PBS- Losung zur Negativkontrolle fiillen. Danach 30 min bei Raumtemperatur
inkubieren.
4. Waschen aller Schnitte mit 1 x PBS-Ldsung 3 x 5 min.
C Farbung und Fixierung der Schnitte
1. Einlegen der Schnitte in ABC- Losung, abgedeckt fiir 30 min.
Waschen aller Schnitte mit 1 x PBS-Losung 3 x 5 min.
Einlegen der Schnitte in das Farbsubstrat fiir 5 min.
Waschen aller Schnitte mit 1 x PBS-Losung 3 x 5 min.
Waschen der Schnitte mit entionisiertem Wasser fiir 3 min.

Ubertragen der Schnitte auf beschichtete Objekttriger.

e A A R e R

Fixierung mittels Glyceringelatine.

2.6.4 Design des Immunhistochemie- Experiments

Fiir dieses Experiment wurde die ,,free-floating-Technik* angewandt. Pro Durchgang eines
Experiments wurden, wie unter 2.6.1 besprochen, je sechs Schnitte eines SODI1, bzw.
Kontroll- Riickenmarks angefertigt. Fiir jedes Riickenmark wurde ein Gewebeschnitt als
Negativkontrolle bearbeitet. Dabei hat man einen Schnitt des SOD1- Riickenmarks und einen
Kontrollschnitt entweder nur mit dem primdren oder nur mit dem sekundidren Antikdrper
inkubiert. An diesen Schnitten war am Ende der Immunhistochemie keine Farbreaktion zu
erwarten. Es wurden sowohl tierische, als auch humane Gewebeproben mit dazugehorigen

Kontrollen untersucht.
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Aufgrund der Tatsache, dass Lectin im ZNS spezifisch von Mikroglia exprimiert wird (Streit
& Kreutzberg, 1987), erfolgte zusitzlich eine Lectin- Farbung an den Schnitten von SOD1-
und Kontrolltieren. Dies diente der Markierung und damit Identifizierung von Mikroglia in
den verwendeten Riickenmarksschnitten. AuBlerdem wurde eine fiir Astroglia spezifische

Farbung von GFAP vorgenommen (Morrison & Vellis, 1983).

Zur weiteren Differenzierung sollte eine Darstellung von Motoneuronen im Bereich der
Vorderhorner von Kontrollméusen, 60 d-, 90 d- und Endstage SOD1 Méusen erfolgen. Hierzu
wurde eine Nissl- Farbung mittels Kresylviolett vorgenommen (Powers & Clark, 1955;

Fernstrom, 1958).
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2.7 Grundlagen der angewandten Zellkulturtechnik

Eine Zellkultur ist die Kultivierung von Zellen in einem Nédhrmedium auflerhalb des
Organismus, d.h. in vitro.

In der vorliegenden Arbeit wurden Primérkulturen von Gliazellen angelegt, welche zuvor aus
dem Riickenmark von sechs Tagen in einem Inkubator (Typ Comp. S 84, Firma Grumbach,
Dipl.-Ing. W. Ehert GmbH, 79312 Emmendingen), bei 38,7 °C bebriiteten Hithnerembryonen
gewonnen wurden. Es wurden die Zellen adhdrent (auf einer Oberfliche) zum Wachsen
gebracht. Das Gewebe wurde mit einer Protease (Trypsin) behandelt, welche die Proteine
abbaut, die den Zellverband aufrechterhalten. Durch Zugabe von Wachstumsfaktoren, in
einem entsprechenden Medium, konnten die Gliazellen zur Zellteilung angeregt werden. Nach
einer Wachstumszeit von sieben Tagen und zweimaligem Austausch des Ndhrmediums,
konnten die Kulturen mit einerseits ALS- Liquor und andererseits gesundem Kontrollliquor

beimpft und anschlieBend dem WB zur Auswertung zugefiihrt werden.

2.7.1 Gewinnung der Liquorproben
Die fiir die Zellkultur verwendeten Kontroll- Liquores wurden von Patienten bei Punktionen

zur diagnostischen Einordnung von nicht entziindlichen Neuropathien oder zum Ausschluss
intrakranieller Blutungen abgenommen, sodass davon auszugehen war, dass diese Proben
keine, fiir eine entzilindliche Genese typischen, laborchemischen Verdnderungen zeigten.

Von ALS- Patienten wurde der verwendete Liquor im Rahmen der erstdiagnostischen
Einordnung entnommen.

Die Proben wurden in jedem einzelnen Fall nach Abgabe einer Einverstindniserkldarung des

Patienten entnommen.

2.7.2 Gewinnung des Riickenmarks aus Hiihnerembryonen
Es wurden pro Versuch insgesamt acht Eier (Gefliigelzucht und Briiterei Ludwig Holzl,

Bliitenstrale 22, 85368 Moosburg a. d. Isar) am unteren Pol kreisformig erdffnet, der
jeweilige Embryo entnommen und in sterile PBS- Losung eingelegt. Danach folgte bei jedem
Embryo dasselbe Protokoll zur Riickenmarksgewinnung.

Unter mikroskopischer Sicht wurden Eingeweide und Kopf abgetrennt. Sodann wurden die
Embryonen in eine weitere Schale mit PBS- Losung gegeben, auf dem Bauch liegend an den
GliedmaBen fixiert und das Riickenmark unter Zuhilfenahme von Pinzetten frei préapariert.
Die Riickenmarksproben wurden danach eisgekiihlt in PBS-Glukose-Losung (PBS-G) 0,6 %

(w/v) gelegt und grob in ca. I mm messende Stiicke zerkleinert. Dieses Riickenmarksgewebe
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wurde in 1 ml PBS-Glukose-Ldsung (0,6 %) mit 20 pl Trypsin vermischt und bei 37 °C fiir

15 min inkubiert.

2.7.3

Beschichtung der Zellkulturplatten

Zum Zwecke einer besseren Adhidsion der Zellen an den Untergrund wurden die

Zellkulturplatten ca. 24 h vor Beginn des Experiments beschichtet. Dies erfolgte mittels

Polyornithin (PORN). Unmittelbar vor Beginn des Experiments wurden ggf. Reste des PORN

abpipettiert und die Platten mit destilliertem Wasser gespiilt.

2.7.4

Allgemeines Protokoll

A Isolierung der Gliazellen:

1.

10.
11.

12.

13.
14.

Zugabe von 800 pl Vollmedium, 100 ul BSA- PBS- EDTA- Losung und 100 pl
DNase zum Riickenmarksgewebe.

3 min mit der Hand schiitteln.

2 min setzen lassen und anschlieBend Uberstand abpipettieren und auf Eis legen.

800 ul Vollmedium und 100 ul BSA- PBS- EDTA- Losung iiber das Sediment und 3 -
5 x titruieren, ggf. hidufiger wiederholen.

2 min setzen lassen anschlieBend Uberstand abpipettieren und zum vorangegangenen
Uberstand auf Eis legen.

Schritt 4. und 5. wiederholen, bis kein Sediment mehr vorhanden ist.

Vorsichtiges Aufpipettieren der auf Eis liegenden Uberstinde in ein Reagenzglas,
angefiillt mit steriler BSA- PBS- EDTA- Losung. Nicht vermischen!

Zentrifugieren des Uberstands durch die BSA- Schicht hindurch, fiir 10 min bei 1200
rpm und 4 °C.

AbgieBlen der BSA- Schicht, bis auf das Sediment, anschlieBend Aufpipettieren von 2
ml Vollmedium auf das Sediment.

Sediment- Vollmediumgemisch auf Eis abkiihlen.

Vorsichtiges Aufpipettieren des gekiihlten Gemisches auf Histodenz™- Losung (6,8
%). Nicht vermischen!

Zentrifugieren des Vollmediumgemisches durch die Histodenz™- Schicht hindurch,
fiir 15 min bei 1600 rpm und 4 °C.

AbgieBen des Uberstands, im Anschluss 2 ml Vollmedium dariiber geben.

Zentrifugieren des Vollmediumgemisches entsprechend Schritt 9.
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15. Abpipettieren des Uberstands bis auf die unterste Sediment- Zellschicht
(Gliazellschicht) und Zugabe von 800 ul MEM- Medium- 1 % Pen/Strep- Gemisch
plus 200 pl FBS.

16. Verteilen des Gemisches auf die vorgesehenen Wells.

17. Medium- Zellgemische fiir ca. 7 d bei 37 °C in den Brutschrank.

18.2 x wochentlich Wechsel des Nahrmediums mit 900 pl MEM- Medium- 1 %
Pen/Strep- Gemisch plus 100 pl FBS.

e Verwendete Losungen: Alle Losungen werden durch einen 2 pl Filter steril gereinigt.

Beimpfen der Zellkultur mit Liquor:

1. Wechsel des Nahrmediums mit 900 pl MEM- Medium- 1 % Pen/Strep- Gemisch ohne
FBS.

2. Ggf. Zugabe von 100 pl der entsprechenden Liquorprobe (ALS- oder Kontrollliquor).

3. Inkubation fiir vorgegebene Zeitdauer (abhingig vom zu untersuchenden Protein).

Isolierung der Proteine aus Zellen und Medium:

1. Abpipettieren des Medium- Liquor- Gemisches von den Zellkulturen.

2. Zweimaliges Waschen der Zellkulturen mit 1000 pl D-PBS- Losung pro Well.

3. Inkubation der Zellkultur in den Wells mit je 100 pl Extraktionslosung (eine
Mischung aus RIPA- Puffer und Proteaseinhibitor) auf Eis (4 — 8 °C) fiir 5 min.;
entsprechend dem WB- Protokoll unter 2.2.

4. Zugabe von 50 pl Complete -Mini (Proteaseinhibitor) zu jeweils 300 pl Medium
(Verhéltnis 1:7) zum Schutz der Proteine.

5. Mittels einer Pipettenspitze, abkratzen der restlichen Zellen vom Boden des Wells und
anschlieBendes Abfiillen sowie entweder Einfrieren auf — 80 °C oder Zufiihrung zur
Proteinmengenbestimmung.

e Fiir den WB des Mediums wird der unter 1. beschriebene Uberstand verwendet.

D Photometrische Proteinbestimmung und Western Blot

e Das Protokoll folgt hierbei dem unter 2.5 beschriebenen Verfahren.

2.7.5 Design des Zellkultur-Experiments

Untersucht wurden wiederum das C/EBP B, SOCS-1 und -3 auf Proteinebene. Analysiert

wurden die Proteinmengen, wie bereits vorangehend beschrieben, mittels WB. Diesem

wurden nach Inkubation mit dem jeweiligen Liquor (ALS- und Kontroll- Liquor), Proben

sowohl ausschlielich aus den Medien als auch aus den Gemischen der glialen Zellen

zugefiihrt. Der Grund hierfiir lag in der Verifikation, ob die nach Stimulation von den Glia
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synthetisierten Proteine wie erwartet in den entsprechenden Mengenverhéltnissen eher in den
reinen Zellgemischen vorgefunden werden und demzufolge nicht sezerniert werden oder an
das Medium abgegeben werden.

Pro zu untersuchendes Protein wurde je eine gliale Zellkultur nicht oder mit Kontroll- bzw.
ALS- Liquor beimpft. Die Liquores der Kontrollen sollten Aufschluss dariiber geben ob ein
signifikanter Unterschied zwischen den Proteinexpressionen unter dem Einfluss von
»gesundem* bzw. ALS- Liquor nachzuweisen ist. Die unbeimpften Zellkulturen sollten einen
Eindruck von der von jeglichen Einfliissen befreiten basalen Proteinexpression geben. Ferner
wurde das Medium der jeweiligen Zellkultur auf das Vorhandensein signifikanter Mengen der
zu untersuchenden Proteine liberpriift. Die Dauer der Beimpfung richtete sich nach den zu
erwartenden Proteinmengen und variierte zwischen 30 min und 48 h. Sie basierte letztlich auf
Erfahrungswerten, die aus mehrfachen Wiederholungen der Experimente gewonnen wurden.

Im Ubrigen entsprach das Design dem unter 2.5.3. beschriebenen Verfahren.

2.8 Statistische Auswertung

Insgesamt wurden fiir die proteinbiochemischen und immunhistochemischen Experimente je
untersuchtes Protein, Gewebeproben von je drei verschiedenen Individuen (Maéuse)
verwendet. Fiir die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse aus den durchgefiihrten
WB herangezogen. Als Referenz diente die Bestimmung der Intensitdtsunterschiede
(Densitometrie) der unterschiedlichen zum Vergleich gestandenen Proteine.

Fiir alle statistischen Auswertungen wurde ein einheitliches Signifikanzniveau von a = 0,05
festgelegt. Alle Ergebnisse mit Streuungswert sind als Durchschnitt + Standardabweichung
angegeben. Bei Durchfiihrung von Tests auf statistische Signifikanz ist der Vergleich der
Irrtumswahrscheinlichkeit p mit der o- Fehlerwahrscheinlichkeit angegeben. Angegebene p-

Werte wurden mit dem zweiseitigen Studenten t- Test bestimmt.

2.8.1 Bildanalyse des Western Blot

Fir die Analyse des WB wurde die Software TINA (TINA Version 2.08e, Raytest
Isotopenmessgerdte GmbH) verwendet. Mit dieser Software ist es moglich die Dichte der
jeweiligen Banden zu bestimmen und fiir die statistische Auswertung vergleichend gegeniiber
zu stellen. Insbesondere wurden bei der Bearbeitung der Hintergrund und die Unschérfe der
Bahnen herausgerechnet, sodass eine moglichst grole Anndherung an die allein durch das
Protein erreichte Dichte erlangt werden konnte. Die fiir die Dichtebestimmung relevante
Flache wurde fiir jedes Experiment neu definiert und fiir Kontrolle sowie Probe bei gleicher

GroBe (mm®) belassen. Somit konnte neben der variierenden Dichte auch der
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unterschiedlichen Bandenbreite, welche sich je nach Proteinmenge unterschiedlich ausprégte,
Rechnung getragen werden. Demnach ergaben sich fiir die Proben und Kontrollen
untergrundkorrigierte Intensitits-/Dichtewerte pro Flicheneinheit (od-Bkg/mm?), welche zur
Auswertung in den t-Test einflossen. Bei jeder Analyse wurde, wie oben bereits erwéhnt,
zusdtzlich  die  Ausprdgung der  Actinbanden  beachtet. Bei  moglichen
Dichteabweichungen/mm?, floss der entsprechende Faktor des Dichteunterschieds in die
Berechnung des jeweiligen Dichteunterschieds von einer Kontrolle zur passenden Probe mit

ein.

2.8.2 Bildanalyse der Immunhistochemie

Die Bildanalyse der Immunhistochemie wurde an einem Lichtmikroskop Axioskop (Zeiss,
Oberkochen) durchgefiihrt, an das tiber eine CCD- Kamera (F10), Panasonic, Hamburg) ein
Computer (Siemens/Nixdorf, Miinchen) angeschlossen war. Zur exakten Steuerung der
Helligkeit des Mikroskops, war in die Stromversorgung des Mikroskops ein handelsiibliches

Voltmeter zwischengeschaltet.
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3  Ergebnisse

Zusammenfassend ergab sich bei der Untersuchung der Expression von
inflammationsassoziierten Genen im Riickenmark der Maus und des Menschen mittels
Microarray eine gegensinnige Regulation von SOCS-1 und SOCS-3. Es fiel eine erhdhte
Expression von SOCS-1 im Gegensatz zu einer verminderten Expression von SOCS-3 auf.
Dies steht im Kontrast zu den bislang publizierten Arbeiten, die die SOCS- Expression in
Modellen von ZNS- Erkrankungen untersuchten (s.u.). Der weiterhin untersuchte
Transkriptionsfaktor C/EBP B zeigte eine Erh6hung der Expression im Riickenmark der Maus
und des Menschen.

Bis auf C/EBP P waren diese Ergebnisse im Wesentlichen auch durch den WB zu bestétigen.
C/EBP B war indes als Protein in seiner Menge, im Vergleich zu den Kontrollen, in SOD1-
Maiusen und humanen Proben vermindert.

Alle drei Proteine fielen bei einzelnen Méusen in ersten Untersuchungen im WB durch eine
Expressionsverdnderung im Krankheitsverlauf auf. Auch gibt es Hinweise fiir eine
schrittweise Verstiarkung der Expression von SOCS-1, bei 60 d und 90 d alten sowie SOD1-
Mutanten im Endstadium. C/EBP  und SOCS-3 erschienen demgegeniiber in ihrer Menge
zunehmend reduziert. Dies wiirde einen Zusammenhang mit der Progression der Erkrankung
nahe legen. Ndheres hierzu unter 4.5.

In anschlieBenden immunhistochemischen Experimenten untersuchten wir die SOCS-
Expression auf zelluldrer Ebene. In gesunden Kontrolltieren fand sich in Neuronen, besonders
auch in Motoneuronen, eine deutliche Expression von SOCS-1 mit einem nukledren
Verteilungsmuster (vgl. Abbildung 18). In erkrankten Tieren war diese nukledre Expression
in liberlebenden Motoneuronen nicht mehr zu detektieren. Der Hauptanteil der SOCS-1-
Expression fand sich bei erkrankten Tieren in glialen Zellen (vgl. Abbildung 18).

Die immunhistochemischen Féarbungen mit SOCS-3 zeigten im Kontrolltier vor allem eine
neuronale Expression, die besonders auch in den Motoneuronen deutlich ausgepriagt war. Im
SODI1 transgenen Tier war dieses motoneuronale Signal - &hnlich wie bei SOCS-1 - im
Verlauf nicht mehr zu detektieren (vgl. Abbildung 23). Hingegen fand sich eine maBige
Signalerhdhung in glialen Zellen. Insgesamt fand sich im Immunoblot eine
Signalverminderung im Vergleich zum Kontrolltier.

Bei C/EBP B fiel eine Anderung der Signalintensitit, vor allem im Bereich der weiBen

Substanz auf.
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Interessanterweise konnten wir mittels Nissl- Farbung des Riickenmarks von Kontrollméusen,
asymptomatischen 60 d und symptomatischen 90 d SOD1 transgenen Méusen eine deutliche
Verringerung der Motoneuronen erst bei 90 d aufzeigen (vgl. Abbildung 25).

Die beschriebenen Expressionsverdnderungen waren also schon priasymptomtisch zu
detektieren. Dies stiitzt die Vermutung die Expressionsverdnderungen konnten Auswirkungen
auf den Motoneuronuntergang haben (siehe 4.7)

Im letzten Schritt wurde versucht, sdmtliche vorgenannten Ergebnisse auch funktionell zu
bestdtigen, wobei hier nach unseren Versuchen keine Expressionsunterschiede infolge
Liquorstimulation mit Liquor von ALS- Patienten verzeichnet werden konnten. Dies soll
weiter unten ndher erdrtert werden. Nachfolgend werden zunéchst die genannten Ergebnisse

genauer analysiert und beschrieben.

3.1 Methodische Uberlegungen

Bei den angewandten Methoden waren mehrfach technisch bedingte Beeinflussungen der
Auswertbarkeit von Ergebnissen zu iiberwinden. So mussten vereinzelt Modifikationen
gefunden werden um die Ergebnisse verifizierbar zu machen.

Grundsitzlich wurden, wie bereits im Methodenteil erwdhnt, bei jedem neuen Aliquot einer
Gewebeprobe mindestens zwei Bahnen zur Actindetektion, fiir Probe und Kontrolle,
mitlaufen gelassen. Hierdurch konnten Proteinmengenunterschiede in den aliquotierten
Gewebeproben erkannt und entsprechend bei der Auswertung beriicksichtigt werden

(Abbildung 7).

Abbildung 7

42 kD

Marker:

Da abgesehen vom Actin- AK alle verwendeten Antikorper polyklonalen Ursprungs waren,
kam es im Rahmen der WB- Experimente zur Bildung von unspezifischen Banden auf dem
Rontgenfilm. In einigen Fillen fiihrte dies zu dem Problem, dass trotz Kenntnis iiber die
Masse des jeweiligen Proteins, die spezifische Bande nicht mit letzter Sicherheit abzugrenzen
war. So etwa bei der Untersuchung von C/EBP 3 und SOCS-3. Um unter den gegebenen
Umstidnden dennoch eine Auswertung zu ermdglichen, bediente man sich immunogener
Peptide (C/EBP B blocking peptide, Santa Cruz Biotechnology, Best.-Nr.: sc-150 X; SOCS3
peptide (206-225), Abcam Ltd. — Acris Antibodies, Best.-Nr.: ab16199). Mit deren Hilfe
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wurden zuvor die Antikdrper in den entsprechenden Spezies generiert. Wenn man diese so
genannten ,,Blocking- Peptide” mit den verwendeten Antikorpern inkubiert, werden die
Antikorper an selbige gebunden und damit verbraucht, sodass sie im Verlauf des WB nicht
mehr fiir eine spezifische Bindung an das zu untersuchende Protein zur Verfiigung stehen.
Folglich verschwindet die spezifische Bande aus dem Rontgenbild und kann so, stellt man sie
dem WB gegeniiber, welcher ohne ,,.Blocking- Peptid“ behandelt wurde, ermittelt werden
(Abbildung 8).

Abbildung 8

C/EBP beta

30 kD

Desgleichen folgte im Falle von SOCS-1, bei welchem kein ,,Blocking-Peptid* zur Verfiigung
steht, die Bestidtigung der Lokalisation der spezifischen Bande mit Hilfe eines Zelllysats
(Jurkat Whole Cell Lysate, Santa Cruz Biotechnology Inc., Bestell-Nr. sc-2204), also einer
Positivkontrolle. Dieses bildet im Bereich der Molekiilmasse von SOCS-1 (24 kDa) eine
Bande.

Insgesamt waren damit - hinsichtlich der Molekiilmasse - etwaige Laufungenauigkeiten des
bei jedem WB verwendeten Markers zu erfassen und einzuordnen.

In der Zellkultur wurde zum verwendeten Medium jeweils FBS zugegeben. Damit dieser
Zusatz jedoch nicht im spiter durchgefiihrten WB storen konnte, indem zum Beispiel
zusétzliche Schlieren oder unspezifische Banden generiert wiirden, wurde beim letzten
Wechsel des Mediums darauf verzichtet und lediglich der jeweilige Liquor (ALS oder

Kontrolle) hinzu gegeben.

3.2 Ergebnisse des Microarray

In Tabelle 6 werden die Ergebnisse der Expressionsanalysen mittels Microarray von SOCS-
1/3 und C/EBP B dargestellt. Es sind jeweils die Faktoren der Verdnderung von KON zu
SOD1 aufgefiihrt, d.h. SOCS- 3 wird beispielsweise in den Kontroll- Mdusen im Mittel 1,87-
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fach starker exprimiert, als dies in den SOD1- Mutanten der Fall ist. In Grafik 1 wird dies

nochmals mittels Balkendiagramm illustriert.

Tabelle 6
x — fache Verdnderung der Expression im Vergleich KON zu SOD1
PROTEIN KON SOD1
SOCS- 1 48
4,98
5,03
SOCS-3 1.93
2,01
1,93
1,61
C/EBP B 7.83
13,46
11,61
- -
Grafik 1
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Fakrtor der ExpressionserhShung im Vergleich von korrespondierenden Miusen (KON- vs. SOD1- Maus)
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33 C/EBPB

Das Gen fiir C/EBP B kodiert mehrere Isoformen, welche durch alternative Aktivierung der
Translation an verschiedenen AUG- Startseiten, und damit verkiirzten transkriptions-
aktivierenden Dominen, zustande kommen. Von den unterschiedlichen AUG- Startseiten
ausgehend, bilden sich Isoformen des C/EBP B mit 40 kD, 35 kD, 20 kD und 8,5 kD (Xiong
et al., 2001; Hsieh et al., 1998).

3.3.1 Das Translationsniveau

Abbildung 9 zeigt ein zur Auswertung herangezogenes Beispiel eines WB mit C/EBP p.
Schon mit bloBem Auge ist der zugunsten der Kontrollen ausgeprigte Dichteunterschied der

Banden aus der SOD- Mutation, bzw. Kontrollprobe zu erkennen.

Abbildung 9

C/EBP beta

Im Rahmen der Datenanalyse der letztendlich verwendeten WB von Endstage- und
Kontrollmédusen ergab sich fiir C/EBP B eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 2,14 %
(67911 od-Bkg/mm? + 21861 vs. 77071 od-Bkg/mm? £+ 24172) und damit ein signifikantes
Ergebnis (Tabelle 7 — Ausgleichsfaktor bereits eingerechnet/ Grafik 2).

Tabelle 7
OD 0 Ausgleichsfaktor (A
od-Bkg od-Bkg
C/EBP1701 42816 49392 KON x 1,06
C/EBP1301 82822 94029 KON x 1,06
C/EBP1101 78096 87791 KON x 1,06
SIGNIFIKANZ 0,02144778
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Grafik 2

C/EBP B
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Im Verlauf ist dabei im Vergleich einer 60 d und 90 d alten SOD1- Maus eine Verringerung
der Synthese von C/EBP B zu erkennen (Abbildung 10 / Tabelle 8).

Abbildung 10
C/EBP beta
B - 20 kD
90d SOD 60dSOD
Tabelle 8
SOD1 Ausgleichsfaktor
(od—Bkg/mmZ) (Actin)
C/EBP 60 d 81824
(20 + 35 + 40 kD Banden)
C/EBP 90 d 57926 60dx 1,01
(20 + 35 + 40 kD Banden)

Ebenso war es in ersten Versuchen moglich mit humanen Gewebeproben konforme
Ergebnisse zu erzielen. C/EBP B erscheint hier in den ALS- Proben desgleichen in seiner
Proteinmenge reduziert (Abbildung 11 / Tabelle 9). Die fiir diese (humanen) Proben

bestimmten Actinmengen sind in Abbildung 7 zu sehen.
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Abbildung 11
Tabelle 9
ALS KON
(od—Bkg/mmz) (od—Bkg/mm:)
C/EBP 19452 42670
(20 + 35 + 40 kD Banden)

3.3.2 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie war fiir C/EBP f eine Variation der Anfdrbung vornehmlich im
Bereich der weillen Substanz zu erkennen (Abbildung 12). Oberhalb der gestrichelten Linie
befindet sich ein Ausschnitt aus dem Vorderhorn des Riickenmarkschnitts einer

entsprechenden Maus, unterhalb dieser Linie stellt sich die wei3e Substanz dar.
Abbildung 12

EBP beta

Vergroferte Ausschnitte aus den Vorderhoérnern von Kontroll- bzw. SODI transgenen
Mausen (Abbildung 13) zeigen im Vergleich ein zu erwartendes Verschwinden von
Motoneuronen (Pfeile) sowie einen stirker angefarbten Hintergrund im Vorderhorn der

SODI1- Maus.
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Abbildung 13

C/EBP beta

In Abbildung 14 zeigt sich eine deutliche Anreicherung von C/EBP B in nicht-neuronalen
Zellen der Vorderhorner (Pfeile), in durch ALS  geschddigten  humanen
Riickenmarksschnitten. Bei diesen Patienten ist eine augenfillige Dezimierung von

Motoneuronen vorzufinden.

Abbildung 14

34 SOCS-1
Laut Datenblatt von Abcam Ltd. zeigt der SOCS-1 Antikérper im WB eines HEK 293

Zelllysats eine spezifische Bande auf Hohe von 24 kDa, was dem eigentlichen

Molekulargewicht entspréche.

3.4.1 Das Translationsniveau

In Abbildung 15 sind SOCS-1 Banden aus den Versuchsreihen mit Riickenmarksgewebe von
Maiusen dargestellt. Es ist eine deutlich dichtere Bande fiir das Zelllysat einer SOD1- Maus zu

erkennen.
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Abbildung 15

SOCS-1
- 24 kD
SOD KON

Die Datenanalyse der Western Blots (Tabelle 10 — Ausgleichsfaktor bereits eingerechnet/
Grafik 3) ergab demnach auch ein zu erwartendes Ergebnis mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,34 % (56617 od-Bkg/mm? + 19715 vs. 21950 od-
Bkg/mm? + 16266).

Tabelle 10
0)) 0 Ausgle akto
od-Bkg od-Bkg
SOCSI1-1 37800 6102 SOD x 1,08
SOCS1-2 54930 21144 SOD x 1,22
SOCS1-4 77121 38604 KON x 1,06
Grafik 3
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Fiir SOCS-1 ergibt sich im Vergleich einer 60 d alten SOD1 transgenen Maus mit einer 90 d
alten Maus, nach Abzug des Hintergrunds, eine zu erwartende Erhohung der Proteinmenge

(Abbildung 16 / Tabelle 11).
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Abbildung 16

SOCS-1
.
90 d KON
Tabelle 11

OD Ausgleichsfaktor (A
od-Bkg

SOCS-160d 14576

SOCS-190d 26544 60 dx 1,01

SOCS-1 zeigte im humanen Riickenmarksgewebe dem Tierversuch entsprechende
Synthesemengen (Abbildung 17 / Tabelle 12). Die fiir diese (humanen) Proben bestimmten

Actinmengen sind in Abbildung 7 zu sehen.

Abbildung 17
SOCS-1

“ B 24 kD

ALS KON

Tabelle 12

| ALS KON

(0od-Bkg/mm?)  (od-Bkg/mm?)
SOCS-1 22360 20815

3.4.2 Immunhistochemie

Abbildung 18 zeigt den Vergleich eines Ausschnitts aus einem Vorderhorn einer gesunden
Kontrollmaus gegeniiber einer SODI1 transgenen Maus. Eindeutig zu erkennen ist ein
nukledres Verteilungsbild von SOCS-1 in den Motoneuronen der Kontrollmaus (Pfeile). Im
Vergleich hierzu findet sich in der SODI1 transgenen Maus eine auffallende Anfirbung
aktivierter glialer Zellen. Deren Morphologie entspricht dem unter 1.2.8.1 beschriebenen
Bild. Motoneurone sind in diesem Bild, bei einem Krankheitszustand im Endstadium, nicht

mehr abzugrenzen.
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Abbildung 18
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Eine augenscheinliche Reaktion im Bereich glialer Strukturen ist auch in Abbildung 19 zu
erkennen (Pfeilspitzen). Hierbei handelt es sich um einen Vorderhornausschnitt aus dem
Riickenmark eines ALS- Patienten. Auffallend sind auBerdem die stark dezimierten
Motoneurone. Durch das angereicherte Lipofuszin (McHolm et al., 1984), einem
Abbaupigment aus dem Fettstoffwechsel, sind die verbliebenen Motoneurone eindeutig

abzugrenzen (Pfeile).

Abbildung 19
SOCS-1
A - o
d / - e ? ]
ALS =" e T
3.5 SOCS-3

Der SOCS-3 Antikorper weist laut Datenblatt im WB eines HEK 293 Zelllysats eine Bande
bei 27 kDa auf.

3.5.1 Das Translationsniveau

In Abbildung 20 ist ein Ausschnitt eines WB fiir SOCS-3 am Mausmodell dargestellt. Nach

dem Augenschein mit hoherer Dichte fiir das Protein SOCS-3 in einer Kontrollmaus.
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Abbildung 20

30kD

SOD KON

In diesem Fall ergab die Analyse der Versuchsergebnisse ebenfalls eine Bestitigung des
Augenscheins mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,53 % (10211 od-Bkg/mm? +
9292 vs. 24491 od-Bkg/mm? + 7538) (Tabelle 13 — Ausgleichsfaktor bereits eingerechnet/
Grafik 4).

Tabelle 13
0)) 0 Ausgle akto
od-Bkg od-Bkg
SOCS3-1603 | 2615 18683 KON x 1,07
SOCS3-1904 | 7446 21780 KON x 1,10
SOCS3-2401 | 20571 33010 KON x 1,06
Grafik 4
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Im Verlauf der Erkrankung einer SOD1- Maus war fiir SOCS-3 eine geringere Proteinmenge
zu verzeichnen (Abbildung 21 / Tabelle 14). Schwirzungen unterhalb der 27 kD Bande
stellen unspezifische Bindungen des polyklonalen Antikorpers dar. Verifiziert nach dem unter

3.1 beschriebenen Prinzip.
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Abbildung 21
27 kD
90d SOD 60dSOD
Tabelle 14
OD Ausgleichsfakto
od-Bkg
SOCS-3 60 d 62267
SOCS-390d 45388 60 dx 1,01

Fir SOCS-3 ergaben sich anhand des humanen Riickenmarksgewebes ebenfalls
Anhaltspunkte fiir eine dem Tierversuch entsprechende Verdnderung der Synthese
(Abbildung 22 / Tabelle 15). Bemerkenswert ist in diesem Fall die offensichtliche
Ausloschung des Signals im post- mortem Gewebe bei ALS. In der humanen Kontrollprobe
ergibt sich ein vergleichsweise schwaches Signal, was aufgrund des niedrigen
Expressionsniveaus von SOCS-3 im gesunden Gewebe (sieche unter 4.3) nicht weiter
verwundert. Die fiir diese (humanen) Proben bestimmten Actinmengen sind in Abbildung 7

zu sehen.

Abbildung 22

27 kD

Tabelle 15
ALS KON

(0od-Bkg/mm?)  (od-Bkg/mm?)
SOCS-3 2,3 44

3.5.2 Immunhistochemie

Auch fiir SOCS-3 ist eine auffallende Verdnderung des Ortes der Synthese zu erkennen.
SOCS-3 wird, wie in Abbildung 23 zu sehen, in gesunden Kontrollmiusen in den
Motoneuronen synthetisiert (Pfeilspitzen), wohingegen im Vorderhorn von SODI transgenen
Maiusen (Endstage), eine deutliche Anreicherung von SOCS-3 in aktivierten glialen Zellen zu

verzeichnen ist (Pfeile).
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Abbildung 23
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3.6 Die Firbung der glialen Zellen

In den folgenden Abbildungen sind, jeweils mit Pfeilen markiert, Farbungen von Astroglia
(GFAP) und Mikroglia (Lectin), in den Vorderhérnern des Riickenmarks von SODI1-
Endstage- Méusen zu sehen (Abbildung 24). Anhand der Morphologie der hier gefirbten
nachweislich glialen Zellen (siehe 2.6.4), wird die Lokalisation der zuvor gezeigten
immunhistochemischen Darstellungen der untersuchten Proteine verdeutlicht.

Abbildung 24
GFAP

3.7 Die Nissl- Firbung

Im Folgenden (Abbildung 25) sind die unter 2.6.4 beschriebenen Nissl- Farbungen zu sehen.
Hierbei zeigte sich in den untersuchten Méusen eine eindeutige Zéasur im Vergleich zwischen
prasymptomatischen 60 d alten SODI- und symptomatischen 90 d alten SODI1- Maiusen.
Motoneurone sind mit breiten Pfeilen, offensichtlich untergehende Motoneurone mit
Pfeilspitzen (nur in 90 d SOD1- Méusen) und gliale Zellen mit schmalen Pfeilen markiert.
Vereinzelt finden sich auch in 90 d alten SOD1- Mutanten noch morphologisch unauftillige
Motoneurone (hier nicht abgebildet).

Dies sind somit im zeitlichen Verlauf konkordante Beobachtungen zu den Verdnderungen im

Rahmen der Expression, von den in dieser Arbeit untersuchten Zytokinen. Offensichtlich
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konnte der spezifische motoneuronale Untergang in engem Zusammenhang mit den
zytochemischen und zelluldren inflammatorischen Verdnderungen bei der ALS stehen

(ndheres hierzu unter 4).

Abbildung 25

3.8 Das Zellkulturexperiment

In der Vergangenheit gelang es unserer Gruppe, bereits in vitro nachzuweisen, dass eine
Stimulierung von neuronalen und glialen Zellkulturen mit ALS- Liquor zu einer glialen
Proliferation und Astrogliose flihrt (Anneser et al., 2004). AuBlerdem konnten wir nachweisen,
dass eine Blockade des metabotropen Glutamatrezeptors der Gruppe I in vitro einen
protektiven Effekt auf den neuronalen Zelluntergang hat (Anneser et al., 2006). Somit ergab
sich der Verdacht, mit dieser Methode dhnlich erfolgreiche Befunde im Hinblick auf SOCS-
1/3 und C/EBP B erhalten zu konnen. Dieser Nachweis blieb jedoch insuffizient. Es war fiir
keines der drei untersuchten Proteine mdglich nach Stimulierung mit ALS- Liquor eine
Erhohung, respektive Verringerung der jeweiligen Proteinmenge nachzuweisen.

In Abbildung 26 sind drei Ausschnitte aus den durchgefiihrten in vitro Experimenten
dargestellt. Die drei Bahnen auf der linken Seite entsprechen dem Ergebnis eines Versuchs
mit glialen Zellen, die rechten Bahnen wurden mit Proben aus dem jeweiligen Zellmedium
beladen. Es zeigt sich ein Signal lediglich auf den mit Zellproben beladenen Bahnen, da die
untersuchten Proteine intrazelluldr zu erwarten sind. Allerdings ist auch deutlich zu erkennen,
dass je nach Beimpfungsform der Kulturen, kein Mengenunterschied des Proteins zu

verifizieren ist.

62



ERGEBNISSE

Abbildung 26

Zellen Medium
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4 Diskussion

Die oben genannten Ergebnisse bieten verschiedene Ankniipfungsmoglichkeiten, um die
Entziindungsprozesse wihrend der Pathogenese von ALS zu interpretieren. Es finden sich
Expressionserhohungen sowohl von den Entziindungsprozess offensichtlich fordernden
Faktoren, als auch von solchen, die diesen in einem mdglichen Feedbackmechanismus
blockieren konnten. Das Wissen um eine Expressionserh6hung zahlreicher Zyto- und
Chemokine aus dem durchgefiihrten Microarray gab hierbei den initialen Hinweis welche

Faktoren von besonderem Interesse sein konnten.

4.1 Bewertung und Interpretation des Microarray

Generell gilt es zu beachten, dass es sich bei der iiberwiegenden Anzahl der bisher bekannten
Arrays, wie u.a. bei Jiang et al. 2005, Dangond et al. 2004, Ishigaki et al. 2002 oder
Malaspina et al. 2001, nicht um solche handelt, die sich ausschlieBlich auf Parameter des
Entziindungsgeschehens konzentrieren. Demzufolge spiegeln diese nur ein schmales
Spektrum der mdglicherweise in ein Inflammationsgeschehen verwickelten Gene mit ihren
Transkriptionsprodukten wider. In der vorliegenden Arbeit war dies jedoch anders. Es wurden
ausschlieBlich  Gene untersucht, deren Transkriptionsprodukte gemeinhin  mit
Entziindungsvorgéngen in Verbindung gebracht werden. Zumal nicht ldngst alle untersuchten
Gene signifikant in ihrer Transkription verdndert waren, iiberrascht es demnach nicht, dass
beispielsweise bestimmte Zytokine in anderen Arbeiten als nicht signifikant veréndert
vorgefunden wurden. Darliber hinaus wurden die in unserem Fall diskutierten Proteine
(SOCS-1, SOCS-3, C/EBP B) noch in keiner anderen Arbeit in diesem Zusammenhang
untersucht.

Unléngst beschrieben Jiang et al. mittels mit LCM kombinierter Microarray- Technologie die
Genexpression degenerierter Motoneurone aus dem Riickenmark von an SALS verstorbenen
Patienten (Jiang et al., 2005). Im Riickenmark von ALS- Patienten sind die Motoneurone
stark dezimiert und eine deutliche gliale Zellreaktion zu verzeichnen (sieche 1.2.8.1). Die LCM
ermOglicht die Isolation einzelner Neurone aus neuronalem Gewebe, wobei die mRNA
qualitativ gut erhalten bleibt (Luo et al., 1999; Ando et al., 2003). Zusétzlich wurden in
diesem Experiment die real-time RT-PCR und die in situ- Hybridisierung angewandt, um eine
Verstirkung der mRNAs zu erreichen, und dabei deren individuelle Mengenrelation zu
wahren. Die Motoneurone zeigten dabei ein komplett verdndertes Expressionsprofil. Es
zeigten sich Auffilligkeiten fiir Gene, die mit dem Zytoskelett, axonalem Transport, mit
Transkription und Oberflichenantigenen, bzw. Rezeptoren, mit dem Zelltod aber auch mit der

Inhibition des Zelltods oder mit der Neuroprotektion assoziiert sind. Gene, die in
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Zusammenhang mit Inflammationsprozessen stehen, zeigten hier indessen keine
liberzeugenden Verdnderungen (Jiang et al., 2005).

In wiefern SOCS-1, SOCS-3 und C/EBP B in der Pathogenese der ALS und der bei ihr
auftretenden MND eine besonders interessante Stellung einnehmen konnten, soll im

Folgenden diskutiert werden.

4.2 SOCS-1, Inflammation und das ZNS
Die basale Expression von SOCS-1 ist im ZNS der Maus sehr niedrig, jedoch findet sich eine

starke Induktion dieser Subtypen zum Beispiel in Modellen einer entziindlichen ZNS-
Erkrankung (Maier et al., 2002). Ganz #hnlich verhilt es sich im Ubrigen mit SOCS-3 (siche
unter 4.3).

SOCS-1 gilt, wie unter 1.5.1.2 beschrieben, u.a. als negativer Regulator von IFN-y und dieses
wiederum als Induktor von CD40, unter anderem in Mikroglia. CD40, welches in reaktiven
Gliazellen bei ALS wohl verstirkt exprimiert wird (Henkel et al., 2004), scheint
dementsprechend einen Anteil an dem Verlust von Motoneuronen in FALS- Méusen zu
haben, indem es auch die Synthese von COX-2 verstdrkt induziert (Okuno et al., 2004). Auf
die Bedeutung von COX-2 bei der ALS wurde bereits unter 1.2.8.2 ausfiihrlich eingegangen.
Von CD40 war bisher schon bekannt, dass es durch die Interaktion mit seinem Liganden
CD40L, welcher hauptsidchlich von aktivierten CD4- postiven T-Lymphozyten exprimiert
wird, entscheidenden Einfluss auf die zelluldre, respektive humorale Immunantwort hat. Eine
mikrogliale Expression von CD40 wurde schon bei Multipler Sklerose, HIV-Enzephalitis
oder Alzheimer nachgewiesen, was Ahnliches auch bei ALS vermuten lassen konnte
(Ubersicht bei Okuno et al., 2004).

Die Expression von SOCS-1 konnte - durch IL-6 induziert - zu einer Blockierung der
Wirkung von IFN-y, und damit schlieBlich zur Inhibierung der TH1-Ausreifung fiihren (Diehl
et al., 2000). Zusammenfassend wird von SOCS-1 vermutet, dass es iiber eine Blockierung
der durch IFN-y vermittelten STAT-la Aktivierung zu einer Inhibierung der
zytokininduzierten CD40- Expression kommt. Dies wiederum sollte unter anderem zu einer
Verminderung der Differenzierung von THI, der NF- kappa B- Aktivierung und der
Sekretion von TNF-o und daraus folgender Hemmung der Inflammationsgenese fiihren
(Wesemann et al., 2002). Wobei nach jetzigem Stand der Kenntnisse die letzteren Punkte in

der Pathogenese der ALS die relevante Rolle spielen sollten.
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4.3 SOCS-3, Inflammation und das ZNS

Die im Hinblick auf ein entziindliches Geschehen bislang erforschten Funktionen von SOCS-
3 wurden bereits unter 1.5.1.3 erldutert. Bezogen auf seine mogliche Bedeutung fiir
inflammatorische Pathologien im Bereich des ZNS, ist bisher jedoch duflerst wenig untersucht
worden.

Von SOCS-3 ist schon ldnger seine Bedeutung als Regulator in der Inhibierung von neuro-
endokrinen Zytokinen und Hormonen bekannt (Auernhammer & Melmed, 2001).

Unter physiologischen Bedingungen soll SOCS-3, dhnlich wie SOCS-1 (s.0.), in niedrigen
Dosen exprimiert werden (Wang & Campbell, 2002). Nichtsdestotrotz kann auch die SOCS-
3- Genexpression im ZNS durch periphere Vermittlung von Zytokinen oder peripherer
Immunstimulation mit unter anderem Lipopolysacchariden (Lebel et al., 2000), Leptin
(Bjorbaek et al., 1998), IL-1 (Auernhammer et al., 1998), signifikant erhoht werden (Maier et
al. 2002). Im Gegensatz hierzu bleiben CIS und SOCS-1 oder SOCS-2 durch periphere
Stimuli unbeeinflusst (Ubersicht bei Wang & Campbell, 2002).

Im Speziellen erlangte man bislang lediglich den Nachweis einer Erhohung der SOCS-3-
Genexpression infolge akuter cerebraler Ischdmie, traumatischem Hirnschaden und
Verletzungen des Riickenmarks (Ubersicht bei Carmichael, 2003).

Angesichts dieser knappen Einsichten bleiben viele Fragen offen, die eine genauere
Einordnung der Bedeutung von SOCS-3 im Bereich des ZNS zulassen wiirden.
Nichtsdestotrotz wird anhand der bereits gefundenen Erkenntnisse aus anderen Erkrankungen
und  Entziindungsreaktionen = weiter  unten  (siche  4.7)  versucht  werden,

Interpretationsmoglichkeiten der in dieser Arbeit gefundenen Auffilligkeiten vorzuschlagen.

4.4 CCAAT/enhancer-binding-protein f (C/EBP B) und die ALS?
Welche mogliche Relevanz hat das Zytokinregulator- Protein C/EBP B fiir die ALS?

Orientierend kann hier ein Blick auf die bereits bekannten Funktionen des Proteins in der
Pathogenese neurologischer und im Speziellen neurodegenerativer Erkrankungen helfen.

Dass COX-2 eine wichtige Rolle im Wesen der Pathogenese von ALS spielt wurde in dieser
Arbeit schon wiederholt diskutiert (Almer et al., 2001; Maihofner et al., 2003). Neuere
Arbeiten zeigen wie unter 1.3.2 besprochen, nunmehr auch eine Abhéngigkeit der Induktion
von COX-2 durch die Expression von C/EBP B. Hier wird C/EBP B aus der Sicht seiner
Aufgabe als Transkriptionsfaktors beleuchtet. Eine Wechselwirkung von Salicylaten wie
Celecoxib oder Acetylsalicylsiure (z.B. Aspirin®) mit C/EBP B soll zu einer Stérung der

Bindung von C/EBP B an seine Andockstelle im Bereich des Promotors/Verstirkers des
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COX-2-Gens fiihren und damit die Vermittlung von entziindlichen Prozessen via
Prostaglandinsynthese hemmen (Ubersicht bei Wu, 2003b). Interessanterweise sollen laut Wu
KK Salicylate neben der Prostaglandinsynthese auch iNOS inhibieren, was durchaus fiir die
Pathogenese von ALS von Bedeutung sein konnte (siehe 1.2.4.) (Wu, 2003a). Die Stérung der
Bindung von C/EBP B an das COX-2-Motif soll auf einer durch Salicylate gehemmten
Phosphorylierung von C/EBP B via RSK beruhen. Hier liegt dann unter Umstédnden auch ein
moglicher Angriffspunkt fiir therapeutische AnstoBe (Wu et al.,, 2005). C/EBP B bindet
auBerdem im IL-6-Gen an das IL-1- Bindungselement, ebenso wie an genregulierende
Regionen von einigen Akut-Phase-Proteinen oder Genen fiir Zytokine (Akira et al., 1990).

Die Rolle von C/EBP B im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen ist bisher kaum
erforscht. Die Induktion der Transkriptionsfaktoren C/EBP B und C/EBP 6 durch pro-
inflammatorische Zytokine in Astrozyten konnte im Jahr 2000 durch Cardinaux et al.
nachgewiesen werden. Uberpriift wurde unter anderem die Wirkung der Zytokine IL-1,
TNF-a, IFN-y und IL-6. Es wurde eine mdgliche Relevanz fiir die Inflammationsprozesse bei
Alzheimer diskutiert (Cardinaux et al., 2000). Man schloss aus den Ergebnissen, C/EBP B
konnte wéhrend bestimmten, innerhalb des ZNS ablaufenden Entziindungsprozessen, an der
Expression von Akut-Phase-Proteinen durch Astrozyten beteiligt sein. Bisher dachte man,
dass etwa ausschlieBlich die Aktivierung von NF-«xB- oder STAT- Proteinen durch pro-
inflammatorische Zytokine zur Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen ausreicht. Inzwischen
weil man jedoch, dass es einer Proteinsynthese und damit zusdtzlichen
Transkriptionsfaktoren bedarf. Die erstgenannten Proteine liegen vor ihrer Aktivierung durch
Zytokine als inaktive Vorstufen in den Zellen vor, spielen also per se keine Rolle bei der
Proteinsynthese. Es fehlte folglich ein Bindeglied, von dem man nun glaubt, es in den
Transkriptionsfaktoren C/EBP B bzw. 8 gefunden zu haben. Sie sollen zusammen mit NF-xB
und STAT die Induktion der Akut-Phase-Proteine steuern (Ubersicht bei Cardinaux et al.,
2000).

In einer reinen Microarray Expressionsanalyse von gad- Méusen (einem Mausmodell fiir die
Parkinsonerkrankung) fand man ebenfalls eine verstirkte Synthese des C/EBP . Dort wird
dem C/EBP B eine besondere regulatorische Bedeutung fiir die Fgf- Genfamilie, einer Familie
mit Aufgaben im Bereich der Entwicklung und Funktion des ZNS, zugeschrieben (Bonin et
al., 2002). In diesem Fall wird C/EBP B als positiver Regulator, im Gegensatz zu seinen
Geschwistern (C/EBP y und {) mit negativen Regulationsaufgaben, nicht ubiqutiniert und
durch Proteasome abgebaut (Hattori et al., 2003). Diese Tatsache konnte auch hinsichtlich
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einer moglichen inflammationsstiitzenden Wirkung bei der ALS, z.B. im Sinne einer
Forderung der entziindlichen Reaktion durch fehlenden Abbau, von Bedeutung sein.

In einer Arbeit liber die HIV- assoziierte Demenz war es moglich, einen positiven, d.h.
verstirkenden FEinfluss von C/EBP [ auf die Transkription von MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1) in humanen Astrozyten zu verifizieren. Dabei soll dieser Effekt
durch Zusammenwirkung von C/EBP § und dem so genannten HIV-1 Tat-Protein zustande
kommen (Abraham et al., 2005). Auch bei der ALS war es mdglich, erhdhte Werte fiir MCP-
1 im Riickenmark nachzuweisen (Henkel et al., 2004). MCP-1 wird u.a. als Folge von
Exzitotoxizitdt, hauptsichlich von Astrozyten aber auch von Neuronen und Mikroglia
synthetisiert, und kann als Chemokin bekanntermallen zu einer Exazerbation von
entziindlichen Reaktionen fiihren (Ubersicht bei Henkel et al., 2004).

Um noch eine, der ALS nahe stehende Erkrankung zu erwéhnen, hat man bei einem Modell
der X-chromosomal vererbten bulbospinalen Muskelatrophie Kennedy, einer weiteren
Motoneuron- Erkrankung, ebenfalls eine Erh6hung der Expression des C/EBP 3 nachweisen
konnen (Lieberman et al., 2002). Und auch hier war es bemerkenswerterweise so wie bei den
zuvor genannten Untersuchungen, dass die Verdnderung der Expression von C/EBP 3 zu den
frithesten Ereignissen gehorte.

In jedem Fall gilt mittlerweile als gesichert, dass C/EBP [ vielschichtige Aufgaben zu
erfiilllen hat. Und diese beschridnken sich nicht nur auf seine Rolle als Transkriptionsfaktor.
Noch ist man nicht in der Lage die unterschiedlichen Funktionen vollstindig in
Zusammenhang zu bringen oder ihre Tragweite entsprechend zu erfassen. Zusammenfassend
gehoren zu den in diesem Zusammenhang relevanten Zielgenen, die einer Regulation durch
C/EBP B} unterliegen, das MCP- 1, Cyclooxygenase 2 (COX2) und CD 14. Fiir alle genannten
Genprodukte ist eine Erhéhung im ALS- Mausmodell, bzw. bei der menschlichen Erkrankung
gezeigt worden (Nguyen et al., 2001; Henkel et al., 2004; Almer et al., 2001).

4.5 Von der Transkription zur Translation

Zur Erstellung dieser Arbeit wurden in den ersten Schritten zundchst Nachweismethoden
verwendet, die nicht unterscheiden, welcher Herkunft die untersuchten Proteine sind. Es
handelte sich also um Gemische von Proteinen, die aus der Summe der im Riickenmark der
untersuchten Méuse befindlichen Zellen und Zellstrukturen zusammengesetzt waren. Dariiber
hinaus machte der erste Schritt — Microarray — lediglich Aussagen liber die Verhiltnisse auf
Transkriptionsniveau. Hier war aber insbesondere von Interesse zu demonstrieren, ob und
wenn ja, in welchen Strukturen im Speziellen die auf Transkriptionsebene gefundenen

Ergebnisse auf die Translation umgesetzt werden. Auf der Basis des bei ALS nachgewiesenen
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entzlindlichen Geschehens wurde zumindest damit gerechnet, eine signifikant verédnderte
Expression der iiberpriiften Proteine, in den fiir die Vermittlung des Entziindungsgeschehens
im ZNS verantwortlichen Mikroglia vorzufinden.

SOCS-1 wurde in seiner Expression als erhdht nachgewiesen, was sich gemall des WB dann
auch auf Proteinebene bestitigen lies. Dies entspricht folglich der Erwartung. Wie oben
besprochen sind die verschiedenen SOCS- Proteine wesentlich an der Inhibierung von
Zytokinvermittlungen beteiligt. Es wire nahe liegend, dass SOCS-1 als Folge der Aktivierung
von beispielsweise Mikroglia als protektiver Faktor verstirkt synthetisiert werden konnte.
SOCS-3 wiederum stellte sich in der Transkription verringert dar, was durch den
durchgefiihrten WB und die passende Immunhistochemie bestétigt werden konnte. Dies mag
zunidchst verwundern, dennoch sollen weiter unten (sieche 4.7) mogliche Erkldarungen
diskutiert werden. Von Bedeutung war in diesem Fall jedoch insbesondere die Tatsache, dass
SOCS-3 im Verlauf (60 d; 90 d) der Erkrankung bei Méausen, eine Expressionsverdnderung in
der Hinsicht durchmacht, als dass die Expression in den verbliebenen Motoneuronen
verschwindet und in den glialen Strukturen entsprechend verstérkt auftritt (siche 3.4.3) aber
insgesamt in seiner Menge reduziert wird (siehe 3.4.2). Naheres hierzu unter 4.7.

Das Protein C/EBP  war genauso wie SOCS-1 im Microarray in seiner Expression erhoht.
Diese Erkenntnis bestdtigt zundchst die unter 4.4 diskutierten bisher schon bekannten
Erkenntnisse iiber die Funktion des Proteins. Jedoch war es uns nicht moglich die gefundenen
Auffilligkeiten im WB zu bestitigen. Hier zeigte sich C/EBP B, nicht nur im Mausmodell,
sondern auch in humanen Proben in seiner Menge als Protein, im Vergleich zu den
Kontrollen, reduziert. Dariiber hinaus ergab sich in ersten Untersuchungen, vergleichbar mit
den Befunden bei SOCS-3, der Verdacht auf eine Verringerung der Proteinmenge im Verlauf
(60 d; 90 d) der Erkrankung. Eine Inhibierung der Translation des C/EBP - Gens durch einen
so genannten ,,upstream open reading frame* (uORF) ist bereits vorbeschrieben (Lincoln et
al., 1998). Bei der ALS womdglich als Schutzreaktion hinsichtlich der bekannten pro-
inflammatorischen Wirkung von C/EBP ? Wenn dies hier der Fall sein sollte, bliebe die
Frage offen, auf welche Art eine solche Reaktion vermittelt werden konnte.

In der nachgeschalteten Immunhistochemie war dariiber hinaus iiberraschenderweise eine
deutliche Reduzierung der Anfiarbung in Bereichen der weillen Substanz von SODI1
transgenen Mausen zu registrieren. Hier hitten wir eher in den Vorderhornern, speziell im
Bereich glialer Strukturen mit Verdnderungen gerechnet. Wie unter 4.4. diskutiert, fungiert
C/EBP B als Transkriptionsfaktor bei entziindlichen Vorgingen und wiirde somit, angesichts

der Entziindungsreaktion bei ALS, dieser Rolle nicht gerecht werden. Ob dies nun
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letztendlich Auswirkungen auf die Pathogenese der ALS hat, bleibt fraglich, zumal wie oben
beschrieben, C/EBP als Transkriptionsfaktor vielmehr inflammationsférdernd wirkt und eine
Mengenreduzierung sich damit eher positiv auf die Pathogenese auswirken sollte. Wieso also
im vorliegenden Fall seine Synthese, d.h. die Translation, nach offensichtlich verstirkter
Transkription, gestort ist, ist damit zum jetzigen Zeitpunkt nicht suffizient zu beantworten.

Mittels angewandter Immunhistochemie war es aber moglich jeweils eine eindeutige
Verdnderung hinsichtlich des Ortes der Synthese jedes einzelnen der besprochenen Proteine,
in der Maus und im Menschen, nachzuweisen. Fiir SOCS-1 uns SOCS-3 war insbesondere
abzuleiten, dass sich deren Synthese im Verlauf in gliale Strukturen verlagert. In gesunden
Maiusen scheint die Synthese auf eher niedrigem Niveau von den Neuronen auszugehen
(nukledres Verteilungsmuster). Gerade aus diesen Befunden heraus dréngt sich die Bedeutung

der Zytokinvermittlung fiir die Pathogenese der ALS auf (siehe unter 3).

4.6 Die Zellkultur

Als in vitro Methode wurden in der vorliegenden Arbeit Experimente in Form von
Zellkulturen angewandt. Zielsetzung war das funktionelle Ansprechen von glialen Zellen und
Motoneuronen auf die Inkubation mit einerseits ALS- Liquor und andererseits Kontroll-
Liquor zu priifen. Es war also von Interesse, ob nach einer solchen Inkubation der Zellen mit
Liquor, eine den Ergebnissen der vorangegangenen Versuche entsprechende Verdnderung der
untersuchten Proteine und ihrer Mengen zu verifizieren war. Wie unter 3.5 dargelegt, war uns
dies selbst nach mehrfachen Modifikationen der Methodik nicht moglich, womit die

deskriptiv gefundenen Auffalligkeiten bislang funktionell nicht untermauert werden konnten.

4.7 Mogliche Wechselwirkungen und ihre Relevanz fiir die ALS
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass SOCS-1, SOCS-3 und C/EBP B im

SOD1- Mausmodell und im humanen post- mortem Riickenmarksgewebe von ALS-
Patienten, in ihrer Expression auffillig verdndert sind. Insbesondere wurde dabei deutlich,
dass diese Verdnderungen, mit Ausnahme von C/EBP B, letztlich bis auf Proteinebene
nachzuweisen sind, und damit zu proteinphysiologischen Effekten fiihren kénnen. Wie
vorangehend erlédutert, sind diese Proteine bereits bei anderen Erkrankungen im Rahmen von
entziindlichen Vorgingen, auch im ZNS, als bedeutende Mediatoren identifiziert, mogliche
Konsequenzen diskutiert und entsprechende Hypothesen aufgestellt worden. Mit dem in
dieser Arbeit gefithrten Nachweis, dass alle hier untersuchten Proteine im SOD1- Mausmodell
und dem Anschein nach auch in humanen Proben, von glialen Strukturen in ihrer Menge

auffallend verdndert synthetisiert werden, ist der Bogen zur ALS und den bei ihr, unter
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anderem im Bereich der Vorderhorner des Riickenmarks ablaufenden entziindlichen
Prozessen geschlagen.

Um einzuordnen, welchen Einfluss diese Mediatoren wirklich auf den entziindlichen Teil der
Pathogenese von ALS haben konnten, muss man sich die bisher gefundenen Zusammenhénge
klar machen und ihre Relevanz fiir die Neurodegeneration bewerten.

Wie unter 1.2.8 aufgeworfen, mogen gliale Zellen eine Schliisselrolle in der Steuerung des
entziindlichen Geschehens spielen. Bislang ist von aktivierten Mikroglia bekannt, dass sie
verschiedene an Entziindungen beteiligte Proteine, wie zum Beispiel TNF-a, IL-6, COX-2
und Stickoxide, sezernieren (Hanisch, 2002). Auch Astroglia (Astrozyten) sind an Prozessen
der Neuroinflammation beteiligt (Dong & Benveniste, 2001). So ist bekannt, dass Astrozyten
die Expression von neurotrophen Faktoren hemmen, und sich selbst an der Ausschiittung von
Entziindungsmediatoren beteiligen, nachdem sie durch Mediatoren stimuliert wurden, welche
ihrerseits von Mikroglia sezerniert wurden. Dies fiihrt wiederum zur Forderung der
Aktivierung von Mikroglia und somit in einen Kreislauf der gegenseitigen Signalverstarkung
(Streit, 2002; Ubersicht bei Weydt & Moller, 2005). Dabei blieb bisher offen, in wiefern die
Neurone selbst aktiv an diesen Prozessen beteiligt sind. Eine Aktivierung von Mikroglia in
Regionen der Motoneuronschédigung bei post- mortem FALS- Patienten, wie unter anderem
im priméren motorischen Kortex oder im Bereich der Vorderhorner des Riickenmarks, konnte
schon histologisch belegt werden (Ince et al., 1996). Dabei fiel auch eine Aktivierung in den
durch Motoneuronuntergang noch schwécher betroffenen Regionen auf. Dies, ebenso wie die
Tatsache, dass an asymptomatischen transgenen Méusen eine mikrogliale Aktivierung gezeigt
werden konnte (Hall et al., 1998; Alexianu et al., 2001), spricht fiir cerebrale entziindliche
Reaktionen schon bevor klinische Symptome einer Motoneuronschédigung auftreten. Mit
Hilfe funktioneller Bildgebung in Form von PET-Untersuchungen konnte man inzwischen
eine cerebrale mikrogliale Aktivierung bestitigen (Turner et al., 2004).

Eine verstdarkte Expression von pro- inflammatorischen Mediatoren im Rahmen der ALS
wurde bereits unter 1.2.8 diskutiert. Nichtsdestotrotz wurde, wie schon mehrfach angedeutet,
bisher noch nie die zelluldre Lokalisation der Expression dieser Faktoren untersucht. Da die
ALS im Gegensatz zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen (wie z.B.
Enzephalomyelitis disseminata oder Alzheimer), einen Einstrom von immunkompetenten
Zellen aus der Peripherie erst in den Endstadien der Erkrankung aufweist (Brujin et al., 2004;
Kawamata et al., 1992), muss bei der ALS die inflammatorische Komponente durch eine
Interaktion von Mikroglia, Neuronen und anderen Glia, wie Astrozyten aufrecht gehalten

werden (Weydt & Moéller, 2005).
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Wir haben nunmehr versucht aus diesen einzelnen Erkenntnissen einen Zusammenhang fiir
mogliche Pathomechanismen der ALS herzustellen.

Dementsprechend konnten wir sowohl am SOD1-Mausmodell, als auch dem Anschein nach
in humanen Proben, nachvollziehbar belegen, dass eine gliale Aktivierung in Verbindung mit
Expressions- und Translationsverdnderungen von entziindungsregulierenden Proteinen
(SCOS-1 & SOCS-3) in diesen Zellen, bei gleichzeitigem Fehlen einer Expression in
Motoneuronen im Krankheitsprogress, zu verzeichnen ist.

Ein Schliisselzytokin mag dabei das IL-6 sein. Es wird auf entsprechende Stimuli hin (u.a. IL-
1, TNF-a) von zahlreichen Zelltypen synthetisiert. Unter anderem von glialen Zellen
(Ubersicht bei Hirano, 1998). Eine verstirkte Expression ist bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie dem M. Parkinson (Miiller et al., 1998), M. Alzheimer (Strauss et al.,
1992) und auch bei der ALS (Nguyen et al., 2001) gezeigt worden. Hierbei sind einerseits
direkte neuroprotektive Effekte von IL-6 beschrieben (Jiittler et al., 2002): IL-6 gehort zu
einer Gruppe von strukturell verwandten Zytokinen, die auch die neurotrophen Faktoren
CNTF, IL-11, LIF und Cardiotrophin (CT-1) mit einschlie8t. Andererseits vermittelt IL-6, vor
allem durch seine pro- inflammatorische Wirkung und iiber die Aktivierung von Gliazellen
und Makrophagen, neurodegenerative Mechanismen im ZNS. Dies ist deutlich am Modell
von IL-6 liberexprimierenden Mausen gezeigt worden, die schwere neuroinflammatorische
und neurodegenerative Verdnderungen aufwiesen (Campbell et al., 1993). Diese Schiden
werden offensichtlich durch die Induktion von Genen, die zur Generierung neurotoxischer
Substanzen fiihren ausgeldst. Ein wesentlicher Signalweg ist hierbei die Induktion von C/EBP
3. Es existieren zwei Signalkaskaden die durch IL-6 aktiviert werden: zum einen {iber das
JAK-STAT-System, im Speziellen iiber STAT-3, und zum anderen {iber die
Transkriptionsfaktoren NF-IL-6 und C/EBP, die auch von manchen Autoren synonym
verwendet werden (Ubersicht bei Kishimoto, 2005; Diehl & Rincon, 2002). Somit konnten
die via IL-6 vermittelten Kaskaden sowohl tiber SOCS-3, als auch durch C/EBP B beeinflusst
werden. Zum Beispiel indem einerseits die IL-6-Wirkung durch SOCS gehemmt und vice
versa iiber IL-6 die Expression von SOCS- Proteinen gefordert wird. Oder andererseits der
inflammationsfordernde Transkriptionsfaktor C/EBP B durch IL-6 in seiner Expression
angeregt und C/EBP [ selbst wiederum positiv auf die IL-6-Synthese wirkt (Kishimoto, 2005;
Cardinaux et al., 2000).

An dieser Stelle ist auch die Verbindung zu einer weiteren Signalkaskade zu setzen, an deren
Ende neben der Induktion des Gens fiir COX-2, auch die des Gens fiir TNF-o und iNOS steht.
Das ebenfalls untersuchte SOCS-1 greift, wie bereits besprochen, im JAK-STAT-System {iiber
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STAT-1(a) hemmend in den Signalweg zur Entziindungsinduktion ein. Demgemaf soll IFN-
v, wie Dbereits diskutiert, iiber STAT-1 und CD40 zu einer Induktion der
Transkriptionsfaktoren NF-kappa B und C/EBP [ sowie daraus folgend zu einer
Expressionserhohung von COX-2 (Okuno et al., 2004), iNOS (Jana et al. 2001) und TNF-a
(Jana et al., 2002) fiihren. COX-2 kann iiber die verstirkte Synthese von PGE, zu einer
verstirkten Glutamatausschiittung aus den Astrozyten (Bezzi et al., 1998) und folglich iiber
eine erhdhte Exzitotoxizitdt zum Motoneuronuntergang beitragen (siche unter 1.2.3). TNF-a
wiederum kann dementsprechend iiber eine Stimulierung der Freisetzung von IL-6 nochmals
die zuerst beschriebene Signalkaskade fordern und infolgedessen das Entziindungsgeschehen
weiter unterstiitzen.

Insgesamt mag beziiglich der inflammatorischen Komponente der Pathogenese von ALS eine
Unausgewogenheit des via IL-6 vermittelten Regelungskreislaufs die ausschlaggebende Rolle
spielen. Hierbei konnte es zu einer Schwichung in bestimmten Bereichen des Regelkreises,
mit anschlieBend folgenden Gegenregulationen kommen.

SOCS-3 welches durch STAT-3 zu einem Teil die IL-6- Wirkungen reguliert, wird, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, in symptomatischen SOD-1-Maiusen als in seiner Expression
verringert vorgefunden. Die SOCS-3-Synthese konnte im Verlauf gewissermallen iiberlastet
werden, d.h., es konnte zu einem bisher nicht nachvollzichbaren Verlust der
Synthesemdoglichkeit fiir SOCS-3 kommen. Oder SOCS-3 kénnte zumindest in seiner Menge
nicht ausreichend synthetisierbar sein, um seine entziindungshemmende Wirkung unter
pathologischen Bedingungen ausreichend zu vermitteln. Selbst wenn dies, wie von uns
ebenfalls gezeigt (siehe 3.5.2), nach dem Untergang von Motoneuronpopulationen, durch eine
Syntheseverstarkung von SOCS-3, in glialen Strukturen, augenscheinlich zu kompensieren
versucht wird. Ebenso gilt es die nachgewiesene Stimulierbarkeit von SOCS- 3 (im Gegensatz
zu SOCS-1) in diesem Zusammenhang zu bedenken. Letzthin war es moglich nachzuweisen,
dass ein Auffiillen der intrazelluldren Proteinreserven von SOCS-3, eine iiber Zytokine
vermittelte, mittels SEB, LPS und ConA induzierte, mit massiver Apoptosereaktion
einhergehende, akute Leberentziindung supprimieren kann (Jo et al., 2005). Dazu waren die
Zellen zuvor in vivo durch alleinige endogene SOCS-3-Produktion nicht in der Lage. Warum
dies auf das unter anderem IFN-y regulierende SOCS-1 nicht zutrifft, bleibt dabei
dahingestellt, jedenfalls wire eine kompensatorische, respektive protektive Aufregulierung
seiner Expression, infolge fehlender anti- inflammatorischer Vermittlung durch SOCS-3
denkbar. Ein anderer Gedanke wire, zu untersuchen, ob STAT-3, wie schon weiter oben

beschrieben, neben der Aktivierung der Makrophagen, auch die der Mikro- bzw. Astroglia, im
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Verlauf, der ALS hemmt. Folglich konnte es als natiirliche Reaktion zu einer Abregulierung
von SOCS-3 kommen um eine beispielsweise via IL-10 vermittelte Aktivierung von STAT-3
nicht zu beeintrdchtigen. Damit wéren aus zwei prinzipiell unterschiedlichen Erwéigungen
heraus, Erklarungsansétze fiir die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse gegeben.

Nochmals unterstrichen sei an dieser Stelle, dass nach unseren Erkenntnissen SOCS-1 und
SOCS-3 in den Neuronen von gesunden Kontrolltieren und hier insbesondere in
Motoneuronen, eine deutliche basale Expression von nukledrem Verteilungsmuster aufweist.
In transgenen Tieren waren SOCS-1 und -3 indessen in den Gliazellen, jedoch nicht mehr in
Neuronen, in ihrer Synthese nachzuweisen. Im Vergleich Kontroll- zu SOD1- Maus, war
SOCS-1 im Gegensatz zu SOCS-3 schon im asymptomatischen Stadium (60 d) augenfillig als
verstarkt exprimiert nachzuweisen (siehe 3.4.2/3.5.2). Hierbei wire, iibereinstimmend mit
unseren Ergebnissen, eine moglicherweise insuffiziente Schutzfunktion der Proteine
gegeniiber den Motoneuronen, welche durch Syntheseerhohung von SCOS- 1 zu

kompensieren versucht wird, im Rahmen von ablaufenden entziindlichen Reaktionen denkbar.

4.8 Mogliche Bedeutung fiir anti- inflammatorische Therapieansiitze

Aus den vorangehend diskutierten Erkenntnissen ergeben sich durchaus mdglich denkbare
therapeutische Ansitze fiir die ALS. Es drangt sich nunmehr auf, dass eine Beeinflussung der
Regulationseinheiten fiir die Zytokinvermittlung ein gewisses Potential in sich birgt.

Aktuell hat man in SODI1-G93A-transgenen Maéusen, nach oraler Verabreichung des
Antidiabetikums Pioglitazon, von welchem als PPARy-Rezeptor-Agonist, eine hohe anti-
inflammatorische Potenz vermutet wird, einen Profit im Verlauf der Erkrankung nachweisen
konnen (Schiitz et al., 2005). Demzufolge konnten die untersuchten Méuse von einer im
Verlauf verbesserten Muskelkraft, Muskelmasse und einem verzdgerten Krankheitsausbruch
profitieren. Zudem {iberlebten die Tiere in diesem Versuch signifikant ldnger als unbehandelte
SOD1-G93A-Miuse. Laut Schiitz et al. konnte sogar ein eindeutiger Schutz der Neuronen vor
dem Untergang sowie ein Riickgang der Aktivierung von Mikroglia nachgewiesen werden.
Von besonderem Interesse ist hier der Umstand einer Reduktion der Proteinmengen von
COX-2 und iNOS, im Vergleich zu unbehandelten Tieren und dariiber hinaus einer Erh6hung
der mRNA der SOCS-1 und -3 Gene. SOD1- mRNA- und Proteinmengen blieben hingegen
unbeeinflusst. Insgesamt sollen diese Effekte nach Schiitz et al. unter anderem durch die
Vermittlung des PPARY- Rezeptors zustande kommen (Ubersicht bei Schiitz et al., 2005).

Die Erhohung der mRNA von SOCS-1 und -3 soll iiber eine durch PPARy vermittelte
Induktion der Transkription ihrer Gene in aktivierten Astro- und Mikroglia erfolgen. Dies

wurde bereits in 2003 von Park et al. gezeigt, die unter der Einwirkung von 15d-PGJ, und
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Rosiglitazon eine Suppression der Entziindungskaskade via JAK-STAT belegten. Das JAK-
STAT-System wird wie weiter oben erldutert u.a durch SOCS-1 und -3 inhibiert (Park et al,
2003). Schiitz et al. duBlern dabei auch die Vermutung, dass die Hemmung des JAK-STAT-
Systems zu der beobachteten Suppression von iNOS und COX-2 beitragen konnte.

Auf diesen Erekenntnissen basierend, ldsst sich ein mdglicher therapeutischer Ansatz
formulieren, insofern man die gewonnenen Erkenntnisse mittels funktioneller
Untersuchungen weiter verifizieren kann. Zur Uberpriifung des Effekts eines SOCS-1-
Mangels wurde inzwischen ein Modell entwickelt, welches sich ,,small- interfering RNA*
(siRNA) zunutze macht um eine Translation der mRNA des SOCS-1-Gens zu verhindern
(Ubersicht bei Kobayashi & Yoshimura, 2005). Dabei konnte eine verstirkte Aktivierung von
dendritischen Zellen belegt werden (Shen et al., 2004). Interessant ist auch eine unldngst
erschienene Publikation, welche sich mit der Regulation des Blutglucosehaushalts beschéftigt.
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Resistin, einem Hormon der Adipozyten, welches
den Insulinsignalweg hemmt, untersucht. Dabei fiel unter anderem auf, dass dieses Hormon
die Aktivierung von SOCS-3 fordert und damit der erste insulinunabhéngige zelluldre Effekt
von Resistin ist (Steppan et al., 2005). Hier stellt sich natiirlich die Frage in wieweit diese

Erkenntnisse Potential fiir die Therapie der ALS bieten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Nach wie vor findet sich ein breites Feld an unerforschten Gebieten in der Pathogenese der
ALS. Leider ist es in den letzten Jahren zu einer Abschwichung der Anstrengungen mit dem
Ziel einer Entschliisselung dieser komplexen Vorgédnge gekommen. Nicht zuletzt die bislang
nur minimalen Fortschritte hinsichtlich therapeutischer Optionen mogen dabei eine
wesentliche Rolle gespielt haben.

Weit iiber 50 Substanzen wurden bisher unter kontrollierten Bedingungen auf ihre
Wirksamkeit hin untersucht, u.a. verschiedene Aminosiduren, Vitamine, Hormone,
Interferone, Kalziumantagonisten, Immunsuppressiva. Bis dato blieben alle Versuche mehr
oder weniger erfolglos (Ubersicht bei Mitsumoto, 1995; McGeer & McGeer, 2005)

Mitte der neunziger Jahre gelang es erste kleine Erfolge zu verzeichnen. In klinischen Studien
wurden im Hinblick auf die exzitotoxische Hypothese mehrere Glutamatantagonisten auf ihre
schiitzende Wirkung bei der sporadischen Form der ALS getestet. Erste Versuche mit dem
NMDA- Antagonisten Dextromethorphan misslangen ebenso wie Ansédtze mit Lamotrigin
(Hemmung der Glutamatausschiittung). Auch Gabapentin (Glutamatsynthesehemmer),
welches im Tierversuch vielversprechend getestet wurde, konnte die Erwartungen im
Experiment am Menschen nicht erfiillen. Erst die Testung von Riluzol, einem
Glutamatantagonisten, erbrachte in zwei Studien mit insgesamt 1114 Patienten eine geringe,
jedoch signifikante dosisabhidngige Verldngerung der Lebenserwartung um drei Monate, in
einem Beobachtungszeitraum von zwei Jahren (Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al.,
1996). Ein Einfluss auf die Progredienz konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Seit
dem Sommer 1996 ist Riluzol zur Behandlung der ALS in der Europidischen Union
zugelassen. Wegen der geringen Wirksamkeit, die vom Patienten subjektiv nicht bemerkt
wird, und den moglichen Nebenwirkungen (Miidigkeit, gastrointestinale Beschwerden u.a.)
sollte dessen ungeachtet die Verschreibung nur nach einem ausfiihrlichen
Aufklarungsgesprich mit dem Patienten und im Rahmen eines palliativmedizinischen
Gesamtkonzepts stattfinden.

Neurotrophe Faktoren wirken zwar auf Motoneurone in vitro und in vivo, doch gibt es noch
keine Hinweise, die auf eine Beteiligung dieser Faktoren im Speziellen in der Pathogenese
von ALS hindeuten konnten. Dennoch besteht die Hoffnung einer Verzogerung der
Motoneurondegeneration im Zuge der Verabreichung von hohen Dosen an neurotrophen
Faktoren. Drei Faktoren wurden dabei bisher in klinischen Studien untersucht: CNTF (ciliary
neurotrophic factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und IGF-I (insulin-like
growth factor I) (Miller et al., 1996; Lotz et al., 1996; Ochs et al., 2000; Ekestern, 2004). Fiir
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BDNF und CNTF konnten demnach bei intrathekaler oder subkutaner Gabe bislang keine
positiven Ergebnisse gefunden werden. Das rekombinante humane IGF-I zeigte innerhalb
zweier Studien widerspriichliche Ergebnisse (Borasio et al., 1998; Lai et al., 1997). Eine
weitere Studie, mit allerdings nur neun Patienten, bei der IGF-I intrathekal verabreicht wurde,
zeigte einen gewissen positiven Effekt auf die motorischen Funktionen (Nagano et al., 2005).
Die Auswertung einer aktuellen Studie steht noch aus. Somit kann aufgrund der
unzureichenden Datenlage beziiglich IGF-I insgesamt noch kein abschlieBendes Urteil gefallt
werden (Mitchell et al., 2002; Ley & Herdegen, 2004).

Zuletzt fassten Traynor et al. 2006 potenzielle neuroprotektive Faktoren, die, wie zuvor
beschrieben, schon im Tiermodell oder Phase I/II Studien getestet wurden, hinsichtlich ihrer
Eignung zur Anwendung in Phase III Studien fiir ALS- Patienten zusammen. Hierbei konnten
20 aussichtsreiche Substanzen gesammelt werden, deren Wirksamkeit fiir die ALS es nun zu
tiberpriifen gilt. Unter ihnen Tamoxifen, Minocyclin, Ceftriaxon, Thalidomid oder CoQ10
einem Antioxidant.

Es gibt jedoch auch erfolgversprechende Ansdtze in anderen, noch nicht so detailliert
erforschten Bereichen der Pathogenese von ALS. So war es das Ziel der vorliegenden Arbeit,
ein wenig mehr Einblick in die endogene Regulation und Gegenregulation des
Entziindungsgeschehens in der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) zu bringen. Es sollte
dessen Rolle néher beleuchtet und vielleicht ein Ansatz fiir das Verstdndnis der komplizierten
Abldufe und mdglicher anti- inflammatorischer Therapieoptionen geschaffen werden.

Die Bedeutung des Entziindungsgeschehens im Rahmen der ALS ist inzwischen kaum mehr
abzustreiten. Auch wenn die entziindliche Reaktion in der Pathogenese nicht am Beginn der
Kausalzusammenhénge stehen mag, konnte sie doch einen erheblichen Beitrag zum Ausmal
und Tempo der klinischen Entwicklung leisten. Bislang wurden lediglich einige erfolglose
Versuche mit unspezifisch entziindungshemmenden Medikamenten am Menschen
unternommen (Ubersicht bei McGeer & McGeer, 2005), jedoch hat man bisher weder
dezidiert die exakten Entziindungsabldufe untersucht, noch versucht an spezifischen Orten der
Regulation von Entziindungskaskaden anzugreifen.

Riickblickend konnten in dieser Hinsicht vielversprechende Ergebnisse gefunden werden, die
zumindest Anlass dazu geben, weiterfiihrende Untersuchungen anzustellen. SOCS-1 und
SOCS-3 mdgen nach unserer Auffassung erfolgversprechende Anwirter sein. Die Ergebnisse
zeigen tiber alle in dieser Arbeit angewandten deskriptiven Methoden hinweg eine
iiberzeugende Konkordanz in ihren Aussagen. Zusammenfassend ergab sich bei der

Untersuchung der Expression von SOCS-1 und SOCS-3 im Riickenmark der Maus eine
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gegensinnige Regulation. Es fiel bis auf die Proteinebene eine erhdhte Expression von SOCS-
1 im Gegensatz zu einer verminderten Expression von SOCS-3 auf. Nach gegenwirtigem
Kenntnisstand ist im Besonderen SOCS-3 von Interesse, da es auffallend eng mit dem IL-6-
Signalweg in Zusammenhang steht und dariiber hinaus nachgewiesen wurde, dass es Einfluss
auf immunkompetene Zellen nehmen kann (Ubersicht bei Kubo et al, 2003; Yasukawa et al.,
2003; Kishimoto, 2005). Der weiterhin untersuchte Transkriptionsfaktor C/EBP B indessen
zeigte im Microarray eine Erhdhung der Expression, jedoch in seiner Menge als Protein, im
Vergleich zu den Kontrollen, eine Verminderung. Seine Rolle bleibt dennoch interessant,
auch wenn die hier gefundenen Ergebnisse zunichst schwer zu interpretieren sein mégen. So
konnte bereits vor zehn Jahren nachgewiesen werden, dass es im Sinne einer zusétzlichen
post- transkriptionellen Kontrolle des Gens, zu einer Inhibierung und/oder Modifizierung der
Translation von C/EBP B- mRNA kommen kann (An et al., 1996; Lincoln et al., 1998;
Calkhoven et al., 2000). Diese Erkenntnis wire eine addquate Erklarung fiir die in dieser
Arbeit gefundene Diskrepanz zwischen der Menge an C/EBP B- mRNA im Vergleich zur
letztendlich nachgewiesenen Proteinmenge. Jedoch bleibt bis dato offen, ob die mogliche
Translationshemmung wirklich als eine bedingte Gegenregulation zur
inflammationsfordernden Wirkung von C/EBP B zu werten ist. Abgesehen davon wird die
Bedeutung von C/EBP B durch den zweifelsfrei nachgewiesenen Einfluss sowohl auf die
durch SOCS-1, als auch SOCS-3 regulierten Signalwege unterstrichen (Ubersicht bei
Kishimoto, 2005; Diehl & Rincon, 2002; Cardinaux et al., 2000).

SchlieBlich nicht zuletzt die Tatsache der iibereinstimmenden Befunde an von uns
untersuchten Gewebeproben von ALS- Patienten ergeben eindeutige Anhaltspunkte fiir die
Relevanz, speziell dieser untersuchten Entziindungsregulatoren hinsichtlich der Pathogenese
der ALS. Diesbeziiglich bedarf es allerdings noch weiterer Nachforschungen, um eine
Signifikanz der von uns gefundenen Auffélligkeiten in humanem Gewebe zu beweisen.

In weiteren unsererseits aktuell durchgefiihrten Untersuchungen deuteten sich
bemerkenswerte Unterschiede sowohl im Ort der Expression als auch in der
Expressionsmenge von SOCS-3 im zeitlichen Verlauf an. Demzufolge wird SOCS-3 von 60 d
alten pra- symptomatischen SOD1 transgenen Mausen bereits kaum noch in den Neuronen,
aber deutlich in glialen Zellen exprimiert, wobei diese in ihrer Morphologie noch klar von
aktivierten Glia zu unterscheiden sind (unpublizierte Daten). Hier werden entsprechende
Untersuchungen fiir SOCS-1 folgen.

Nach obigen Ausfithrungen wird klar, dass gerade auch das Zeitgitter der inflammatorischen

Veranderungen genauerer Untersuchungen bedarf. Deskriptiv gefundene Auffalligkeiten, wie
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die einer unerwartet verdnderten Synthese von C/EBP f im WB oder in der
Immunhistochemie, sollten in jedem Fall funktionell iiberpriift werden, um die Einfliisse und
Dynamik der fokussierten Proteine, respektive Enzyme in vitro widergeben zu konnen.

Hier wire es interessant zu eruieren, ob es einen Unterschied in der Synthese von SOCS-1/3
oder C/EBP B zwischen dem in dieser Arbeit untersuchten, chronisch geschidigten Gewebe
und den akut, durch toxischen ALS- Liquor beeinflussten Zellen gibt. Zudem wire in der
Folge beispielsweise an ,knock-out-“ Maiuse zu denken, die einen Mangel an den
beschriebenen Regulationseinheiten aufweisen. Aber auch ein Tiermodell welches eine
Uberexpression von SOCS-1, respektive SOCS-3 aufweist, wire eine Mdglichkeit zur
weiteren Verifizierung. Methoden die sich ,,small- interfering RNA*“ (siRNA) zunutze
machen, konnten ebenfalls von Interesse sein.

Am Ende dieser Prozesse sollte eine therapeutische Option fiir an ALS leidende Menschen
stehen. Die Zielsetzung ganz allgemein kann in diesem Zusammenhang der Einsatz von direkt
oder indirekt inflammationshemmenden Substanzen sein. Diese sollten dann beispielsweise
an die SOCS- Regulationseinheiten angreifen. Wenn auch nicht mit kurativem Ansatz, konnte

dann im Idealfall diese fatale Erkrankung in ihrer Progredienz gehemmt werden.
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7 Anhang

7.1 Losungen und Puffer

MOPS- Puffer

10x MOPS- Puffer enthélt 0,4 M MOPS, 0,1 M NaOAc und 10 mM EDTA (jeweils bei pH 7,0).
Zur Herstellung von 1 Liter 10x MOPS- Puffer werden benétigt:

83,72 g MOPS

8,20 g NaOAc

292¢g EDTA

Die Substanzen werden in entionisiertem Wasser gelost.

OD- Pufferlosung
OD- Pufferlgsung enthédlt S0 mM Tris- Puffer und 0,1 mM EDTA (jeweils bei pH 7.5).

Zur Herstellung von 1Liter OD- Puffer werden benétigt:
7,88 g Trispuffer
0,03g EDTA

Die Substanzen werden in entionisiertem Wasser gelost.

Probenmischung zur DNase- Behandlung der RNA- Proben

Die folgenden Reagenzien werden in einem fiir die Zentrifuge passenden 1.5 ml Reagenzglas angemischt:
500 ul  Total RNA (1 mg/ml)

100 ul  10x DNase I Puffer

50 ul  DNase I (1 Einheit/pl)

350 pl entionisiertes Wasser

SSC- Puffer Stammlosung
20x SSC- Puffer Stammldsung enthélt 3 M NaCl und 0,3 M Natriumcitrat

Fiir 1 Liter Stamml6sung werden bendtigt:
175,32 gNaCl
88,23 g Natriumcitrat

Die Substanzen werden in entionisiertem Wasser gelost.

Proteinextraktionslosung

Complete”'-Mini (Proteaseinhibitor): 1 Tablette wird in 1,5ml entionisiertem Wasser gelost
Fiir eine 3x konzentrierte Losung werden verwendet:

200 ul  RIPA- Puffer
100 pl  Complete” -Mini-Losung
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Proteinbestimmung mittels Roti®-Nanoquant Firbelésung

Fiir die Bestimmung der Proteinmenge in einem Zelllysat werden benétigt:
200 pl entionisiertes Wasser

1l Protein- Probenlésung

auf

160 pul entionisiertes Wasser

640 ul  Roti®-Nanoquant

Laufreagenz fiir die Elektrophorese
reduzierte Probe: | nicht-reduzierte Probe:

Probe x ul x pl
NuPAGE® LDS Probenpuffer 10 pl 10 pl
NuPAGE®Sample Reducing Agent (10 x) | 4 ul --
entionisiertes Wasser Bis zu 26 pl Bis zu 30 pl
Gesamtvolumen 40 pl 40 pl

Anschlieflend die Proben fiir 10 Minuten bei 70°C erhitzen

NuPAGE®SDS Laufpuffer
40 ml  MOPS SDS Laufpuffer

760 ml entionisiertes Wasser

NuPAGE®Transfer Puffer

Zur Herstellung von 1 Liter 1x NuPAGE®Transfer Puffer werden benétigt:
50ml  20x NuPAGE®Transfer Puffer
100 ml Methanol

850 ml entionisiertes Wasser

PBS-Stammldsung
10x PBS enthilt 1,3 M NaCl, 70 mM Na,HPO,und 30 mM NaH,PO,.

Zur Herstellung von 1 Liter 10x PBS werden benotigt:
75,79 g NaCl

9,93 g wasserfreies Na,HPO,

4,68 g NaH,PO,xH,0

Die Substanzen werden in entionisiertem Wasser gelost.

PBS-TWEEN® 20 Losungs- und Waschpuffer
0,1% PBS-T enthilt:

500 ml 1x PBS-Losung

500 ul TWEEN® 20
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Blocking-Losung:

Zur Herstellung einer 100ml Milchpulverlésung von 5% werden verwendet:
5g fettarme Trockenmilch

100 ml PBS-TWEEN®20 Losungspuffer

Milchpulver- PBS-TWEEN- Losung zur Antikorperverdiinnung beim Western Blot:
Fiir 5 ml Milchpulver- PBS-TWEEN- Losung werden benétigt:

500 ul  Milchpulverlésung (Blocking-Lésung)
4500 pl PBS-TWEEN® 20 Lésungs- und Waschpuffer

BSA- Blocking Losung fiir Immunhistochemie

Fiir 10 ml einer 2 % BSA-Losung werden bendtigt:
10ml 1x PBS-Losung
0,2g BSA

Wasserstoffperoxid (H,0,)-Loésung fiir Inmunhistochemie
Fiir eine 0,3 % H,0,- Losung werden bendotigt:

50ml  1xPBS-Losung

500 pl  H,0, (30%)

ABC-Losung fiir Inmunhistochemie:
5ml 1x PBS-Losung

2 Tropf. Vectastain Reagent A
2 Tropf. Vectastain Reagent B

Die Losung soll 30 min abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubieren

Farbsubstrat fiir Inmunhistochemie

13 Ml H202
200 mg NiSO,
250 ul DAB

auf 10 ml 1x PBS- Losung

PBS/EDTA- Gemisch fiir die Zellkultur

Fiir eine 0,16 %- Losung werden bendtigt:
80mg EDTA
auf

500 ml PBS (DULBECCO’S)
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BSA- Losung fiir die Zellkultur

Fiir eine 4 %- Losung werden benétigt:
0,8g BSA

auf

20ml PBS/EDTA- Gemisch
Yollmedium fiir die Zellkultur

Fiir 50,65 ml Vollmedium werden benétigt:
1,25 ml NaHCO; (7,5 %)

2,5ml Glucose (7,2 %)

1 ml Pferde- Serum (2 %)

500 pl  Penicillin/Streptomycin-Gemisch
auf 45,4 ml L-15 Medium

Histodenz™- Losung fiir die Zellkultur

Fiir 5 ml einer 6,8 %- Losung werden bendtigt:
0,34 g Histodenz™
auf

5 ml PBS/EDTA- Gemisch

MEM Alpha Medium- Pen/Strep- Gemisch
5ml  Pen/Strep- Gemisch

auf

500 ml MEM-Alpha Medium (Gibco)
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7.2 Nachweis der verwendeten Biochemika

Complete -Mini Proteaseinhibitor:
Agarose

Bromophenol Blue Dye

BSA (bovines Serumalbumin)
C4H;1NO; x HCI (Trispuffer)
CH;COONa (NaOAc)

DNase

ECL Western blotting

Detection Reagent 1 und 2

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Formamide

Glucose

H,0, — Wasserstoffperoxid 30%- Losung
HCI

Histodenz™

Hybridization buffer 5 ml (salt- based)
Jung — Tissue Freezing Medium®
KAISERS Glyceringelatine

KcCl

L-15 Medium (Leibovitz) liquid
MagicMark™ XP Western Protein Standard
MEM-Alpha Medium (Gibco)
Methanol

MgClz

Milchpulver - Blotting grade

MOPS

MWG Inflammation Array - Human
MWG Inflammation Array - Mouse
Na,HPO, (wasserfrei):

NaCl

NaH2PO4X 2H20

NaHCO; (7,5 % Lsg.)

NaOH

Natriumcitrat (CsHsNa;O7)

NISO4 X 6H20

Nitrocellulose Membrane Filter Paper Sandwich
(0,2 um Pore Size, 20/pk.):

NuPAGE® LDS Probenpuffer:
NuPAGE® MOPS SDS Laufpuffer:
NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel:
NuPAGE® Transferpuffer:
NuPAGE®Antioxidant
NuPAGE®Sample Reducing Agent (10x)
Paraformaldehyd (CH,0),

PBS DULBECCO’S (Gibco)
Penicillin-Streptomycin-Losung
Poly-L-Lysine

Polyornithin (PORN)

PVDF Membrane Filter Paper Sandwich (0,2 um
Pore Size, 20/pk.)

QIAquick PCR Purification Kit

RIPA Buffer

Roti®-Nanoquant:

TE- Puffer (Tris-EDTA)

TWEEN® 20:

Vectastain ABC-KIT

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Best.-Nr. 1.836.153
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. A 9539
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 11,439-1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,. Best.-Nr. A 2153-50G

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. T 3253
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. S 2889
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Best.-Nr. 1.284.932
Amersham Biosciences, Freiburg, Best.-Nr. RPN2106-V1/V2

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. ED
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 24,511-9
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. E 8751
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. F 8775
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. F 9037
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. G 7021
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. H 1009
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. H 0636
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. D 2158
MWG Biotech, Ebersberg, Best.-Nr. 1180 - 200000

Leica Microsystems Nussloch GmbH, Best.-Nr. 0201 06926
E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 1.04938.0500
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. L 1518
Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. LC5602

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. 22571-020

E. Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 1.06009.2500

E. Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 8.14733.0500

Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe, Best.-Nr. T 145.1
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 69947
MWG Biotech, Ebersberg, Best.-Nr. 2188

MWG Biotech, Ebersberg, Best.-Nr. 2189

E. Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 1.06566.0500
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 71376
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 71505
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. S 8761
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 72082
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 71402
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. N 4882

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. LC2000

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. NP0007

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. NP0001

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. NP0322BOX

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. NP0006-1

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. NP0005

Invitrogen, Karlsruhe, Best.Nr. NP0004

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 76240
Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. 14190-094

Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. 15140-148

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. P §920
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. P 4957
Invitrogen, Karlsruhe, Best.-Nr. LC2002

Qiagen GmbH, Hilden, Best.-Nr. 28104

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. R 0278
Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe, Best.-Nr. K880.2
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. 93302
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Best.-Nr. P 1379
Vector Lab. Inc., Burlingame, CA- USA
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