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1  Einleitung: Die Amyotrophe Lateralsklerose, PACAP

und Superoxiddismutase-1

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung.
Hauptsymptom ist ein Verlust der Willkiirmotorik, bedingt durch ein kontinuierliches
Absterben motorischer Nervenzellen in Cortex, Hirnstamm und Riickenmark (Brown &
Al-Chalabi, 2017; Dukic et al, 2019). Die Erstbeschreibung dieser
Motoneuronerkrankung wurde im 19. Jahrhundert von Jean-Martin Charcot durchgefiihrt
(Charcot, 1869). Aktuell wird davon ausgegangen, dass sich die Pathologie der ALS nicht
auf Motoneurone beschrinkt, sondern dass es sich um eine multisystemische
Netzwerkerkrankung mit charakteristischer gestorter Konnektivitat handelt (Dukic et al.,

2019).

1.1 Privalenzen und Pathologie der ALS

Die Erkrankung betrifft durchschnittlich 2-3 Personen pro 100.000 Menschen/Jahr und
beginnt meist zwischen dem flinfzigsten und sechzigsten Lebensjahr (63.8 = 11.9). Das
Erkrankungsmaximum liegt in der Altersgruppe der 70-74-Jdhrigen. Das
Geschlechterverhiltnis der Erkrankten (Mann:Frau) betrdgt in etwa 1,1:1 (Uenal et al.,
2014). Der Tod tritt in der Regel 3-5 Jahre nach Diagnosestellung, meist durch
respiratorisches Versagen, auf (Ludolph, 2015). Die ALS wird in eine sporadische Form
(sALS), d. h. ohne genetische Komponente und in eine familidre Form (fALS) eingeteilt.
Es wird angenommen, dass ca. 90 % der ALS-Fille sporadisch sind und 10 % vererbt
werden (Brown & Al-Chalabi, 2017; Rosen et al., 1993). Die Entdeckung der Cu?*/Zn**
Superoxiddismutase 1 (SOD1) als erstes mit der ALS vereinbartes Gen (Rosen et al.,
1993) und die Entwicklung eines darauf basierenden transgenen Mausmodells im Jahr
1994 (Gurney et al., 1994) konnten wesentlich zur Aufklidrung moglicher zugrunde
liegender Pathomechanismen beitragen. Die SOD1-ALS Mutation kommt in 20 % aller
fALS und ca. 2-3 % der sALS Fille zur Ausprigung. Insgesamt sind bereits mehr als 150
Mutationen in Protein-codierenden Genabschnitten entdeckt worden (Alsultan et al.,
2016; Kaur et al., 2016; Saccon et al., 2013). Dargestellt sind die hdufigsten Mutationen
der fALS und sALS in Abbildung 1 (entnommen aus Hayashi, Homma & Ichijo, 2016).

Die Mutationsauspragungen zeigen hauptsdchlich ein autosomal-dominantes



Vererbungsmuster und sind in  bereits {lber 30 weiteren, potentiell
krankheitsmodifizierenden Genen nachgewiesen worden (Li & Wu, 2016). Eines dieser
Gene ist das Chromosome 9 Open Reading Frame 72 (C9ORF72), welches bei bis zu
40% der fALS und ca. 6-9% der sALS durch eine Intron-Hexanucleotid-Mutation
gekennzeichnet ist (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Goldstein et al., 2018; Renton et al.,
2011). Das auflerdem fiir die ALS bekannte TAR DNA-binding Protein (TARDBP)
encodiert als TDP-43 (Neumann et al., 2006) ist in ca. 3-5 % der fALS und ca. 2 % der
sALS nachweisbar (Neumann et al., 2006; Tarlarini et al., 2015). Sofern TARDBP bei
zusitzlicher Krebserkrankung in Sarkomen eingeschmolzen vorliegt, wird es als FUS
RNA-binding Protein bezeichnet und ist fiir ca. 5-6 % der fALS und ca. 1 % der sALS
ursidchlich (Ingre et al., 2015; Tarlarini et al., 2015). TDP-43 und FUS sind beides
heterogene RNA-bindende, hauptsdchlich im Nukleus vorkommende Riboproteine
(hnRNP). Sie sind integriert in das Schneiden (Splicing) von mRNA sowie im Transport
selbiger aus dem Nukleus in das Zytoplasma. AuBlerdem sind sie Bestandteil in der
Gentranskription und Reifung von mikroRNA und sind am Formen von Stresskdrperchen
(stress granule) beteiligt. Eine Defizienz von TDP-43 durch nukledre Depletion oder einer
zytoplasmatischen Mislokalisation sind fiir die ALS als moglich krankheitsférdernd
beschrieben (Guerrero et al., 2016). In iiber 95 % der Félle aggregieren die defizienten
TDP-43 Proteine im Gehirn und dem Riickenmark und konnen in gekiirzter
hyperphosphorylierter und/oder ubiquitinierter Form nachgewiesen werden (Chou et al.,
2018). Weitere, weniger frequentierte ALS-Genmutationen bilden Kinesin Family
Member 5A (Brenner & Weishaupt, 2019), CHCHD10 (Bannwarth et al., 2014), Matrin
3 (Johnson et al., 2014), Optineurin (OPTN) (Maruyama et al., 2010), Profilin 1 (Wu et
al., 2012), Senataxin (Chen et al., 2004), Sequestosome 1 (SQSTM1/p62) (Fecto et al.,
2011), TANK-binding Kinase 1 (TBK1) (Cirulli et al., 2015; Freischmidt et al., 2015),
Ubiquilin 2 (UBQLN?2) (Deng et al., 2011), Valosin-containing Protein (VCP) (Johnson
et al., 2010) und VAMP-associated Protein B und C (VAPB) (Nishimura et al., 2004).
Die molekularen Ursachen der ALS scheinen demnach vielfiltig, sind bis heute jedoch

nur in Teilen aufgeklrt.
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Abbildung 1: Hdiufigste Genmutationen als Ursache fiir die familidre und sporadische ALS. (Hayashi et
al, 2016)

1.2 Diagnose, Symptome und Verlauf der ALS

Die diagnostischen Kriterien fiir die Amyotrophe Lateralkslerose sind nach der

revidierten Fassung der El-Escorial-Kriterien von 2015 (Hufschmidt et al., 2017):

1. Ausschluss alternativer Ursachen
2. Progrediente Nachweise von Defiziten im oberen und unteren Motoneuron an

mindestens einer Korperregion

3. Eine klinische Untersuchung und/oder Elektromyographie (neuropathische
Potenziale, Fibrillationen, und/oder positive scharfe Wellen) weist Defizite in

zwel Korperregionen (bulbér, zervikal, thorakal, lumbal) nach
4. ALS ist mit demenziellen Syndromen und Verhaltensédnderungen vereinbar

5. Sensibilitdtsausfélle, Schmerzen und okulomotorische Symptome schlieSen keine

ALS aus
6. Subformen konnen vorkommen:

a. progressive Bulbérparalyse: kombinierte Schiadigung des ersten und
zweiten Motoneurons, die sich ausschlieSlich auf die bulbidren Muskeln

beschriankt

b. Flail-Arm-Syndrom  (Vulpian-Bernhart-Syndrom) oder Flail-Leg-
Syndrom mit ausschlieBlicher oder iiberwiegender Schiadigung des
zweiten Motoneurons, initial asymmetrische periphere Paresen der Arme

oder Beine



c. progressive Muskelatrophie mit ausschlieBlicher Schiadigung des zweiten

Motoneurons und rasch progredientem Verlauf

d. primire Lateralsklerose mit dominanter Schiddigung des ersten

Motoneurons

Symptome und Verlauf der ALS (Hufschmidt et al., 2017; Ludolph, 2015):

Durch den Ausfall des ersten und zweiten Neurons kommt es zu verschiedenen
neurologischen Symptomen: Die Motorikpathologien zeigen sich z. B. durch eine
Atrophie sowie eine Schwiche distaler Muskeln. Eine Parese der kaudalen Hirnnerven
(sogenannte progressive Bulbdrparalyse) féllt vor allem durch eine emotionale Labilitét
mit pathologischem Lachen und Weinen auf. Weitere Anzeichen konnen eine Dysarthrie
(erschwertes motorisches Sprechen) und Dysphagie (Schluckbeschwerden) sein.
Muskeleigenreflexe  konnen — stirker  werden, genauso  kOnnen  positive
Pyramidenbahnzeichen sowie Spastiken und Fibrillationen auftreten. Ein Verlust
dopaminerger Neurone im Mesencephalon kann durch fehlende Authebung der Inhibition
zu einer rigiden Tonuserh6hung der Muskulatur fiihren. Dies kann als extrapyramidales
Symptom klinisch mit einer Spastik (Storung des 1. Neurons) verwechselt werden. Die
Atemmuskulatur und damit die Respiration wird im klinischen Verlauf zunehmend
insuffizienter und ist auch der Grund fiir den letztlichen Tod durch die ALS. Die
Sensibilitdt betreffend zeigen sich unspezifische Symptome wie Taubheit, Schmerzen,
Brennen sowie vestibulire Lagesinnprobleme und Ausfille im Temperatur- und
Vibrationsempfinden. Auffillige sensorisch evozierte Potentiale (SEP) zeigen sich bei
der neurophysiologischen Untersuchung in bis zu 60 % der Félle. Bei 15-60% der
Patienten zeigen sich kognitive sowie Verhaltensauffilligkeiten in Frontalhirnfunktionen
(Exekutive Dysfunktion) und Temporalhirnfunktionen (Gedéchtnis). Bei 5-15 % gibt es

eine Komorbiditit von ALS mit der Frontotemporalen Demenz.

Eine Primdrmanifestation beim Menschen ist zu 25 % bulbdr und betrifft zu 40-50 %
obere Extremititen und zu 20-30 % die unteren Extremititen. Die Priméire
Lateralsklerose geht als Sonderform in 2 % der Fille mit alleiniger Stérung des ersten
Motoneurons einher, bei der Progressiven Muskelatrophie ist zu 20 % nur das zweite
Motoneuron betroffen. Bei all diesen Formen ist im Verlauf eine allméhliche

Ausbreitung, mit kombinierten fokalen Schdden des oberen und unteren Motoneurons,



auf benachbarte oder funktionell zusammenhingende Motoneurone, auf kortikaler und
spinaler Ebene, zu beobachten. Paresen breiten sich auf benachbarte Korperregionen oder

auf die gegeniiberliegende Seite aus.

1.3 Therapieansitze der ALS

Die ALS ist zum aktuellen Stand der Forschung eine nicht heilbare neurodegenerative
Krankheit. Aktuelle sowie frither untersuchte Therapieregime dienten lediglich dem Ziel
der Lebenszeitverlingerung und der Symptomlinderung. Das speziell fiir die ALS
zugelassene Medikament Riluzol (Handelsname: Rilutek oder Generika) fiihrt zu einer
milden Verbesserung der bulbiren und Extremititenfunktion, jedoch hat es keinen Effekt
auf die Muskelstirke. Die resultierend héhere mittlere Uberlebensdauer wurde mit 11.8
bis 14.8 Monaten beschrieben. Dies entspricht in etwa einer 9% hoheren Ein-Jahr-
Uberlebens-Wahrscheinlichkeit (Miller et al., 2002; Miller et al., 2012). Riluzol
verringert eine intrazelluldre Exprimierung von Glutamat und besitzt damit eine
angenommene antioxidative Wirkung auf reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) (Seol et al.,
2016). Die Effektivitdt von Riluzol ist jedoch bis heute nicht vollstindig geklirt und im
Zellversuch der SOD1 (G93A) konnte Riluzol keine Privention vor dem Zelltod
bewirken. Dies unterstiitzt die Theorie, dass eine alleinige Therapie mit Riluzol nicht so
effektiv ist wie eine Kombinationstherapie (Sala et al., 2019). Die Kombination von
Riluzol mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Masitinib (Handelsname Masivet) erscheint in

einer aktuellen Studie als mild erfolgversprechend (Mora et al., 2019)

In Amerika und Japan ist zum aktuellen Stand (im Jahre 2020) das antioxidativ-wirkende
Edaravone (3-Methyl-1-phenyl-5-pyrazolon; Handelsnamen: Radicut; Radicava)
zugelassen. In einer Studie von 2018 mit ALS Patienten konnten durch Edaravone
gegeniiber der Placebo-Gruppe korperliche Funktionsverluste um 33% verlangsamt
werden (Bhandari & Kuhad, 2018). In einer Metaanalyse von Luo et al., 2019 konnten
zudem keine weiteren nachteiligen Effekte bestitigt werden. Folgende, grof3er angelegte,
randomisierte Kontroll-Studien sollen zukiinftig die Wirksamkeit und Sicherheit von
Edaravone bei der ALS untersuchen (Luo et al., 2019). Eine Zulassung von Edaravone
fiir Europa durch die Europdische Arzneimittelbehdrde (EMA) ist derzeitig nicht
gegeben. Die durchgefiihrten Edaravone-Studien wurden aufgrund der zu geringen
Studienlaufzeit und dem fehlenden untersuchten Uberlebenseffekt als nicht EMA-
Leitlinien-entsprechend beurteilt (EMA- Nummer: EMA/293450/2019).



Weitere antiinflammatorische Behandlungsversuche fanden im Jahre 2002 durch
Nimesulid sowie im Jahr 2020 durch Rofecoxib als Cyclooxygenase-2-Inhibitoren
(COX-2) statt. Diese zeigten 1im Tiermodell eine Verzogerung der
Motoneuronschidigung und wiesen damit auf eine wichtige Rolle der COX-2 als
neuroimmunologische Komponente in der Entstchung sowie auf potentielle

Therapiemoéglichkeiten der ALS hin (Pompl et al., 2003; Zou et al., 2020).

Als ein weiterer Angriffspunkt fiir eine mogliche medikamentdse Therapie erscheint der
Immunmodulator Histamin. Ihm wird eine neuroprotektive, anti-inflammatorische,
remyelinisierende Rolle zugesprochen. Durch die Histaminrezeptoren 1 und 4
unterstiitzte Histamin in SOD1 (G93A)-Méusen eine Antiinflammatorik mithilfe der
Aktivierung von Mikroglia. Hierdurch wurden die Zahl des nukledren Faktors ,,kappa-
light-chain-enhancer* von aktivierten B-Zellen sowie die NADPH Oxidase 2 verringert.
Gleichzeitig wurde Arginase 1 und der auf Thrombozyten vorhandene
Adenosindiphosphat-Rezeptor P2Y 1> durch Histamin induziert. Alle diese Vorgénge
waren jedoch nur in Mikroglia von ALS-Erkrankten und nicht in gesunden SODI1
(G93A)-Miusen nachweisbar (Apolloni et al., 2019; Apolloni et al., 2017).

Eine Behandlung der ALS mit dem Antibiotikum Ceftriaxon zeigte in der Vergangenheit
keine klinisch nachweisbare Effektivitit (Cudkowicz et al., 2014; Robberecht, 1992;
Smith, 1992). Eine Studie aus dem Jahr 2020 zeigt hingegen, dass Ceftriaxon eine
Expression des Glutamat-Transporters GLT-1 in neurologisch erkrankten Méusen fordert
und resultierend Symptome sowie Pathologien, wie den Zelltod, verbessern kann (Smaga
et al., 2020). Die mogliche Therapie der ALS mit dem Dopaminagonisten Ropinirol-
Hydrochloride und die damit angenommene Verhinderung von Motoneuronverlusten
wird derzeit erforscht. Die Ergebnisse sind jedoch erst in den ndchsten Jahren zu erwarten

(Morimoto et al., 2019; Takahashi et al., 2019).

Bei bestimmten Nebensymptomen der ALS kénnen Behandlungsversuche unternommen
werden. Fiir die Therapie einer gesteigerten Speichelproduktion (Hypersalivation) kann
Botulinumtoxin (Incobotulinumtoxin A) zur Produktionsminderung eingesetzt werden,
jedoch zeigte sich bei Patienten keine subjektiv wahrnehmbare Verbesserung im
Schluckmechanismus (Paracka et al., 2019). Auch ein Training respiratorischer Muskeln
bei Kindern mit neuromuskuldren Erkrankungen wie der ALS, ergab keine Verbesserung
der Lebensqualitit oder korperlichen Funktionsfahigkeit. Zudem ist hier noch unsicher,

ob es sogar eventuell nachteilige Effekte auf die ALS hat (Silva et al., 2019).



1.4 Lage, Aufbau und Funktion des Kleinhirns, klinische Zeichen bei

Storungen

Die Amyotrophe Lateralsklerose als multisystemische Netzwerkerkrankung (Dukic et al.,
2019) fithrt im erkrankten Organismus zu vielfiltigen, neurodegenerativen
Verdnderungen. Das Kleinhirn allein enthdlt 50 Milliarden Neuronen, was 50 % der
gesamten Neuronen des Gehirns ausmacht (Trepel, 2015). Somit ist es mit seinen
vielfdltigen Funktionen und mdglichen Ausfillen im Rahmen der ALS hinsichtlich des
Aufbaus und der Funktionsweise fiir das zentrale Nervensystem genauer zu betrachten.
Das Kleinhirn befindet sich dorsal der Pons, unter dem Tentorium cerebelli und gliedert
sich in histologisch unterscheidbare Strukturen. Unterteilt werden kann das Parenchym
in Kleinhirnrinde und das Mark. In der Rinde unterscheidet man weiterhin von innen nach
aulen das Stratum granulosum (Kornerschicht), das Stratum purkinjense
(Purkinjezellschicht) und das Stratum molekulare (Molekularschicht). Funktionell besitzt
die Purkinjezellschicht als einzige dieser Schichten eine efferente Projektion zu den
Kleinhirnkernen und ist somit essentiell fiir die neurologische Funktionsfdhigkeit des
Kleinhirns (Trepel, 2015). Ohne Umschaltung der Kerne fiihren Purkinjezellen diese

Projektionen unter anderem auch auf den Ncl. vestibularis lateralis durch (Ulfig, 2008).

Das Vestibulocerebellum (Archicerebellum, Ur-Kleinhirn) ist der &lteste Teil des
Kleinhirns und steht in Verbindung zu den Afferenzen aus den Vestibulariskernen.
Hauptteilig wird dieser Kleinhirnabschnitt durch den Lobus flocculonodularis gebildet
und ist fir die Stiitz- sowie Blickmotorik zustdndig. Dies filihrt phylogenetisch
(stammesgeschichtlich) zur Stabilisierung von Stand und Gang. Das Spinocerebellum
(Paleocerebellum, Altkleinhirn) bekommt seine Afferenzen primir aus dem Riickenmark.
Bestehend aus dem Kleinhirmwurm (Vermis) und der paravermalen Zone der
Hemisphéren sorgt es fiir eine Regulation des Muskeltonus im Korper (Ulfig, 2008). Das
Pontocerebellum (Cerebrocerebellum, Neocerebellum) als grofiter und phylogenetisch
zuletzt entwickelter Teil wird durch Afferenzen aus den pontinen Kernen versorgt. Es
steht in enger Beziehung zum Telenzephalon. Gebildet aus den Partes laterales der
Kleinhirnhemisphiren ist die Funktion des Pontocerebellum vor allem Koordination von

praziser Zielmotorik und der Sprechmuskulatur (Ulfig, 2008).



Allgemein klinische Symptome bei Kleinhirnerkrankungen (Ulfig, 2008):

Dysmetrie Fehlende Kontrolle dariiber Bewegungen richtig

abzumessen. Dies fiihrt zu hypermetrischen Bewegungen.

Dysdiadochokinese Zusammenwirken  antagonisierender =~ Muskeln  ist
pathologisch. Im  klinischen Test zeigen sich
Auffalligkeiten in  den  schnellen  Pro- und

Supinationsbewegungen, z. B. bei Schraubendrehen.

Intentionstremor Auftreten von  Zittern bei  Bewegungsintention.

Pathologisch ist im klinischen Test der Finger-Nase-

Versuch.
Makrographie Verwackelte, gro3e Schrift
Skandierende Sprache Abgehackte, stotternde Sprache
Rebound-Phidnomen Abruptes Abbremsen einer Bewegung ist unmoglich

Grobschligiger Nystagmus Langsame und schnell entgegen gerichtete

Augenbewegung
Muskelhypotonie Geschwichter Muskeltonus
Rumpf- und Stammataxie =~ Unruhiger Sitz und Stand, Schwanken

Gangataxie Unsicherer, breitbeiniger Gang, erh6hte Sturzneigung

Spezielle Kleinhirnpathologien im Rahmen der ALS

Im Rahmen einer Multisystemerkrankung wie der ALS kann auch das Kleinhirn mit
seinen Funktionswegen betroffen sein. Eine inflammatorische Antwort durch das
Interleukin IL1B, den Tumornekrosefaktor TNF alpha sowie vermehrt aktivierte
Microglia und eine Astrozytose konnten fiir das Kleinhirn der ALS-erkrankten Maus im
Wobbler-Mausmodell —nachgewiesen werden (Saberi et al, 2016). Im
Diffusionsgewichteten-MRT zeigt der Tractus Dentato-Rubro-Thalamo-Corticalis und
der Tractus Spinocerebellaris nachweisbare Diffusionsstorungen in ALS-erkrankten
Patienten im Gegensatz zu Gesunden (Tu et al., 2019). Im Rahmen der ALS fiihrt eine
Atrophie des Volumens der grauen Substanz des Gyrus praecentralis im GroBhirn zu einer

kompensatorischen VergroBerung des Volumens der grauen Substanz im Kleinhirn
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(entsprechend der Kleinhirnrinde) und zeigt somit die relevante Verbindung zwischen
dem priméren motorischen Cortex und dem Kleinhirn im Rahmen der Erkrankung (Qiu
et al., 2019). Die Atrophie des Kleinhirnrindenvolumens korreliert im Rahmen der ALS
jedoch nicht mit dem klinischen Ausmaf} der kognitiven Beeintrachtigung bei Patienten
(Consonni et al., 2019). Zudem sind cerebelldre Degenerationen volumetrisch eher fokal
als global charakteristisch. Bei der sporadischen ALS imponieren cerebellédre Pathologien
in Lappchen I-IV des Lobus anterior cerebelli, bei der CO9ORF72 Mutation treten

Degenerationen im Lobus posterior cerebelli auf (Bede et al., 2021).

Auch zelluliérer Stress hat, z. B. durch eine Uberexpression der humanen SODI im
transgenen  Mausmodell, neben dem  bereits bekannten Einfluss  auf
Motoneurondegeneration, einen Effekt auf mikroskopischer Ebene des Kleinhirns. Hier
kommt es zu einer Herunterregulation des Transportproteins Calbindin-1 in der
Purkinjezellschicht, was in einer hoheren Vulnerabilitit und nachfolgend in einer
Degeneration der Purkinjezellen resultieren konnte (Afshar et al., 2017). Auch fiir die
ALS-assoziierten Gene Ataxin 2 und COORF72 konnte ein Purkinjezellverlust im Verlauf
der Erkrankung nachgewiesen werden (Chew et al., 2015; Tan et al., 2016). Kontrér dazu
hat zelluldrer Stress am Anfang des Mauslebens aber auch einen permanenten
proliferativen Einfluss auf die Neurogenese des Kleinhirns, besonders auf das Stratum
granulosum (Roque et al., 2019). Aktuell kann aufgrund dieser z. T. gegensétzlichen
Forschungsergebnisse keine klare Aussage dariiber getroffen werden, wie definierend der
Effekt von z. B. zelluldrem Stress durch eine tiberexprimierte SOD1 im ALS-Mausmodell

auf das Kleinhirn ist.

1.5 Die Superoxiddismutase-1 (SOD1)

Wie bereits im Jahre 1993 publiziert, spielt die zytoplasmatische Cu?*/Zn?*
Superoxiddismutase 1 (SOD1) des Menschen als Mutationsvariante eine grofle Rolle in
der Entstehung der Amyotrophen Lateralsklerose (Rosen et al., 1993). Im Normalzustand
reguliert die SOD1 die Redox-Potentiale durch Katalyse der Transformation von
Superoxid-Anionen (02°) in Wasserstoffperoxid (H202) (Park et al., 2019). Die SOD1 ist
damit ein Enzym, dass eine antioxidative Wirkung auf zelluldrer Ebene besitzt und eine
Mutation dieser konnte daher zu erhéhtem zelluldrem Stress fiihren (Shibata, 2001). Eine
heterozygote Ausprigung der SODI1-Mutation, mit verminderter Enzymaktivitit, ist
bereits mehrfach als Ursache fiir die familiire ALS beschrieben. Jedoch fiihrt auch die
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homozygote Form ¢.335dupG (p.C112Wfs*11) zu einer vollstindig fehlenden
Funktionsfihigkeit der SOD1. Dieser Phinotyp ist mit schwerwiegenden progressiven
Motoneuronverlusten, beinbetonten Tetraspastiken und leichter Atrophie sowie erh6hter
Erschreckbarkeit bei Hyperekplexie (startle disease) assoziiert. Im Unterschied zur
homozygoten Form zeigen heterozygote Triger keinen offenkundigen neurologischen

Phénotyp (Park et al., 2019).

Im Rahmen der ALS ist oxidativer Stress auf eine vermehrte Bildung von zelltoxischen
Sauerstoffradikalen (ROS) zuriickzufiihren, welche durch eine Fehlfunktion der SODI1
entstehen kann. Das aktive Zentrum der SOD1 benutzt als Enzym oberflachlich gelegenes
Kupfer (Cu) als Katalysator. Eine erhohte Reaktivitit sowie eine erleichterte
Erreichbarkeit fiir Substrate konnte bei einer erhohten SODI1-Fehlfaltung oder bei
Mutationen in der Enzymstruktur nachgewiesen werden (Bakavayev et al., 2019; Julien
& Kriz, 2006). Dieser zelluldre Stress wurde bereits fiir die Auswirkungen der SOD1
(G93A)-Mutation untersucht und zeigt, dass eine aktive Sezernierung von
Zytokinradikalen bei Microglia, welche durch die G93 A-Mutation aktiviert werden, zum
ALS-typischen Motoneurontod fiihrt (Basso et al., 2013). Weitere nicht-zelluldre,
autonome Gliazellen wie die Astrozyten und Oligodendrozyten zeigen bei einer
selektiven Herunterregulierung der SODI1 in mutierten Tieren ein verldngertes
Uberleben, sodass im Umkehrschluss der SOD1-Mutation sowie den Gliazellen eine
essentielle Rolle in der Pathogenese der ALS zugesprochen werden kann (Boillée et al.,
2006; Wang et al., 2011; Yamanaka et al., 2008). Eine mitochondriale Dysfunktion durch
die SOD1-Mutation geschieht iiber eine Verringerung der Atmungskettenaktivitit und
Herabsetzung der Ca?" Pufferkapazitit (Damiano et al., 2006; Mattiazzi et al., 2002).
Glutamat als exzitatorischer Neurotransmitter im zentralen Nervensystem fiihrt in der
SODI1-mutierten Form iiber eine exzessive Freisetzung zu einer Ca>* Uberladung und
somit zur oben beschriebenen mitochondrialen Dysfunktion (Tadic et al., 2014). Diese
Glutamat-induzierte Neurotoxizitit wird als Exzitotoxizitit bezeichnet und als
pathologische Grundlage fiir die ALS vermutet (Rothstein et al., 1992). Unterstiitzt wird
dies durch die nachgewiesene Wirksamkeit des Wirkstoffs Riluzol, welcher den Verlauf
der ALS durch Reduzierung Glutamat-induzierter Toxizitidit modifizieren kann
(Bensimon et al., 1994). Das endoplasmatische Retikulum, beeinflusst durch die SOD1-
Mutation, zeigt eine Stérung in der Proteinqualititskontrolle, eine Uberladung durch neu

synthetisierte Polypeptide und fiihrt resultierend iiber zelluldren Stress zur Zellapoptose.
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Diese Vorgénge sind fiir die SALS sowie die fALS beschrieben (Atkin et al., 2008; Nagata
et al., 2007). Ein gestorter axonaler Vesikeltransport konnte in SOD1-mutierten Méusen
nachgewiesen werden (Pun et al.,, 2006) und konnte im Zusammenhang mit einer
Krankheitsverschlimmerung der ALS durch aufgehaltenen Transport essentieller
zelluldrer Bestandzeile stehen. Eine Prionen-dhnliche Vermehrung und ein
Zusammenbau der mutierten SOD1 durch z. B. Zell-zu-Zell-Ubertragung steht im
Zusammenhang mit neuroinflammatorischen  Prozessen mit resultierendem

Motoneurontod (Brown & Al-Chalabi, 2017; Grad et al., 2014).

Zusétzlich zu den unter Kapitel 1.1 beschriebenen Privalenzen und Pathologien sind die
hier genannten pathologischen Funktionsweisen und Auswirkungen der SODI-
Mutationen in Abbildung 2 dargestellt. Neben der mutierten SOD1 spielen jedoch auch
weitere Pathologien eine Rolle in der neuroinflammatorischen und letztlich
neurotoxischen Motoneurondegeneration im Rahmen der ALS. Die wichtigsten in der
Literatur beschriebenen Vertreter sind in Abbildung 3 dargestellt. Zu nennen sind u. a.
TANK-binding Kinase 1 (TBKI1) (Cirulli et al., 2015; Freischmidt et al., 2015),
Optineurin (OPTN) (Maruyama et al., 2010) und Sequestosome 1 (SQSTM1/p62) (Fecto
etal., 2011).

Da die ALS erst dann diagnostiziert werden kann, wenn das Absterben von
Motoneuronen bereits in vollem Gange ist, muss es das Ziel experimenteller
Bemiihungen sein, einerseits noch lebende Motoneurone vor dem Zelltod zu bewahren
und in ihrer Funktion zu erhalten. Andererseits fehlen bislang auch suffiziente spezifische
Biomarker, die gefahrdete Motoneurone bereits in einem frithen Erkrankungsstadium
identifizieren konnen. Neuropeptide wie z. B. PACAP sind hier interessante Kandidaten,
die solch eine neuroprotektive bzw. diagnostische Stellung libernehmen kdnnten. Diese
mogliche tragende Rolle in der ALS Erkrankung ist bisher kaum untersucht und sollte

Fokus dieser Arbeit sein.
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die pathologischen Funktionsweisen und Auswirkungen der SODI-
Mutationen in Motoneuronen und Gliazellen. Signalwege, die durch die SODI-Mutation verstdrkt werden
sind mit einem schwarzen Pfeil markiert und verminderte Prozesse sind mit einem gepunkteten Pfeil
markiert. Eine mutierte SOD] fiihrt u.a. zu einer Mitochondriendysfunktion, zu zelluldrem Stress im
endoplasmatischen Retikulum (ER), zu einer Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und zu
einer Glutamat-induzierten Exzitotoxizitdt.. Ein gestorter axonaler Transport, ein verminderter
Stoffwechsel der Myelinscheiden und nichtzelluliire autonome Prozesse wie Neuroinflammation oder

Prionen-artige Vermehrung konnen ebenfalls Motoneurone schddigen. (Hayashi et al., 2016)
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Abbildung 3: Pathologische Ursachen fiir Neuroinflammation und Motoneurondegeneration in Vesikeln
und Stressgranula. Proteine wie z. B. SOD1 kénnen iiber eine Fehlfaltung zu einer Hochregulierung von
Signalsubstanzen wie NF-xB, Interferon-f oder TNF-o. fiihren. In Stressgranula fiihrt z. B. TDP-43 zu einer
den Prionen-dhnlichen Vermehrung und zum Zusammenbau der fehlgefalteten Proteine. Beide
Mechanismen in den Vesikeln sowie in den Stressgranula fiihren zu Neurotoxizitdt und

Motoneurondegeneration (Brown & Al-Chalabi, 2017).
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1.6 Der Neurotransmitter PACAP

Das  Neuropeptid  Pituitary-adenylate-cyclase-activating-polypeptide ~ (deutsch:
Hypophysen-Adenylatcyclase-aktivierendes-Protein; PACAP) wurde initial aus dem
Hypothalamus isoliert und gehort zu einer Genfamilie, der auch das Vasoaktive
Intestinale Polypeptid (VIP), Secretin, das Wachstumshormon (GH) sowie Glucagon
angehoren (A. Miyata et al., 1989; Vaudry et al., 2009). Funktionell sind mit PACAP38
(38 Aminosiuren) und PACAP27 (27 Aminosduren) zwei Isoformen beschrieben. Beide
Varianten unterscheiden sich zwar durch die unterschiedliche Aminosédurekettenlénge,
jedoch dhneln sie sich in der Aktivierung von cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) in der Hypophyse (Atsuro Miyata et al., 1989; A. Miyata et al., 1989; Miyata et
al., 1990; Sherwood et al., 2000). Im ZNS wird PACAP u.a. von Neuronen im
Hippocampus, der Amygdala, der Substantia nigra, und der cerebelldren
Purkinjezellschicht exprimiert. Im PNS sind sensible Neurone im Spinalganglion
PACAP-positiv (Botia et al., 2007; Hannibal, 2002). Auch in sympathischen und
parasympathischen Neuronen sowie in einigen somatomotorischen Neuronen konnte
PACAP nachgewiesen werden (Fahrenkrug & Hannibal, 2004; Hannibal, 2002). Dariiber
hinaus wird PACAP aber auch von manchen Gliazellen, Endothelzellen, Lymphozyten
und Makrophagen exprimiert (Dickson & Finlayson, 2009). PACAP entfaltet seine
Wirkung iiber die drei G-Protein-gekoppelten transmembranen Rezeptoren PACI,
VPACI1 und VPAC2 (Harmar et al., 2012). Wihrend PAC1 selektiv nur PACAP bindet,
wirken PACAP und das verwandte VIP mit dhnlicher Affinitdt auf VPACI und VPAC2.
Die PACAP-Rezeptoren aktivieren, vermutlich iiber eine direkte oder indirekte
Epithelial-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR)-Aktivierung (Maugeri et al., 2019; Moody
et al., 2019), Signalkaskaden wie unter anderem Proteinkinase A, Proteinkinase C
(Vaudry et al., 2009), MAP-Kinasen (Lelievre et al., 1998) und NF-kB (Delgado &
Ganea, 1999). Abgebildet ist diese Funktionsweise nachfolgend in Abbildung 4.
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Abbildung 4: Signalweg und Funktionsweisen von PACAP. PACAP wird iiber den G-Protein gekoppelten
PACI Rezeptor gebunden und nimmt tiber cAMP und Proteinkinase A Einfluss auf die MAP-Kinasen.
Dieser Signalweg wird auch durch den Epithelial Growth Factor (EGF) unterstiitzt. PACAP besitzt zudem
Einfliisse auf die Umwandlung von Mikroglia von einer améboiden zur hypertrophen Morphologie und
fiihrt somit zu einer vermehrten Neuroinflammation. Eine Verstdirkung von axonaler Regeneration nach
Nervenverletzung ist zudem nachgewiesen. Protektive Wirkungen von PACAP auf die Apoptose von IPSC-
abgeleiteten Stammzellen aus Motoneuronen sowie auf Glutamat-induzierte Exzitotoxizitdt von Ratten-

Motoneuronen konnte nachgewiesen werden (Maugeri et al., 2020).

PACAP besitzt, wie unter Abbildung 4 aufgefiihrt, verschiedene neuroprotektive, aber
auch neuroinflammatorische Funktionen und Auswirkungen auf das ZNS. Eine Wirkung
im traumatischen Kontext konnte bei der axonalen Regeneration von axotomierten Nervi
faciales im Umkehrschluss gezeigt werden. Einerseits flihrte eine PACAP-Defizienz zu
einer Verzogerung der Nervenregeneration (Armstrong et al., 2003), andererseits zu einer
Herunterregulation von PAC1 nach Verletzung und wies somit auf eine erhdhte
Zellapoptose hin (Mattsson et al., 2006). Des Weiteren wird dem PACI durch eine
Signalverstiarkung ein milderndes Potenzial auf Neurodegeneration, cerebrovaskuléres
Trauma (z. B. Schlaganfall) oder peripheres Organversagen zugesprochen (Liao et al.,
2019). Auch fiir akute Infektionen wie der Toxoplasmose durch den Parasiten
Toxoplasma gondii besitzt PACAP eine zellprotektive Wirkung auf periphere
Immunzellen. PACAP konnte im Versuch die Immunantwort auf den Erreger durch
Erhohung der Phagozytosekapazitit der Makrophagen und Monozyten verbessern und

die Produktion von inflammatorischen Zytokinen verringern (Figueiredo et al., 2019).

Fir eine Involvierung von PACAP im Rahmen chronischer, neurodegenerativer
Erkrankungen wie der ALS spricht zundchst das im okulomotorischen Kern im Gegensatz
zum hypoglossalen Kern hochregulierte Gen ADCYAPI1, welches fiir PACAP kodiert.
Dies deutet auf eine geringere Vulnerabilitdt der Muskeln fiir Augenbewegung durch eine
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trophische Wirkung von PACAP in ALS-erkrankten Motoneuronen hin (Maugeri et al.,
2020). Weiterhin ist eine potentielle neuroinflammatorische und/oder neuroprotektive
Wirkung von PACAP aktueller Stand der Wissenschaft. So konnte PACAP einerseits
durch Uberfiihrung von Mikrogliazellen von améboider zu hypertropher Struktur (Ringer
et al., 2013) die Neuroinflammation im SODI1-G93A Mausmodell der ALS forcieren,
jedoch fiihrt gegensétzlich auch eine PACAP-Defizienz bei Knockout Méusen (PACAP-
/-) zu einer Apoptose-steigernden Expression von Caspase-3 und somit zu einer
abweichenden Entwicklung im unreifen Kleinhirn (Allais et al., 2007). Eine Verbindung
von PACAP mit zelltodreduzierender Wirkung auf Motoneurone ist in diversen Studien
untersucht worden. So reduziert PACAP eine Hypoxie-induzierte Akkumulation von
mutierter SOD1 und fiihrt somit auch zu verringerter unkontrollierter Autophagie und
Zelltod (D'Amico et al., 2020). Durch eine Behandlung von humanen ALS-erkrankten
Motoneuronen mit PACAP zeigte sich eine verbesserte Erhaltung der Zell-Vitalitdt und
eine Verringerung des Apoptose-Marker-Proteins BAX (Bonaventura et al., 2018).
Appliziertes PACAP wirkt zudem protektiv auf hyaline Matrizen gegeniiber oxidativem
Zellstress durch Inhibition von Matrix-zerstorenden Enzymen (Szentléleky et al., 2019).
Auch eine schiitzende Wirkung vor glutamaterg-induzierter Toxizitédt konnte fiir PACAP
nachgewiesen werden (Morio et al., 1996). Diese anti-glutamaterge Wirkung nutzt man
bereits therapeutisch im Rahmen der ALS durch das Medikament Riluzol (Bensimon et
al., 1994) und wirft die Frage auf, inwieweit PACAP diese Neuroprotektion in der

Zukunft unterstiitzen konnte.

1.7 Das SOD1-G93A Mausmodell der ALS

Die Entdeckung der Cu?*/Zn?* Superoxiddismutase 1 (SOD1) als erstes mit der ALS-
vereinbares Gen und das erste transgene SOD1-Mausmodell aus dem Jahr 1994 konnten
wesentlich zur Aufkldarung moglicher zugrunde liegender Pathomechanismen beitragen
(Gurney et al., 1994; Rosen et al., 1993). Bis zum heutigen Tag wurden iiber 20
verschiedene SOD1-Mutation-Mausmodelle etabliert (De Giorgio et al., 2019). Die
verwendeten Méuse in dieser Arbeit tragen entsprechend dem SOD1-G93 A Mausmodell
eine hohe Anzahl menschlicher SOD1 mit der pathologischen Punktmutation Glyzin zu
Alanin an Protein-Position 93 (G93A). Resultierend fithren sowohl heterozygote, als auch

homozygote SOD1-Mutationsauspragungen zu verstirktem neuromuskuldrem Zerfall
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(Gurney et al., 1994; Park et al., 2019). Die Symptome der ALS-erkrankten Mause sind

vergleichbar mit denen des Menschen.

So fallen im pradsymptomatischen Stadium (< Tag 90) der Erkrankung SOD1-transgene
Maiuse zunéchst bei elektrophysiologischen Untersuchungen auf. Hier zeigen sich eine
erhohte Amplitude sowie ein erhohter durchschnittlicher Neurotransmittervesikelinhalt
(Quantal Content) im Endplattenpotential. Dies suggeriert eine erhdhte Freisetzung von
Acetycholin in den synaptischen Spalt. Eine gleichzeitige hohere Frequenz von Giant-
Miniature-Endplattenpotentialen (GMEPPs) spricht derweil fiir eine Degeneration der
intrazelluliren ~ Ca** Konzentration in Nervenenden. Fir die Miniatur-
Endplattenpotentiale (MEPP) mit ~0.4 mV deutet die erhohte Amplitude bei gleichzeitig
erniedrigter durchschnittlicher Anstiegszeit auch auf post-synaptische Verdnderungen

hin (Rocha et al., 2013).

Im bereits symptomatischen Stadium der ALS (> Tag 90 — ca. Tag 120) ist klinisch vor
allem ein deutlicher Gewichtsverlust der Miuse nachzuweisen (Ringer et al., 2013). Des
Weiteren sind fiir die ALS-Mausmodelle Muskelatrophien, unsicherer Gang und Tremor
nachweisbar (Stephenson & Amor, 2017). Letztendlich fiihrt die Erkrankung zu
zunehmender Paralyse durch Verlust von Motoneuronen im Riickenmark (Gurney et al.,
1994). Im Prinzip sind die iberwiegende Anzahl an bislang erforschten und postulierten
Pathomechanismen auf Untersuchungen am SODI1-G93A Mausmodell der ALS

zuriickzufiihren, was den Stellenwert dieses Modells untermauert (siche Abb. 2).

Wie bereits beschrieben sind Pathologien auf elektrophysiologischer Ebene zum Teil
auch bei der ALS im symptomatischen Stadium des Menschen nachweisbar. So ist ein
auffilliges Sensorisch-evoziertes-Potential (SEP) bei der neurophysiologischen
Untersuchung in bis zu 60 % der Félle nachweisbar und kann fiir die Diagnose der ALS

nach den El-Escorial Kriterien hinzugezogen werden (Hufschmidt et al., 2017).

1.8 Auswirkungen einer Deletion von PACAP auf Neuroprotektion

und Neuroinflammation im SOD1-G93A Mausmodell der ALS

In der dieser Dissertation zugrunde liegenden Arbeit von Ringer et al, 2013 wurden
mogliche autokrine und parakrine Effekte von PACAP-Signalen auf Neuroinflammation
und Neuroprotektion im SOD1-G93A Mausmodell der ALS untersucht. Der PACAP-

spezifische Rezeptor PACI1 konnte bei den Wildtyp-Méusen in somatomotorischen und
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viszeromotorischen Neuronen des Hirnstamms nachgewiesen werden, jedoch
exprimierten nur die viszeromotorischen Neurone PACAP als autokrine Grundlage fiir
die Rezeptorregulation. Die SOD1 (G93A)-Maiuse zeigten im Gegensatz dazu nur eine
geringe Induktion der PACAP mRNA in den ALS-geschidigten somatomotorischen
Neuronen und die Degeneration war unverdndert. Sympathische, pragangliondre
viszeromotorische Neurone waren in den SOD1 (G93A)-Méusen im Verlauf der ALS
resistent, wiahrend die pragangliondren parasympathischen Neurone zunehmend
degenerierten. PACAP-defiziente SOD1-Mause zeigten, neben einem noch stirkeren
parasympathischen Neuronenverlust als die Gruppe der alleinigen SOD1-Mutation,
zusitzlich eine Degeneration der prigangliondren sympathischen Neurone. Resultierend
konnte eine Expression von PACAP und PAC1 mit einer moglichen Neuroprotektion von
zentralen viszeromotorischen Motoneuronen in SODI-Miusen mithilfe autokriner
Mechanismen in Verbindung gebracht werden. Der neuroinflammatorische Fortschritt
durch nachgewiesenen Wechsel der Mikroglia von einer amdboiden zu einem
hypertrophen Phénotyp, konnte in den SODI1-Méiusen, jedoch nicht in den PACAP-
defizienten SOD1-Maiusen, nachgewiesen werden. Somit konnte endogen zugefiihrtes
PACAP zytotoxische Mikrogliafunktionen fordern und damit die ALS-Erkrankung
vorantreiben. Diese Hypothese stimmte mit der Verldngerung der Lebenserwartung, der
Erhaltung der untersuchten motorischen Funktion der Zunge und damit des
parasympathischen N. hypoglossus (XII) bei PACAP-defizienten-SODI1-Miusen
gegeniiber PACAP-Wildtyp-SOD1-Méusen {iberein. Zusammenfassend konnte die
mogliche protektive Rolle der PACAP Expression in viszeromotorischen Neuronen und
der gegensitzliche Effekt in der Funktionsweise der Mikroglia bei den SOD1-Méusen
nicht abschlieBend geklart werden. Diese zuriickliegenden Ergebnisse von Ringer et. al.,

2013 sollten daher fiir diese Dissertation als Grundlage dienen.

1.9 Zielsetzungen der Arbeit

Basierend auf den Ergebnissen von Ringer et al. scheint PACAP mogliche
neuroprotektive sowie moglicherweise degenerative Effekte auf Nervenzellen im SOD1-
Mausmodell der Amyotrophen Lateralsklerose zu haben. Die aufgefiihrten Ergebnisse
bezogen sich jedoch nur auf Areale des Hirnstamms und Teile des Riickenmarks. Eine
Aussage iiber das Kleinhirn im Laufe der ALS Erkrankung wurde nicht getroffen.

Speziell PACAP wird im Kleinhirn von den Purkinjezellen exprimiert, der zugehdrige
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PACI1-Rezeptor findet sich in den Granulosazellen des Stratum granulosum (Botia et al.,
2007). Gebunden werden PACAP und das verwandte VIP {iber VPAC1 und VPAC2,
welche vor allem durch Neurone, Gliazellen, Endothelzellen, Lymphozyten und
Makrophagen exprimiert werden (Dickson & Finlayson, 2009). Das Kleinhirn als
wichtiges Verschaltungszentrum fiir feinmotorische, muskuldre Bewegungen spielt im
Rahmen der neurodegenerativen ALS damit eine entscheidende Rolle. Es besitzt als
alleinstehende Struktur des Gehirns bereits 50 Milliarden Neuronen, was 50 % der
gesamten Neuronen des Gesamthirns ausmacht (Trepel, 2015). Durch diese
Reichhaltigkeit an Neuronen ist zu vermuten, dass zu Beginn der Erkrankung ein erh6hter
Zellzerfall nachgewiesen werden konnte. Mit dieser Arbeit sollte zentral untersucht
werden, welche Wirkung der Neurotransmitter PACAP im SOD1-Mausmodell der ALS

auf das Kleinhirn makro-sowie mikroskopisch hat.

Dazu wurden zundchst Maushirngewebe von Ringer et al. (2013) herangezogen,
histologische Préparate von den Méausehirnen inklusive Kleinhirn erstellt und nach dem
Farben mit Giemsa-Farbung unter dem Mikroskop analysiert. Hierbei wurden die
Purkinjezellen des Kleinhirns im Rahmen der ALS-Erkrankung auf mogliche

Zelldegeneration histologisch untersucht.

In einem zweiten Schritt betrachtete diese Arbeit die mdglichen makroskopischen
Unterschiede in der KleinhirngroBe unter Einfluss von PACAP. Dazu wurden
Magnetresonanztomographie (MRT)-Bilder von SODI1- und/oder PACAP-defizienten

Maiusen angefertigt.

In einem letzten Schritt wurden histologische Bilder mit MRT-Bildern auf ihre
Nutzbarkeit fiir einen Nachweis makroskopischer Verdnderung im Verlauf der ALS
gepriift und verglichen. Hier sollte untersucht werden, ob bereits in vivo eine Aussage
iiber eine mogliche Kleinhirnatrophie durch das MRT gemacht werden kann. Derzeitig

ist dies nur iiber eine postmortale Sektion moglich.

18



2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerite

Zur Anfertigung der histologischen Kleinhirn-Priparate wurden folgende Gerite

verwendet:

Tabelle 1: Gerdte

Name Modell Firma
Magnetriihrer MR-80 Heidolph Instruments
GmbH (Schwabach)
Inkubator Function Line UT6 Heraeus Electronics
Corporation (Hanau)
Mikroskop Provis AX 70 Olympus (Hamburg)
Mikroskop-Objektiv SWH10x-H/26.5 Olympus (Hamburg)
Digitalkamera uCo0 Olympus (Hamburg)
Rotationsmikrotom HM 325 Thermo Scientific
(Waltham, Massachusetts)
Reinstwasseranlage xCAD TKA-Wasseraufbereitung
(Niederelbert)
Thermoplatte Prazitherm Stork-Tronic (Stuttgart)
Vortex MS2 Minishaker IKA (Staufen)
Wasseraufbereitung Membran-Vakuumpumpe Vacuubrand (Wertheim)

2.1.2 Software

Tabelle 2: Software

Name Firma
cellSens Olympus Life Science
GraphPad Prism 4.0 GraphPad Software (San Diego, USA)
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Name Firma

ImageJ 1.X National Institutes of Health (Bethesda, MD, USA)

Horos DICOM Viewer Free and open source code software (FOSS) program
that is distributed free of charge under the LGPL license
at Horosproject.org and sponsored by Nimble Co LLC
d/b/a Purview in Annapolis, MD USA

Windows 7 Professional Microsoft (Redmond, USA)

Word, Excel, PowerPoint | Microsoft (Redmond, USA)
(Office 365)

2.1.3 Gewebeproben

Die zu untersuchenden Gehirne fiir die histologische Analyse wurden in den
Untersuchungen von Dr. Cornelia Ringer im Rahmen eines Tierversuches
(Genehmigungsnummer 65/2007, RP GieBlen) aus Mausen entnommen, fixiert und in
Paraffinblocken konserviert (Ringer et al., 2013). Genotyp, Messzeitpunkt und
Identifikationsnummer der M4iuse sind in Tabelle 9 im Anhang dargestellt. Das
prasymptomatische Stadium wurde mit Tag p60/70 und das Endstadium mit Tag p120
definiert.

Fiir den radiologischen Abschnitt dieser Arbeit wurden erneut 24 Maushirngewebe
verwendet und im MRT untersucht. Die fiir die Arbeit verwendeten Datensdtze der
Mausgehirne lagen zum Teil bereits vor (Genehmigungsnummer G5/2018, RP GieBen;
Dissertation von Dr. med. dent. Carolin Kresse aus dem Institut fiir Anatomie und
Zellbiologie, Marburg, 2019). Die reinen PACAP-Knockout Tiere entstammen aus
eigener Zucht des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie, Marburg
(Genehmigungsnummer Ex-06-2018, PU Marburg). Alle verwendeten Mduse hatten den
genetischen Hintergrund C57BL/6. Alle untersuchten Tiere sind unter Angabe des
Messzeitpunkts, Genotyp und Identifikationsnummer in Tabelle 10 dargestellt.
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2.1.4 Schnittserien

Bereits im Jahr 2013 wurden von einem Grofiteil der vorhandenen Paraffinblocke
Schnittserien angefertigt. Diese sind auch fiir diese Arbeit herangezogen, durch weitere

Objekttrager erweitert und mit Giemsa-Losung gefarbt worden.

2.1.5 Losungen und Chemikalien

Tabelle 3: Losungen und Chemikalien

Losungen Chemikalien Hersteller

Giemsa-Losung Carl Roth (Karlsruhe)
TESAP (Triethoxilyl- Merck KGaA
propylamin)
Aceton Carl Roth (Karlsruhe)
Xylol (Dimethylbenzen) Carl Roth (Karlsruhe)
Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe)
Essigsdure (CH3COOH) Carl Roth (Karlsruhe)
Eukitt Eindeckmedium Sigma Aldrich

2.2 Methoden

2.2.1 Silanisieren und Vorbereitung der Objekttriger

Vorbereitung der Objekttriager durch Silanisierung

Die Objekttrager wurden zur besseren Anhaftung der Gewebeschnitte mit TESAP
beschichtet. Diesen Vorgang nennt man ,silanisieren®. Hierzu wurde vorab eine
Waschlosung mit etwa 60 °C heilem Wasser mit einer haushaltsiiblichen Menge an
Spiilmittel versetzt. Des Weiteren wurden 70%iger Ethanol in Reinstwasser, technisches
Aceton sowie 2% TESAP (Triethoxilyl-Propylamin) und demineralisiertes Wasser
bereitgestellt.
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Waschung der Objekttriager

Zuerst wurden die Objekttriger in Halter eingesetzt sowie verkratzte Objekttrager vorab
aussortiert. Die Halter wurden danach in durchsichtige Késten zu je 200 Objekttrigern
eingerdumt und danach fiir eine Stunde mit Waschldsung auf einem Schiittler gewaschen.
Fiir 200 Objekttrager wurden etwa 1,7 L heiles Wasser mit einem Schuss Spiilmittel
benotigt. AnschlieBend wurde der Inhalt der Késten dreimal mit heilem Wasser
gewaschen. Es erfolgte ein Waschdurchgang mit demineralisiertem Wasser sowie einmal
mit Reinstwasser aus der Reinstwasseranlage. Zuletzt wurden die Objekttriger mit
70%igem Ethanol fiir 45 min gewaschen. Nach dem Waschen der Objekttriger erfolgte
nun zuerst eine Trocknung im Trockenschrank bei 60 °C. Nach einer Kontrolle, ob die
Objekttrager einwandfrei getrocknet waren, wurden jeweils eine Spiilwanne mit
demineralisiertem Wasser und eine mit destilliertem Wasser vorbereitet. Drei weitere
Schalen wurden mit je 200 ml Aceton befiillt und nur die erste mit 4 ml TESAP (somit

2%ige Konzentration) versetzt.

Beschichtung

Die Objekttriager wurden fiir 30 Sekunden in die Schale mit 2%igem TESAP eingetaucht,
anschlieBend jeweils einmal 30 Sekunden in die Schalen mit Aceton. Darauthin folgte
ein kurzes Eintauchen in das demineralisierte, danach in das destillierte Wasser. Hierauf

folgend wurden die Objekttriager bei 42 °C getrocknet.

2.2.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Die in dieser Arbeit untersuchten Mausehirne stammten alle aus der Arbeit von Ringer et
al. (2013) und wurden von Dr. Cornelia Ringer und Prof. Dr. Burkhard Schiitz fiir diese
Arbeit zur Verfligung gestellt. Des Weiteren lagen vom Grofteil der bereits in
Paraffinblocken konservierten Gewebe Schnittserien vor. Da diese Serien zum Teil
unvollstidndig vorhanden waren und das Kleinhirn nicht immer so weit angeschnitten war
wie benétigt, wurden sie in dieser Arbeit durch weitere Objekttrager mit fortlaufenden
Schnitten durch das Mikrotom ergénzt. Durch das Rotationsmikrotom wurden 7pum dicke
Serienschnitte erstellt, im Wasserbad bei 42 °C gestreckt und auf die silanisierten

Objekttrager aufgezogen. Hierbei wurden immer 5 Schnitte auf einem Objekttriger
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platziert, die mit fortlaufender Objekttrager-Nummer beschriftet waren. Anschlieend

wurden die Schnitte bei 70 °C im Inkubator getrocknet.

Auf diese Weise standen ca. 50-60 Objekttrager pro Tier zur Verfiigung, die einen

fortlaufenden Querschnitt im sagittal angeordneten Hirn darstellten.

2.2.3 Giemsa-Firbung

Ansatz der Giemsa-LOsung

Die Stammlosung wurde im Verhéltnis 1: 10 mit destilliertem (dest.) Wasser verdiinnt.
Um ein Ausfillen der Farbstoffe zu vermeiden, wurde erst dest. Wasser in eine
Glaskiivette gefiillt und dann vorsichtig die filtrierte Stammldsung hinzugegeben. Fiir das
Farben wurde anschlieBend die Losung in eine Férbeschale gefiillt, sodass die
Objekttragerhalter eingetaucht werden konnten. Die verwendete Giemsa-Losung enthélt
Azur-Eosin-Methylenblau. Das Ergebnis dieser Farbung waren ca. 7-9 Farbstufen von
blau und rot. Diese dienten in dieser Arbeit zur qualitativen Beurteilung der

Purkinjezellschicht des Kleinhirns.

Durchgefiihrtes Fiarbeprotokoll

Tabelle 4: Férbeprotokoll

Losung Zeit Exakt | Vorgang

Xylol 5 min Nein Entfernung des Paraffins
Xylol 5 min Nein Entfernung des Paraffins
Absoluter Alkohol 5 min Ja Rehydrierung
(Isopropanol)

Absoluter Alkohol 5 min Ja Rehydrierung
(Isopropanol)

96%iger Alkohol 5 min Ja Rehydrierung

90%iger Alkohol 5 min Ja Rehydrierung

80%iger Alkohol 5 min Ja Rehydrierung
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Losung Zeit Exakt | Vorgang

70%iger Alkohol 5 min Ja Rehydrierung
Destilliertes Wasser | 5 min Nein Rehydrierung
Giemsa-Ldsung 60 min Ja Farbung

frisch zubereitet

Essigsdure-Wasser | wenige Sekunden Ja Differenzieren der Rottone
(4 Tropfen bis 1 min
CH;COOH auf

200ml dest. Wasser)

96%iger Alkohol wenige Sekunden Ja Differenzieren der Blautone
bis 1 min

Absoluter Alkohol 5 min Ja Dehydrierung

(Isopropanol)

Absoluter Alkohol 5 min Ja Dehydrierung

(Isopropanol)

Absoluter Alkohol 5 min Ja Dehydrierung

(Isopropanol)

Xylol 5 min Nein Konservierung der Farbung

Xylol 5 min Nein Konservierung der Farbung

Xylol 5 min Nein Konservierung der Farbung

Eukitt Individuelles Nein Eindeckungsmedium

Eindeckmedium Aushérten abwarten

Zur Vorbereitung wurden die Objekttrager mit den Hirnschnitten mithilfe von Xylol von

Paraffinresten befreit und in absteigender Alkoholreihe rehydriert:

Jeweils 5 Minuten zweimal in Xylol, zweimal in Isopropanol als 100%igem Alkohol und

jeweils einmal in 96%igem-, 90%igem-, 80%igem- und 70%igem Alkohol. Danach
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wurden die Schnitte flir 5 min in dest. Wasser abschlieBend rehydriert und fiir eine Stunde
in verdiinnter Giemsa-Stammldsung eingefdrbt. Fiir eine Differenzierung der Rottone
(Azur-Eosin) wurden 2-3 Tropfen Essigsdure (CH3COOH) in destilliertes Wasser
gegeben, die anschlieBende Differenzierung der Blaufirbung erfolgte durch 96%
Isopropanol. Die Farbungsintensitit wurde subjektiv entschieden und variierte damit
unter den Objekttrdgern, stets jedoch innerhalb eines Zeitfensters von wenigen Sekunden.
Eine anschlieende Konservierung der Farbung, nach Dehydrierung in dreimal 5 Minuten
100% Isopropanol und dreimal ca. 5 Minuten Xylol, erfolgte durch Abdeckung mit

,»Bukitt™ als Eindeckungsmedium und Deckglédschen.

2.2.4 Streckenanalyse der Purkinjezellschicht und Purkinjezellzihlung

Fiir eine quantitative Analyse wurden JPEG-Bilddateien mittels MCID Elite™ 7.0
software (Imaging Research Inc., St. Catherines, Canada) akquiriert und durch ImageJ
(Schneider et al., 2012) ausgewertet. Die Tiere wurden vor der Datenauswertung
verblindet, sodass die Zuordnung der Tiere in die untersuchten Gruppen nicht mehr
ersichtlich war. Erst nach vollstindiger Auswertung aller Datensétze wurde die
Gruppeneinteilung den Ergebnissen zugeordnet. Die Auswertung mithilfe von ImageJ
erfolgte flir jedes Bild durch eine Langenberechnung der Purkinjezellschicht und
gleichzeitige Zahlung der Purkinjezellen. Da Purkinjezellen multimorph erscheinen
koénnen, wurden durch die Schnitte A, C und E drei benachbarte Kleinhirnschnitte
desselben Objekttragers im Abstand von zweimal 7um entnommen, untersucht und

letztlich der Mittelwert gebildet.

Es wurden ausschlieBlich Purkinjezellen als vital gewertet, sofern der Zellkern (Nukleus)
sowie der Kernkdrpercheninhalt (Nukleolus) als Ausdruck fiir DNA, RNA und Proteinen
einwandfrei abgebildet wurde. Sobald eines dieser beiden Kriterien nicht erfiillt war,
wurde die Zelle nicht gewertet und damit nicht gezdhlt. Das Auswahlverfahren ist in
Abbildung 5 verdeutlicht. Die mit einem Pfeil markierten und damit gewerteten Zellen
zeigen einen Zellkern und Teile des Kernkorperchens. Jene mit X-markierten sind nicht

gewertet worden, wenn Zellkern oder Inhalt nicht abgebildet wurden.
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Abbildung 5: Auswertung der Purkinjezellen im Querschnitt durch das Stratum purkinjense des Kleinhirns.
Die letztlich gewerteten Purkinjezellen sind mit einem Pfeil, die nicht gewerteten Zellen sind mit einem

roten X markiert.

2.2.5 Die Funktionsweise der MRT und Parameter fiir diese Arbeit

Die Magnetresonanztomographie (MRT) als ein bildgebendes Verfahren wird zur
diagnostischen Darstellung von anatomischen Strukturen verwendet. Vorteil der MRT
Diagnostik ist die mogliche Beurteilung des Weichteilgewebes des Kopfes. Der Kontrast
und die Detektionssensitivitit fithren hier zu einer hoheren Auflosung als bei der
Rontgenstrahlen-unterstiitzten Computer-Tomographie (Budinger & Lauterbur, 1984).
Bereits in den 70er Jahren begann die medizinische Nutzung der ortsauflésenden
Kernresonanz zur Beurteilung von anatomischen Strukturen in Schnittbildern in
mehreren frei wihlbaren Raumebenen. (Brownell et al., 1982). Zum heutigen Stand hat
sich die MRT in der Erforschung neurologischer Erkrankungen wie der Niemann-Pick
Erkrankung Typ C, aber auch fiir die ALS etabliert (Totenhagen et al., 2017; Tu et al.,
2019). Die Kernmagnetresonanz fundiert auf der Eigenschaft von Atomkernen mit
ungerader Nukleonenzahl. Das Wasserstoffproton (H*) eignet sich hier besonders zur
Erkldrung der Funktionsweise, da es im menschlichen Korper am héufigsten ist. Die
Protonen besitzen einen sogenannten Kernspin (einen Eigendrehimpuls). Hierbei bewegt
sich die positive Ladung mit einer stoffspezifischen Geschwindigkeit um die eigene
Achse und induziert ein eigenes magnetisches Dipolmoment. Besteht nun ein starkes
dulleres Magnetfeld richten sich die magnetischen Dipole entlang von Feldlinien aus.

Dies kann parallel sowie antiparallel erfolgen. Fiir die Ortskodierung werden zum
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duleren Magnetfeld wihrend der Messsequenzen durch Gradientenspulen Magnetfelder
mit kleinerer Feldstirke in den drei Raumebenen {iberlagert. Fiir die Bilderzeugung regt
ein definierter Hochfrequenz-Impuls Protonen an. Diese kehren nach der Anregung in
ihren Ausgangszustand zuriick, was als Relaxation bezeichnet wird. Diese
Relaxationsprozesse werden mathematisch als Zeitkonstanten T1 und T2 bezeichnet. Die
Bildkontraste sind von den unterschiedlichen Gewebeparametern T1, T2, der
Protonendichte — die dem Wassergehalt des Gewebes entspricht— und den
Sequenzparametern TR und TE sowie von dem Sequenztyp abhédngig. Die Gewichtung
der entstandenen Sequenz wird je nach ausschlaggebendem Gewebeparameter bestimmt
(z. B. Knochen, Gehirn, Fliissigkeiten). Dunkle Strukturen werden in MRT-Aufnahmen
auch als hypointens bezeichnet. In der T1-gewichteten Sequenz, durch kurze TR und TE,
erscheinen Gewebe mit einer kurzen T1 (z. B. weille Hirnsubstanz, Fett) hell
(hyperintens). In der T2-gewichteten Sequenz sind ldngere TR und TE kennzeichnend.
Hier erscheinen Gewebe mit einer langen T2, z. B. Wasser oder Blut hyperintens und
Gewebe mit kurzer T2, z. B. Muskulatur, hypointens. Besonders genutzt wird diese
Sequenz fiir die Beurteilung von Liquor, Odemen und Zysten, da Wasser die lingste T2

hat, wodurch diese Strukturen hyperintens erscheinen (Reiser et al., 2004, 20006).

Fir die Akquirierung der in dieser Arbeit verwendeten Bilder wurde ein 7-Tesla
Kernspintomograph, Model Clinscan 70/30 USR der Firma Bruker verwendet. Dieser ist
ein MRI und MRS Scanner, der speziell fiir Kleintierstudien nutzbar ist. Das
zugrundeliegende System basiert auf der syngo Technologie der Firma Siemens und ist
klinisch orientiert. Fiir die Bildausrichtung wurden die Tiere auf dem Bauch gelagert und
kopfwirts im Isozentrum des Scanners positioniert. Folgende Parameter wurden fiir die
Erhebung der Sequenzen bei der axialen, sagittalen und coronaren Bildgebung der

Maiusegehirne verwendet (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Parameter der MRT-Sequenzen

4 Kanal Mauskopfspule (Bruker Phased Array Mouse Brain Coil 2x2)

T2-gewichtete Turbo TR 2750 ms, TE 46 ms, FOV 25 mm, Bildmatrix
Spin Echo Sequenz 256*256, Schichtdicke 0,7 mm, Flip Winkel 180°
(TSE)

T2-gewichtete Turbo TR 2500 ms, TE 29 ms, Fov 25 mm, Matrix 256x256,
Spin Echo 3D Sequenz | Schichtdicke 0,10 mm (3D Block Dicke 7,20 mm),
(isotrop) Flipwinkel 108°, VoxelgroBe 0,10x0,10x0,10

2.2.6 Statistische Auswertung und Bestimmung der Signifikanz

Die erhobenen Daten beinhalten zum einen eine Auswertung der Zellzahl von
Purkinjezellen in histologischen Kleinhirnschnitten, akquiriert durch Image] und zum
anderen eine graphisch gemessene Auswertung des Querdurchmessers und der Lange von
Kleinhirnen durch den HOROS DICOM Viewer. Die durchgefiihrte Flichenanalysen der
histologischen sowie magnetresonanztomographischen Bilder wurde mit selbigen

Programmen untersucht.

Die Datensétze wurden zunéchst in die Software GraphPad-Prism 4.0 eingefiigt. Fiir alle
Signifikanzpriifungen wurde eine One-Way-ANOVA (analysis of variance)
durchgefiihrt. Dieses Statistikverfahren vergleicht jede einzelne Datenreihe untereinander
sowie miteinander. Hiermit kann eine Aussage dariiber getroffen werden, ob
Interaktionen innerhalb sowie zwischen den Datengruppen bestehen. Im Einzelnen hief3
das fiir die histologische Untersuchung der Purkinjezellschicht die Priifung auf
signifikante Unterschiede in der Anzahl der Purkinjezellen. Fiir den Querdurchmesser
und die Lange im MRT sowie fiir die vergleichenden Flachenberechnungen wurden
Unterschiede in der Streckenbestimmung und in der Flidche untersucht. Durch
unterschiedliche Gruppen bei der histologischen- und MRT-Flachenberechnung wurde
fiir Einzelgruppenvergleiche ein Einstichproben-t-Test zusétzlich zur One-Way-ANOVA
verwendet. Dieser Einstichprobentest ist besonders fiir Einzelgruppen geeignet, wihrend
bei der ANOVA mindestens drei Gruppen miteinander verglichen werden miissen. Fiir
die histologische ANOVA wurde zudem der Turkey’s-Multivergleichstest als ANOVA-
Verfahren gewéhlt. Die MRT-ANOVA wurde durch die geringere Anzahl an Gruppen
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durch einen Dunnett-Multivergleichstest berechnet. Hierbei wurden die Gruppen stets mit
der Wildtypgruppe verglichen. Durch eine anschlieBende Bonferroni-Korrektur-Testung
konnte eine Aussage dariiber getroffen werden, durch welche Faktoren die Unterschiede
entstehen und damit auch, ob sie signifikant sind. Fiir eine nachvollziehbare Beurteilung
der Unterschiede wurden hier standardisierte Signifikanzschwellen von p < 0,05 (*),
p<0,01 (**), p <0,001 (***), p <0,0001 (****) benutzt. Bei Erreichen der Schwelle

von p < 0,05 wurde ein Wert als signifikant angegeben.
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3 Ergebnisse
3.1 Histologische Analyse der Purkinjezellschicht

Wie in Kapitel 2.1.3 des Methodenteils beschrieben, wurden fiir die histologische
Analyse der Purkinjezellschicht die bereits vorhandenen Kleinhirnschnitte herangezogen
und ergidnzt. Neu angefertigt wurden Mikrotom-gestiitzte Schnitte aller acht Mause der
Endstadium-Gruppen  (4x  SOD1-Wildtyp/PACAP-Wildtyp und 4x SODI-
Wildtyp/PACAP-Knockout). Die  Auflistung jeglicher Maéause mit ihren
Identifikationsnummern (ID) ist in Tabelle 9 im Anhang dargestellt. Nach dem
Anfertigen der Gewebeschnitte und der Farbung durch Giemsa-Losung sahen die
Objekttrager mit den Mausgehirnen wie in Abbildung 6 am Beispiel der Maus E4318
dargestellt aus. Mithilfe des Mikroskops sowie der zugehdrigen Digitalkamera und
Software cellSens wurden diese Bilder als JPEG-Bilddatei fotografiert und gespeichert.
Zur Orientierung sind wichtige Hirnstrukturen gekennzeichnet. Durch die sagittale
Schnittfithrung waren verschiedene Hirnabschnitte in der rostro-caudalen Achse auf
einem Schnitt vorhanden. Grofle und Vorhandensein bestimmter Hirnareale, z. B.
Hippocampus (HC) und Ncl. n. facialis (VII), dienten der Auswahl von Einzelschnitten
fiir die histologische Analyse des Kleinhirns.
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Abbildung 6: Gewebeschnitte des Hirns von Maus E4318 nach Giemsa-Fdirbung. Die medio-sagittalen
Schnitte in A und B lassen verschiedene Hirnareale in der rostro-caudalen Achse erkennen. Der Anschnitt
von z. B. dem Ncl. n. facialis diente zur Auswahl cerebelldrer Schnitte fiir die weiterfiihrende Analyse. HC

= Hippocampus, VII = Ncl. n. facialis.

Durch das Schneiden des Mikrotoms entstanden pro Tier ca. 50-60 Objekttrager. Pro Tier
wurden drei Objekttrager mit jeweils fiinf Hirnschnitten histologisch untersucht. Die
jeweiligen Schnitte auf einem Objekttrager wurden mit den fortlaufenden Buchstaben A-
E bezeichnet. Letztendlich ausgewdhlt fiir die Analyse wurden fiir jeden Objekttriger die
Schnitte A, C und E. Sofern einer der Schnitte A, C oder E unbrauchbar war, z. B. durch
Falten im Gewebe, Schnitt- oder Féarbeartefakte, wurde stattdessen Schnitt B oder D
analysiert. Durch die Auswahl von Schnitt A, C und E und der Schnittfiihrung des
Mikrotoms mit 7um konnte auf Objekttragerebene pro Tier ein groBerer Durchschnitt
durch das Kleinhirn gewihrleistet werden. Um einen groBtmoglichen Abstand zwischen
den Objekttrigern und damit so viel wie moglich vom Kleinhirn des jeweiligen Tieres zu

untersuchen, wurden unter den ca. 50-60 Objekttradgern immer ein Objekttriger aus den
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Nummern 0 bis 20, einer um die Nummer 30 sowie einer zwischen den Nummern 40 bis
ca. 60 ausgewdhlt. Diese Auswahl war nicht rein zuféllig. Es wurden im jeweiligen
Zielnummerbereich bestimmte Objekttrager mit optimaler Anfarbung und vergleichbarer
Lage in der medio-sagittalen Achse bevorzugt. Dementsprechend wurden beschédigte

sowie variabel schlechter angefarbte Objekttrager nicht ausgewéhlt.

Fiir jedes Tier wurde zuallererst eine Ubersichtsaufnahme des Kleinhirns in der sagittalen
Schnittfithrung bei einer Vergroferung von 4x angefertigt. Diese Bildfiihrung ist in

Abbildung 7 anhand der Maus mit der ID E4318 dargestellt.

el foT N o

Abbildung 7: Darstellung des Kleinhirns von Maus E4318, Objekttriger 24 (4), 31 (B) und 54 (C) nach

Giemsa-Fdrbung. Das stark blau gefirbte Band entspricht der Kornerzellschicht.

AnschlieBend wurden ca. zehn Fotos der gesamten Purkinjezellschicht des
Mauskleinhirns angefertigt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die gesamte Zellschicht
abgebildet wurde und keine spiter ausgemessene Strecke doppelt gezdhlt wurde. So
entstanden (von A nach L) am Beispiel des Tieres mit der ID E4318, in Abbildung 8
dargestellt, zwolf Einzelbilder mit einer 10x VergroBerung. Anhand dieser Bilder wurde

die Purkinjezellschicht spiter analysiert.
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Abbildung 8: Bildreihe (A-L) der Purkinjezellschicht von Tier E4318, OT24, Schnitt A zur Quantifizierung

der Purkinjezellen. Giemsa-Férbung.

Insgesamt wurden 32 Tiere zu zwei Messzeitpunkten in die Arbeit eingeschlossen.
Resultierend wurden jeweils 16 Tiere fiir den frilhen Zeitpunkt p60/70 und dem
Endstadium im Krankheitsverlauf untersucht. Pro Messzeitpunkt eingeschlossen wurden
jeweils vier Wildtyp-Tiere (WT/WT), vier Tiere mit alleiniger SOD1-Mutation
(SOD1/WT), vier Tiere mit PACAP-Knockout (WT/KO) und vier Tiere mit beiden
Faktoren (SOD1/KO). Von allen eingeschlossenen Tieren wurden jeweils, aus den ca. 50
bis 60 erstellten Objekttragern (OT), drei OT nach den oben beschriebenen Kriterien
ausgesucht. Aus den daraus resultierenden 96 OT mit jeweils fiinf Gewebeproben wurden
erneut drei Schnitte ausgesucht und von den mitabgebildeten Kleinhirnen und der
Purkinjezellschicht jeweils durchschnittlich ca. acht Bilder digitalisiert und untersucht. In
der Summe wurden fiir den histologischen Teil dieser Arbeit 2310 Purkinjezellschicht-
Bilder analysiert. Untersucht wurden Méuse dieser Gruppen zum Tag 60/70 (p60/70) und
zum Endstadium-Zeitpunkt (p120). Die beschriebenen Gruppen sind nachfolgend in
Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Mausgruppen fiir die histologische Purkinjezellanalyse

Tag 60/70 (p60/70) Endstadium (p120) Erkliarung

Wildtyp/Wildtyp (WT/WT) Wildtyp/Wildtyp (WT/WT) Keine SOD1-Mutation/PACAP
(n=4) (n=4) vorhanden

SOD1/Wildtyp (SOD1/WT) SOD1/Wildtyp (SOD1/WT) SOD1-Mutation/PACAP
(n=4) (n=4) vorhanden

Wildtyp/PACAP-Knockout
(WT/KO)

(n=4)

Wildtyp/PACAP-Knockout
(WT/KO)

(n=4)

Keine SOD1-Mutation/PACAP-
Knockout

SOD1/PACAP-Knockout

(SOD1/KO)

SOD1/PACAP-Knockout
(SOD1/KO)

SOD1-Mutation/PACAP-
Knockout

(n=4)

(n=4)

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung mittels One-Way-ANOVA sind in Tabelle
9 im Anhang enthalten und eine graphische Darstellung der Unterschiede als Box-Plot-
Diagramm ist in Abbildung 11 zu sehen. Die One-Way-ANOVA untersucht in diesem
histologischen = Teil der  Arbeit die monofaktorielle = Hypothese  der
Purkinjezelldegeneration der Mause zwischen den Genotypen separat zu den zwei
Messzeitpunkten (p60/70 und Endstadium). Der Faktor Geschlecht der Tiere wurde in
die statistische Auswertung nicht mit einbezogen, da eine unterschiedliche Anzahl an
méinnlichen und weiblichen Tieren zur Verfligung stand. Resultierend wurde eine Two-
Way ANOVA fiir diese Analyse abgelehnt. Eine ANOV A-Signifikanzpriifung zwischen
den Messzeitpunkten (p60/70 und Endstadium) wurde ebenfalls nicht durchgefiihrt, da
ein genereller Anstieg zu deutlich hoheren Werten in allen Gruppen zum Endstadium-
Zeitpunkt zu beobachten war, der einen Vergleich unmdglich machte. Zur graphischen
Darstellung des jeweiligen histologischen Schnitts, der am ehesten dem Mittelwert der
Box-Plot Analyse fiir jede Gruppe entsprach, ist nachfolgend fiir jede der Gruppen zum
Tag p60/70 sowie pl20 (Endstadium) ein Bild pro Tier ausgewéhlt und in den
Abbildungen 9 und 10 dargestellt. Aufgrund der Bildakquirierungsmethode iiberlappten
sich die Ausschnitte der abgebildeten Purkinjeschichten. Daher ist in den hier gezeigten

Beispielbildern markiert, welcher Abschnitt des jeweiligen Bildes ausgewertet (rote
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Linie) und welche Purkinjezellen gewertet wurden (mit einem Pfeil markiert). Die Anzahl

der gezihlten Purkinjezellen ist in Tabelle 7 nachfolgend aufgefiihrt.

Tabelle 7: Mittelwerte fiir die graphische Darstellung in der Box-Plot-Analyse

Schnitt Genotyp Messzeitpunkt | Gezihlte Purkinjezellen
E4436, OT33, Schnitt a, Bild 3 WTI/WT p60/70 11

E4444, OT29, Schnitt c, Bild 1 WT/KO p60/70 12

E4452, OT22, Schnitt a, Bild 5 SOD1/WT p60/70 9

E4460, OT32, Schnitt e, Bild 3 SOD1/KO p60/70 7

E4327, OT46, Schnitt ¢, Bild 6 WT/WT Endstadium 15

E4348, OT45, Schnitt e, Bild 4 WT/KO Endstadium 14

E4321 OT18, Schnitt a, Bild 4 SODI/WT Endstadium 11

E4318, OT24, Schnitt c, Bild 6 SOD1/KO Endstadium 10

Abbildung 9: Reprdsentative Bilder der in Tabelle 7 aufgefiihrten Mittelwerte vom Messzeitpunkt P60/70.
Von links nach rechts (4-D): WI/WT (A), WI/KO (B), SOD1/WT (C), SOD1/KO (D). Die rote Linie

markiert die analysierte Strecke der Purkinjezellschicht und die Pfeile die gezihiten Purkinjezellen.
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Abbildung 10: Reprdsentative Bilder der in Tabelle 7 aufgefiihrten Mittelwerte vom Messzeitpunkt
Endstadium. Von links nach rechts (A-D) WI/WT (4), WI/KO (B), SOD1/WT (C), SOD1/KO (D). Die
rote Linie markiert die analysierte Strecke der Purkinjezellschicht und die Pfeile die gezdhlten

Purkinjezellen.

Zum p60/70-Zeitpunkt zeigten die Gruppe WT/WT im Mittelwert (M) 10,34
Purkinjezellen (PZ) pro mm und die Gruppe WT/KO (M = 11,05 PZ) mit einem
Mittelwertsunterschied von -0,7050 (KI -3,175 bis 1,765) keine signifikanten
Unterschiede. Bei gleich alten Tieren die eine SOD1-Mutation trugen (SOD1/WT), lagen
die durchschnittlichen PZ bei M = 8,90 PZ. In der One-Way-ANOVA zeigte sich mit
einem Mittelwertunterschied von 1,443 (KI -1,028 bis 3,913) im Vergleich von WT/WT
vs. SOD1/WT kein signifikanter Unterschied im PZ-Mittelwert. In der Vergleichsgruppe
WT/KO p60/70 (M = 11,05 PZ) vs. SOD1/KO p60/70 (M = 8,06 PZ) zeigte sich in der
One-Way-ANOVA fiir Méuse mit zusitzlicher SODI1-Mutation, bei gleichzeitigem
PACAP-Knockout, mit einem Unterschied von 2,985 (KI 0,5145 bis 5,455) und somit
*(p < 0,05) ein signifikanter Unterschied. Der Mittelwertsunterschied von SOD1/WT
p60/70 (M = 8,90 PZ) vs. SOD1/KO p60/70 (M = 8,06 PZ) zeigte mit 0,8375 (KI -1,633
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bis 3,308) keine Signifikanz fiir den zusétzlichen PACAP-Knockout bei bestehender
SOD1-Mutation.

Zum Zeitpunkt Endstadium lagen in der Gruppe WT/WT M = 15,21 PZ vor. Gleichaltrige
Tiere der Gruppe WT/KO End zeigten im Mittelwert 14,44 PZ. In der ANOVA zeigte
sich mit einem Unterschied von 0,7650 (KI -3,652 bis 5,182) keine Signifikanz. Der
Vergleich von WT/WT End (M = 15,21 PZ) vs. SOD1/WT End (M = 11,08 PZ) zeigte
mit einen Mittelwertsunterschied von 4,128 (KI -0,2895 bis 8,544) keine signifikanten
Unterschiede fiir die alleinige SOD1-Mutation. Im Vergleich der Gruppe WT/KO End
(M = 14,44 PZ) vs. SOD1/KO End (M = 10,05 PZ) zeigte sich in der One-Way-ANOVA
bei einem Wert von 4,390 (KI 0,3979 bis 8,382) kein signifikanter durchschnittlicher
Mittelwertsunterschied fiir die zusétzliche SOD1-Mutation bei bestehendem PACAP-
Knockout. Bei gleichaltrigen Miusen mit bestehender SOD1-Mutation und PACAP-
Knockout; SOD1/KO End (M = 11,08 PZ) vs. SOD1/WT End (M = 10,05 PZ) zeigte sich
in der ANOVA ein Mittelwertsunterschied von 1,028 (KI -3,389 bis 5,444) und war damit
nicht signifikant fiir den zusidtzlichen PACAP-Knockout bei bestehender SODI-

Mutation.
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Abbildung 11: Box-Plot-Diagramm der Zihlungen der Purkinjezellen zum Zeitpunkt p60/70 sowie
Endstadium (Tag 120). Die dargestellten vier Punkte reprdsentieren die Mittelwerte der vier Tiere. Das
Signifikanzniveau wurde auf * (p < 0,05) festgelegt und die statistische Analyse mit einer One-Way-ANOVA
durchgefiihrt.

3.2 MRT-Auswertung des Kleinhirn Querdurchmessers und der

Liange

Wie unter Kapitel 2.2.5 im Methodenteil erldutert, wurde fiir die Bildgewinnung ein,
speziell fir Kleintierstudien nutzbarer, 7-Tesla-Kernspintomograph (Model Clinscan
70/30 USR der Firma Bruker) verwendet. Die Sequenzparameter, die bei der axialen,
sagittalen und coronaren Bildgebung der Maiusegehirne verwendet wurden, sind in
Tabelle 5 im Methodenteil angegeben. Fiir die coronare MR T-Schnittfiihrung wurden der
Querdurchmesser und die Lange in mm vermessen und dargestellt (nachfolgend in
Abbildung 12). Der Querdurchmesser als grofite Stelle der Hemisphédrenausdehnung
wurde als hellblaue Linie, die Lange als grofite Ausdehnung in der vermalen Mittellinie

als lila Linie markiert. Die durchgefiihrte Streckenmessung erfolgte durch den ,,DICOM
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Viewer Horos* mit einem Lineal-Tool und die Ergebniswerte sind in Tabelle 10 im
Anhang dargestellt. Mithilfe dieser Daten wurde eine graphische Darstellung der
Auswertung als Box-Plot-Diagramm durchgefiihrt und ist hier nachfolgend in Abbildung

13 zu finden.

S15.04.04-08:5/:2F051-1.3.12.2.

Abbildung 12: Magnetresonanztomographische Berechnung des Querdurchmessers (hellblau markiert)

und der Lénge des Kleinhirns (lila markiert) am Beispiel fiir das Tier K343.

Fiir die magnetresonanztomographische Untersuchung des Kleinhirn-Querdurchmessers
und der Linge wurden in dieser Arbeit 24 Méuse beider Geschlechter aus den Gruppen
WT/WT (p60/70), WT/KO (p60/70), SOD1/WT (p60/70) sowie SOD1/WT (Endstadium,;
kurz: End) verglichen. Es wurden keine Tiere mit gleichzeitiger SOD1-Mutation und
PACAP-Knockout (SOD1/KO) zum Zeitpunkt p60/70 sowie Endstadium eingebunden,
da diese Datensétze nicht vorhanden waren und keine neuen Tiere geziichtet werden
konnten. Die Datensatzanalyse von Tieren am Tag 60/70 gilt hier wieder als erster

Messzeitpunkt, der zweite Messzeitpunkt der Endstadium-Gruppe ist Tag 120. Die fiir
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die Arbeit verwendeten Datensdtze der Mausgehirne lagen zum Teil bereits vor und
wurden mit Genehmigung von Dr. med. dent. Carolin Kresse aus dem Institut fiir
Anatomie und Zellbiologie, Marburg erginzt. Somit wurden folgende Gruppen
untersucht:

Tabelle 8: Mausgruppen fiir die MRT-Berechnung des Querdurchmessers und der Ldnge zum

Messzeitpunkt p60/70 und Endstadium (p120)

Tag 60/70 (p60/70) Endstadium (p120)

Wildtyp/Wildtyp (n = 6) Wildtyp/Wildtyp nicht vorhanden
SOD1/Wildtyp (n = 6) SOD1/Wildtyp (n=7)
Wildtyp/PACAP-Knockout (n = 5) Wildtyp/PACAP-Knockout nicht vorhanden

In der Gruppe WT/WT zum Zeitpunkt p60/70 betrug der durchschnittliche
Querdurchmesser (QD) des Kleinhirns 7,816 mm. Vergleichend lag der QD in der
gleichaltrigen Gruppe mit PACAP-Knockout (WT/KO p60/70) bei 7,636 mm. In der
One-Way-ANOVA zeigte sich mit -0,1800 (KI -0,4219 bis 0,0619) damit kein
signifikanter Mittelwertsunterschied. Im Vergleich der Gruppen WT/WT p60/70
(QD =7,816 mm) vs. SOD1/WT p60/70 (QD = 7,518 mm) zeigte sich in der ANOVA
ein Mittelwertsunterschied von -0,2980 (KI -0,5286 bis 0,0673) und war auf dem
Signifikanzniveau von ** (p < 0,01) ein nachweisbarer GroBenunterschied fiir die
alleinige SOD1-Mutation. Der Vergleich der Gruppe SOD1/WT p60/70 (QD = 7,518
mm) vs. SOD1/WT Endstadium (QD = 7,571 mm) erbrachte in der ANOVA mit 0,053
(KT -0,1692 bis 0,2752) keine signifikanten Ergebnisse.

Die durchschnittliche Lange des Kleinhirns (L) betrug in der Gruppe WT/WT zum p60/70
Zeitpunkt 3,315 mm. Im Vergleich zur gleichaltrigen Gruppe WT/KO p60/70 zeigte sich
eine Linge von 3,067 mm. In der One-Way-ANOVA zeigte sich so ein
Durchschnittsunterschied in der Lénge von -0,2480 (KI -0,4450 bis 0,0510) und war auf
dem Signifikanzniveau * (p < 0,05) signifikant fiir den alleinigen PACAP-Knockout. Fiir
den Vergleich der Gruppe WT/WT p60/70 (L = 3,315 mm) vs. SODI/WT p60/70
(L=3,166 mm) konnte mit 0,1490 (KI -0,3368 bis 0,03881) kein signifikanter
Langenunterschied dargestellt werden. Auch im Vergleich der Gruppe SOD1/WT p60/70
(L =3,166) vs. SOD1/WT Endstadium (L = 3,203 mm) konnte mit 0,037 (KI -0,1440 bis
0,2180) kein signifikanter Mittelwertsunterschied bestitigt werden.
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Abbildung 13: Box-Plot-Diagramm der Gréfienunterschiede des Maus-Kleinhirns in den Parametern
Querdurchmesser und Léinge. Das Signifikanzniveau ist auf * (p < 0,05) und ** (p < 0,01 festgelegt und

die statistische Auswertung wurde mit einer One-Way-ANOVA durchgefiihrt.

3.3 Vergleich von histologischen- und MRT-Flichenberechnungen

Die ALS ist eine Motoneuronerkrankung, welche histologisch nicht in vivo untersucht
werden kann und so eine Generierung von Gehirngewebe nur im bereits verstorbenen
Patienten durchfiihrbar ist. Anders sieht dies bei der radiologischen Schnittfiihrung durch
die Magnetresonanztomographie aus, welche bereits in der Neurologie fiir die in vivo
Diagnostik diverser Erkrankungen, u.a. auch der ALS genutzt wird. Ob jedoch speziell
das Kleinhirn im prasymptomatischen sowie symptomatischen Stadium eindeutig
beurteilbar ist, ist derzeit wenig untersucht. Die Problematik der radiologischen
Untersuchung ist zudem die eindeutig grobere Schnittfithrung mit (wie hier fiir die
akquirierten Daten genutzten) 7 Tesla Magnetspule im Vergleich zu einer 7pm
Mikrotom-gestiitzten Schnittfiihrung im Gewebe. Dadurch erscheint die MRT weniger
aussagekriftig fiir die ALS. Mit dieser Arbeit wurde verglichen, in wie weit
makroskopische Verdnderungen, hier eine Atrophie des Kleinhirns, gleichwertig durch
Histologie und Radiologie fiir den PACAP-Knockout im SOD1-Mausmodell beurteilt
werden kann. Dadurch sollte zudem eine Aussage iliber die mdgliche Nutzbarkeit der
MRT bereits im frithen Stadium der ALS-Erkrankung getroffen werden. Hierzu wurde

eine eingezeichnete Fliche von einem fotografierten, histologischen Kleinhirnschnitt mit
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einem vergleichbaren Bild der Magnetresonanztomographie verglichen. Um die
Vergleichbarkeit zu maximieren wurden Schnitte ausgewéhlt, auf denen ein deutlicher
Anschnitt des Ncl. N. facialis sichtbar war. Die Flichenbegrenzung bildet der visuell
abgebildete Umriss des Gewebes. Erneut wurde fiir die histologisch akquirierten Bilder
das Programm ,Image]*“ verwendet, um eine Fliche zu berechnen. Fiir die MRT
Schnittfiihrung wurden die Datensitze wieder mit dem DICOM Viewer ,,HOROS*
ausgewertet und auch hier eine Flache berechnet. Beide Verfahren sind nachfolgend in
Abbildung 14 dargestellt. Fiir eine Beurteilung der Nutzbarkeit der histologischen und
radiologischen (hier: MRT) Schnittfiihrung wurden die Diagnostikverfahren in der
Berechnung der Querschnittsfliche in mm? des Kleinhirns in der sagittalen Ebene
verglichen. Die in Tabelle 9 und 10 dieser Arbeit verwendeten Tiere und ihre Datensétze
wurden erneut herangezogen. Ausgewertet wurden die Datensétze abschlieBend durch
eine One-Way-ANOVA. Hierbei wurde auf Mittelwertsunterschiede der eingezeichneten
Flachen des Kleinhirns geachtet und jeweils separat fiir die histologische- bzw. die MRT-
Methode berechnet. Erneut wurde der erste analysierte Zeitpunkt als Tag p60/70 sowie
der Tag 120 als Endstadium bezeichnet. Die Daten der Flachenberechnungen sind in
Tabelle 11 und 12 im Anhang zu finden und die graphische Auswertung als Box-Plot-
Diagramm ist nachfolgend in Abbildung 15 dargestellt. Auffillig bei der Analyse waren
unterschiedliche Mittelwerte fiir die jeweiligen Verfahren. So lagen in der histologischen
Fliachenberechnung die Mittelwerte bei ca. 3-4 mm?, in den MRT-Untersuchungen war
der Mittelwert ca. 8-11 mm?. Urséchlich sind hier Gewebeschrumpfungen zu vermuten,
welche durch einen bei der Fixierung des Gewebes hervorgerufenen Wasserverlust und
eine Proteindenaturierung begriindet sind. Dadurch féllt das histologische Gewebe

kleiner aus als im Nativpridparat der MRT-Untersuchung.
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Abbildung 14: Flichenberechnung im histologischen (4) und magnetresonanztomographischen
Schnittverfahren (B). Zur Orientierung der Schnittebene ist der Ncl. n. facialis (VII) mit einem blauen

Pfeil und die Fliche des Kleinhirns hellgriin markiert.

In der histologischen Flidchenberechnung zeigte sich in der Gruppe WT/WT zum
Zeitpunkt p60/70 eine durchschnittliche Fliche (F) von 4,11 mm?. Bei gleichaltrigen
Tieren der Gruppe WT/KO p60/70 zeigte sich eine durchschnittliche Fliche von
3,65 mm? und in der One-Way-ANOVA ein Mittelwertsunterschied von 0,4550 (KI
0,0658 bis 0,8442). Dieser ist mit * (p < 0,05) signifikant. Ein signifikanter Unterschied
in den Flichen WT/WT (F = 4,11 mm?) und SOD1/WT (F = 3,84 mm?) war fiir den
p60/70 Zeitpunkt nicht nachzuweisen. Der Vergleich von SOD1/WT p60/70-Tieren
(F = 3,84 mm?) vs. SOD1/KO p60/70 (F = 3,76 mm?) zeigte mit 0,0825 (KI -0,3067 bis
0,4717) keine signifikante zusitzliche Einwirkung des PACAP-Knockouts auf die
histologisch nachweisbare Flache. Auch fiir den Zeitpunkt Endstadium konnte im t-Test
bei SOD1/WT End (F = 3,92 mm?) vs. SOD1/KO End (F = 3,89 mm?) mit 0,9364 (KI
-0,9886 bis 0,9236) kein signifikanter Wert fiir den zusétzlichen PACAP-Knockout bei
bestehender SODI1-Mutation nachgewiesen werden. Auch im t-Test von SODI/WT
p60/70 (F = 3,84 mm?) vs. SOD1/WT Endstadium (F = 3,92 mm?) zeigte sich fiir den
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Vergleich von Frithstadium- mit Endstadium-SOD1-Tieren mit 0,8573 (KI -0,9325 bis
1,088) kein signifikanter Unterschied in der Fléche.

In der MRT-Flachenberechnung zeigte die WT/WT p60/70 Gruppe eine
durchschnittliche Fliche von 10,38 mm?. Im Gegensatz dazu zeigten gleichaltrige
WT/KO-Miuse eine Fldche von 9,42 mm?, welche im Vergleich von WT/WT vs. WT/KO
in der One-Way-ANOVA mit einem Mittelwertsunterschied von 0,9610 (KI 0,5602 bis
1,362) und *** (p < 0,001) einen signifikanten Unterschied fiir den alleinigen PACAP-
Knockout bestitigten. Der Gruppenvergleich von WT/WT p60/70 (F = 10,38 mm?) vs.
SODI/WT p60/70 (F = 9,16 mm?) zeigte mit 1,225 (KI 0,8242 bis 1,626) und
*x%% (p < 0,0001) einen signifikanten Unterschied fiir die alleinige SOD1-Mutation. Der
t-Test-Vergleich der Gruppe SODI1/WT p60/70 (F = 9,16 mm?) vs. SODI/WT
Endstadium (F = 8,56 mm?) zeigte mit 0,2476 (KI -1,739 bis 0,5441) keine signifikanten

Mittelwertsunterschiede zwischen den Messzeitpunkten.

Histologische Schnittfithrung MRT-Schnittfiihrung
ns
ns __ns I 114
*k% *kkk
5.0+ ° I 1
— 5 ogmt ns
4.5- * ns 104 ]

Fliche [mm?
5
¢

AR
——
+H
-
H
Flache [mm2]
b
-t
[e]

3.5- P
- 84
3.0+

o
2-5 T T T T T T 7 L T L] T
S & & L & & S ) S >
é\Q +OQ $<\Q +°Q V&@ +0Q/ Q OQ «Q «Q}‘

S EEHS S & ¥ S S

S £ £ f S <€ S

Abbildung 15: Ergebnisse der histologischen- und MRT-gestiitzten Fldchenberechnung des Kleinhirns. Die
Bezeichnung SODIsteht fiir die SOD1 (G934)-Mutation, KO steht fiir den PACAP-Knockout. Die beiden
Messzeitpunkte sind als p60/70 und als End (abgekiirzt fiir Tag p120; Endstadium) bezeichnet. Das
Signifikanzniveau ist auf * (p < 0,05), *** (p < 0,001) und **** (p < 0,0001) festgelegt und die statistische
Auswertung wurde mit einer One-Way-ANOVA bzw. einem Einstichproben-t-Test durchgefiihrt.
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4 Diskussion

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung deren
Hauptsymptom ein Verlust der Willkiirmotorik ist, bedingt durch ein kontinuierliches
Absterben motorischer Nervenzellen in Cortex, Hirnstamm und Riickenmark. Sie
beschrinkt sich jedoch nicht nur auf Motoneurone, sondern man geht davon aus, dass es
sich bei der ALS um eine multisystemische Netzwerkerkrankung mit charakteristischer
gestorter Konnektivitdt handelt. Obwohl bereits im 19. Jahrhundert von Jean-Martin
Charcot zum ersten Mal beschrieben, gibt es bis zum heutigen Stand keine heilende
Therapie der ALS und dass, obwohl zugrundeliegende molekulare Pathologien und
zelluldre Prozesse fortwdhrend erforscht und beschrieben werden. Viele dieser Daten
wurden aus Versuchen mit etablierten Tiermodellen entnommen. So kdnnen gezielt
Gewebeproben im Verlauf der ALS Erkrankung zu verschiedensten Krankheitsstadien
entnommen und untersucht werden. In dieser tierexperimentellen Arbeit wurde das
etablierte  SOD1 (G93A)-ALS-Mausmodell verwendet, welches in Bezug auf
Motoneurondegeneration, immunologischen Pathologien und Ablauf der ALS-
Erkrankung mit dem Menschen vergleichbar ist (Ringer et al., 2017). Basierend auf den
Ergebnissen von Ringer et al. besitzt das Neuropeptid PACAP mogliche neuroprotektive
sowie moglicherweise neuroinflammatorische Effekte auf Nervenzellen. Diese
Ergebnisse bezogen sich jedoch nur auf Areale des Hirnstamms und Teile des
Riickenmarks. Eine Aussage iiber das Kleinhirn im Laufe der ALS Erkrankung wurde
nicht getroffen. Das Kleinhirn als wichtiges Verschaltungszentrum fiir feinmotorische,
muskuldre Bewegungen konnte im Rahmen der neurodegenerativen ALS eine
entscheidende Rolle spielen; es besitzt als alleinstehende Struktur des Gehirns bereits 50
Milliarden Neuronen, was 50 % der gesamten Neuronen des Gesamthirns ausmacht
(Trepel, 2015). Durch diese Reichhaltigkeit an Neuronen war zu vermuten, dass auch das
Kleinhirn im Rahmen der ALS beteiligt sein kdnnte. Mit dieser Arbeit sollte resultierend
untersucht werden, welche Wirkung der Neurotransmitter PACAP im Rahmen des SOD1
(G93A)-Mausmodell der Amyotrophen Lateralsklerose auf das Kleinhirn makro- sowie
mikroskopisch hat.
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4.1 Auswirkungen der SOD1-Mutation und des PACAP-Knockouts

auf die Purkinjezellen des Kleinhirns

Die Purkinjezelluntersuchung dieser Arbeit sollte eine mogliche Wirkung einer SOD1-
Mutation sowie eines PACAP-Knockouts auf das Kleinhirn untersuchen. Histologisch
wurde ein Purkinjezellverlust durch die SOD1-Mutation im Rahmen der ALS bereits
durch Afshar et al., 2017 untersucht. Fiir Auswirkungen von PACAP auf die
Purkinjezellen ist derzeit wenig bekannt und auch die Publikationen tiber ALS-erkrankte
Kleinhirne von Allais et al., 2007 und Botia et al., 2007 beschrinkten sich auf die
Auswirkungen eines PACAP-Knockouts auf einen Granulosazellschichtverlust.
Resultierend sollten in dieser Arbeit die Auswirkungen einer SOD1-Mutation und eines
PACAP-Knockouts auf die Purkinjezellzahl untersucht werden. Hierzu wurden die
Purkinjezellen fiir die jeweiligen Gruppen gezéhlt und statistisch ausgewertet.

Weder zum p60/70-Zeitpunkt, noch zum Zeitpunkt Endstadium zeigte die Gruppe
WT/WT vs. WT/KO signifikante Unterschiede und so fiir den alleinigen PACAP-
Knockout keine degenerierenden Einfliisse auf die Purkinjezellzahlen. Fiir die ALS und
speziell in menschlichen und Ratten-Motoneuronen ist bereits fiir PACAP ein vor
Apoptose schiitzender Effekt bekannt (Bonaventura et al., 2018; Morio et al., 1996) und
auch fir das Kleinhirn war zu erwarten, dass PACAP die Granulosazellen vor
Neurotoxizitét schiitzen kann (Botia et al., 2007). Umgekehrt hat eine PACAP-Defizienz
einen zellschidigenden Einfluss auf die Neurogenese im unreifen Kleinhirn, was eine
Reduktion der Granulosazellschichtdicke zur Folge hat (Allais et al., 2007). Bei Tieren
die eine SOD1-Mutation trugen (SOD1/WT) vs. Wildtyp (WT/WT) zeigte sich zum
p60/70-Zeitpunkt in der One-Way-ANOVA kein signifikanter Unterschied in der
Purkinjezellzahl. Auch in der Vergleichsgruppe zum Endstadium zeigte sich kein
signifikanter Purkinjezellzahlunterschied. Purkinjezellverluste durch #hnliche ALS-
assoziierte Gene wie z. B. ATXN2 und C9ORF72 sind bereits nachgewiesen worden
(Chew et al., 2015; Tan et al., 2016). Im Speziellen ist fiir die Auswirkungen der SOD1-
Mutation auf Purkinjezellen bekannt, dass eine Herunterregulierung von Calbindin-1 als
diskreter Defekt im Kleinhirn auftritt und somit Auswirkungen auf die somatosensorische
Reizweiterleitung hat und klinisch einen unsicheren Gang bewirkt (Afshar et al., 2017).
Fiir die Untersuchung der alleinigen SODI1-Mutation kann mit dieser Arbeit ein

moglicher zellschddigender Einfluss auf die Purkinjezellen nicht bestatigt werden.
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Zur Differenzierung, ob die beiden untersuchten Faktoren im Zusammenspiel einen
signifikanten Einfluss auf die Purkinjezellzahl haben, wurde einerseits die Gruppe
WT/KO vs. SOD1/KO verglichen. Hier zeigte sich in der One-Way-ANOVA fiir p60/70-
Tiere mit zusdtzlicher SODI-Mutation, bei vorhandenem PACAP-Knockout ein
signifkanter Unterschied von 2,985 Purkinjezellen (KI 0,5145 bis 5,455) und * (p <0,05).
Dies korreliert mit den Erkenntnissen iiber die Auswirkung der SOD1-Mutation auf das
Kleinhirn sowie mit den ALS-assoziierten Genmutation Ataxin 2 und COORF72. Selbiger
Unterschied konnte fiir den Endstadium-Zeitpunkt hingegen nicht bestétigt werden. Zu
diskutieren ist, ob aufgrund der mdglicherweise zu geringen Stichprobe eine One-Way-
ANOVA fiir diesen Einzelgruppenvergleich ausreicht. Ein durchgefiihrter t-Test der
Gruppe WT/KO Endstadium vs. SOD1/KO Endstadium zeigte mit einer Differenz von
0.0055 und ** (p < 0,01) einen signifikanten Unterschied.

Fiir PACAP zeigte der Mittelwertsunterschied in der One-Way-ANOVA im Vergleich
SOD1/WT vs. SOD1/KO zu beiden Messzeitpunkten keinen zusétzlichen, schdadigenden
Einfluss vom PACAP-Knockout auf die Purkinjezellzahl bei bestehender SODI-
Mutation als Vorschiddigung des Kleinhirns. Zu vermuten ist, dass an Tag p60/70 die
Neurogenese des Kleinhirns im Mausleben noch nicht als abgeschlossen zu bewerten ist.
Eine alleinige SOD1-Mutation oder ein alleiniger PACAP-Knockout konnte daher
moglicherweise noch durch eine vermehrte physiologische Neurogenese des Kleinhirns
kompensiert werden und so noch keine ALS-typischen Degenerationen nachweisbar sein.
Diese vermutete Gegenregulation durch das Kleinhirn ist, im Hinblick auf die Literatur,
bereits beim Menschen als kompensatorische Hypertrophie der grauen Substanz des
Kleinhirns als Folge der Atrophie des Grauen-Substanz-Volumens im prézentralen Gyrus
des GroBhirns beschrieben (Qiu et al., 2019). Im Zusammenspiel beider Faktoren zeigte
sich jedoch bereits im Frithstadium der ALS, aber nicht zum Endstadium-Zeitpunkt, dass
eine SODI1-Mutation bei bereits vorliegender PACAP-Defizienz zu signifikanten
Purkinjezellverlusten fiihrte. Diese Ergebnisse korrelierten zum einen mit den
Ergebnissen von Afshar et al., 2017 fiir SOD1-Auswirkungen auf Purkinjezellen, aber
auch mit den Ergebnissen von Ringer, et al. 2013, wo ein gleichzeitiger PACAP-
Knockout bei bestehender SODI1-Mutation zu Untergang parasympathischer und
sympathischer Neurone fiihrte. Im Endstadium der Erkrankung fiihrte dieses
Zusammenspiel nicht zu einer weiteren Progredienz der Zelldegeneration, sodass man fiir
SODI1 vor allem schiddigende Einfliisse im Frithstadium annehmen kann. Fiir den

zusitzlichen PACAP-Knockout bei bestehender SODI1-Mutation (SOD1/WT vs.
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SOD1/KO) war hingegen kein signifikant stirkerer Abfall in der Purkinjezellzahl
nachzuweisen und deutet nicht auf einen starken Einfluss von PACAP auf Purkinjezellen

bei SOD1-Vorschiadigung hin.

Zusammenfassend konnte in diesem histologischen Experiment der Arbeit eine
signifikante Auswirkung auf den Verlauf der ALS nicht alleinig fiir SOD1-Mutation und
PACAP-Knockout zu beiden Messzeitpunkten bestitigt werden. Die mogliche
neuroprotektive Wirkung vom Monofaktor PACAP oder der schidigenden Wirkung der
SOD1-Mutation, wie in dieser Arbeit als Hypothese aufgestellt, konnte nur im
Zusammenspiel beider Faktoren bestétigt werden. Dieses Zusammenspiel und ein
krankheitsmodifizierender Verlauf sind beschrankt auf die Effekte der zusitzlichen
SOD1-Mutation, jedoch nicht fiir den zusétzlichen PACAP-Knockout bei Vorliegen des
anderen Faktors. Die ALS gilt jedoch als multisystemische Netzwerkerkrankung mit
charakteristischer gestorter Konnektivitat (Dukic et al., 2019) und eine Verschlechterung
des Krankheitsverlaufes ist resultierend moglicherweise nicht alleinig auf einen
Monofaktor wie PACAP und SOD1 zuriickzufiihren. Ein weiteres ungeklirtes Ergebnis
ist, dass alle berechneten Werte zum p60/70-Zeitpunkt kleiner ausfallen im Vergleich
zum Endstadium-Zeitpunkt. Hier konnte vermutet werden, dass die Entwicklung des
Kleinhirns zum Zeitpunkt p60/70 noch nicht abgeschlossen ist und die natiirliche
Neurogenese auch die Purkinjezellzahl generell mit ansteigen l4sst. Dieses Ergebnis kann
jedoch nicht mithilfe dieser Thesis beantwortet werden und jegliche Vermutungen
diesbeziiglich wiren zu spekulativ, da auch die vorhandene Literatur dazu keine Aussage

macht.

Die Limitationen dieser Arbeit waren zum einen die kleine Anzahl an Gewebeproben fiir
die jeweiligen Gruppen, da keine Tiere neu geziichtet wurden. Eine VergroBerung der
Probenanzahl konnte demnach zu anderen Ergebnissen fithren. Des Weiteren dhnelt das
Kleinhirn der Maus zwar im Aufbau dem des Menschen, ist jedoch im makroskopischen
GroBenvergleich nicht gleichzusetzen. Diese Arbeit untersuchte die Auswirkungen auf
das gesamte Kleinhirn in der histologischen Schnittfithrung, differenzierte jedoch nicht
in einzelne Regionen. Eine genauere Untersuchung der relevanten Kleinhirnregionen wie
z. B. der Vermis und der Kleinhirnhemisphiren, aber auch der Granulosazellschicht
(neben der Purkinjezellschicht liegend) und der Kleinhirnkerne kdnnten in zukiinftigen
Studien eine spezifischere Aussage iiber die Auswirkungen von SOD1 und PACAP auf

funktionell unterschiedliche Teile des Kleinhirns treffen. Auch die Einbindung von
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PACAP in z. B. peripherer Nervenregeneration (Armstrong et al., 2003) zeigt, dass eine
neuroregenerative Wirkung von PACAP im Rahmen der ALS nicht ausgeschlossen
werden kann, sofern ein zusétzlicher pathologischer Stimulus vorliegt. Somit kann diese
mogliche neuroprotektive  Wirkung Ziel zukiinftiger —medikamentoser und

immunologischer Therapieansédtze sein.

4.2 Auswirkungen von PACAP und SODI1-Mutation auf den

makroskopischen Querdurchmesser und die Linge des Kleinhirns

Im Rahmen der Multinetzwerkerkrankung wie der ALS zeigte sich, im Hinblick auf die
Literatur, dass auch das Kleinhirn im Krankheitsverlauf beteiligt ist (Saberi et al., 2016).
Wie bereits in der Purkinjezelluntersuchung ist auch in diesem Abschnitt eine mogliche
Wirkung einer SOD1-Mutation sowie eines PACAP-Knockouts, als molekulare Ursache,
zentraler Fokus. Histologisch wurde ein Purkinjezellverlust durch Afshar et al., 2017
beschrieben und auch die Untersuchungen von Allais et al., 2007 und Botia et al., 2007
bestitigten eine Kleinhirnbeteiligung mit Granulosazellschichtverlust fiir die PACAP-
Defizienz. Bei drastisch vermehrten Zellreduktionen sind als theoretische Grundlage
auch resultierende makroskopische Atrophien des Kleinhirns zu vermuten. Diese
mogliche Atrophie des Kleinhirns sollte in diesem Abschnitt der Arbeit durch die MRT-
Diagnostik bei PACAP-defizienten und SOD1-Méiusen untersucht werden. Die MRT-
Diagnostik hat sich bereits in Tierversuchen fiir andere neurologische Erkrankungen wie
der Niemann-Pick Typ C Erkrankung (Totenhagen et al., 2017), aber auch fiir die
Diagnostik der ALS (Tu et al., 2019) etabliert. Makroskopische Unterschiede wurden in
diesem Abschnitt der Arbeit durch einen berechneten Querdurchmesser und die Lénge

des Kleinhirns fiir die untersuchten Mausgruppen analysiert.

Im Vergleich der Gruppen WT/WT vs. WT/KO zum p60/70 Zeitpunkt zeigte sich fiir den
alleinigen ~PACAP-Knockout kein signifikanter —Mittelwertsunterschied im
Querdurchmesser des Kleinhirns. Im Vergleich der Gruppe WT/WT p60/70 vs.
SODI/WT p60/70, welche alleinig die SOD1-Mutation besal}, zeigte sich in der One-
Way-ANOVA ein signifikanter GroBenunterschied im Querdurchmesser. Im Hinblick
auf die Literatur, konnten Purkinjezellen (Afshar et al., 2017) untergegangen sein und so
makroskopisch eine Kleinhirnatrophie im Querdurchmesser bewirkt haben. Dies ist

jedoch nicht alleinig mit der geringen Grof3e der Purkinjezellschicht zu begriinden, sodass
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hier auch ein moglicher Untergang von z. B. Fasern im Kleinhirnmark zu vermuten ist.
Fiir PACAP ist dieser Effekt im Querdurchmesser nicht ersichtlich und ein moglicher
Granulosazellverlust durch den PACAP-Knockout (Allais et al., 2007; Botia et al., 2007)
nicht zu bestatigen. Zwischen den Gruppen SOD1/WT p60/70 vs. SOD1/WT Endstadium
war kein signifikanter Unterschied fiir die beiden Messzeitpunkte nachweisbar gewesen
und so im Vergleich des Friihstadiums zum Endstadium war durch die SOD1-Mutation
keine progrediente Atrophie im Verlauf der ALS nachweisbar. Die durchschnittliche
Linge des Kleinhirns war im Vergleich der gleichaltrigen Gruppe WT/WT p60/70 vs.
WT/KO p60/70 signifikant unterschiedlich. PACAP konnte, im Hinblick auf die
Literatur, im Friihstadium der ALS Einfluss auf die Granulosazellschicht (Allais et al.,
2007; Botia et al., 2007) und resultierend auf die makroskopische GrofBe (hier der Lange)
des Kleinhirns gehabt haben. Ein zellulirer Mechanismus ist bisher ungekldrt und
Vermutungen wéren rein spekulativ. Fiir den Vergleich der Gruppe WT/WT p60/70 vs.
SOD1/WT p60/70 konnte kein signifikanter Mittelwertsunterschied fiir die alleinige
SOD1-Mutation in der Lidnge des Kleinhirns bestdtigt werden und konnte somit die
Ergebnisse im Querdurchmesser nicht bestitigen. Wie auch im Querdurchmesser
berechnet, zeigte der Vergleich der Gruppen im Frithstadium mit der Gruppe im
Endstadium SOD1/WT p60/70 vs. SOD1/WT Endstadium keinen signifikanten
Mittelwertsunterschied und somit keine signifikante Progredienz der Atrophie fiir die
SOD1-Mutation in der Lange des Kleinhirns. Ein Gréenabfall im Querdurchmesser und
der Liange konnte anatomisch-morphologisch auf eine Atrophie des Spino- sowie des
Pontocerebellum deuten. Diese sind, wie unter Kapitel 1.4 beschrieben, mafigeblich an
der Halte- und Stiitzmotorik des Organismus beteiligt und ein Ausfall kann zu ALS-
typischen cerebelldren Storungen, wie z. B. Dysmetrien und Rumpf- und Stammataxien
fihren. Die deutliche Neuronendichte mit 50 Milliarden Neuronen des Kleinhirns
(Trepel, 2015), betroffen von Zelluntergang und Atrophie, bestdrkt daher die Theorie,
dass Dbereits im frithen Verlauf die oben angegebenen Symptome von
Kleinhirnerkrankungen (Ulfig, 2008) bei der Amyotrophen Lateralsklerose auftreten und
somit magnetresonanztomographische Analysen des Kleinhirns zur Frithdiagnostik im

SOD1-Mausmodell eingesetzt werden konnten.

Eine neurologische Untersuchung der Maéuse beziiglich der Kleinhirnausfille vor
Entnahme des Hirngewebes wurde nicht getétigt und kann damit nicht bestatigt werden.

Zudem konnte in dieser Arbeit keine Aussage fiir die gleichzeitige Mutation beider
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untersuchter Mutationen und Knockouts (SOD1/PACAP-Knockout) getroffen werden,
da diese Gewebe nicht zur Verfiigung standen und keine neuen Tiere fiir diese Arbeit
geziichtet wurden. Weitere Limitationen dieser Arbeit waren die kleine Stichprobengrof3e
der untersuchten Méuse und die hier nicht durchgefiihrte Differenzierung, welche
Kleinhirnzellen im Querdurchmesser und der Lénge durch die SOD1-Mutation oder den
PACAP-Knockout mdglicherweise untergingen. Hier kommen neben den Purkinjezellen,
den Granulosazellen auch Mikroglia in Betracht (Afshar et al., 2017; Allais et al., 2007;
Botia et al., 2007). In Bezug auf die zugrundeliegende Arbeit von Ringer et al. konnte
bereits eine Beteiligung von SODI, aber nicht von einem PACAP-Knockout, mit einer

Aktivierung der Mikroglia im Rahmen der ALS in Verbindung gebracht werden.

4.3 Nutzbarkeit des Flichenvergleichs der histologischen- und MRT-
Diagnostik im SOD1 (G93A)-Mausmodell

Gewebeproben des Kleinhirns kdnnen histologisch nicht in vivo entnommen werden und
sind daher nur im Tiermodell oder an verstorbenen menschlichen Patienten durchfiihrbar.
Die radiologische Diagnostik durch MRT bietet einerseits den Vorteil der Etablierung der
in vivo Beurteilung von neurologischen Erkrankungen wie z. B. der Niemann-Pick
Erkrankung, ist aber auch bereits fiir die Beurteilung von ALS-erkrankten cerebelldren
Tracti untersucht (Totenhagen et al., 2017; Tu et al., 2019). Mit dieser Arbeit wurde daher
verglichen, in wie weit makroskopische Verdnderungen, hier eine Atrophie in der
Flachenberechnung des Kleinhirns, gleichwertig durch Histologie und Radiologie fiir den
PACAP-Knockout im SOD1-Mausmodell beurteilt werden konnen. Dadurch sollte
zudem eine Aussage iiber die mogliche Nutzbarkeit der MRT im Verlauf der ALS-

Erkrankung getroffen werden.

In der histologischen Flidchenberechnung zeigte sich in der One-Way-ANOVA der
Gruppen WT/WT p60/70 vs. WT/KO p60/70 ein signifikanter Mittelwertsunterschied fiir
den alleinigen PACAP-Knockout und konnte, im Hinblick auf die Literatur, auf eine
Zelldegeneration z. B. der Granulosazellen mit resultierender Kleinhirnatrophie
hindeuten (Allais et al., 2007; Botia et al., 2007). Ein signifikanter Unterschied in den
histologischen Flichen WT/WT vs. SOD1/WT war fiir den p60/70 Zeitpunkt nicht
nachzuweisen. Der Vergleich von SOD1/WT vs. SOD1/KO zum p60/70- als auch zum
Endstadium-Zeiptunkt zeigte keine signifikante zusétzliche Einwirkung vom PACAP-
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Knockout bei SOD1-Mutation als zusitzlicher Faktor auf die histologisch nachweisbare
Fliche. Der zu erwartende Effekt einer PACAP-Defizienz auf z. B. die
Granulosazellschicht mit resultierender Atrophie war nicht im Zusammenspiel beider
Faktoren zu beobachten. Im Vergleich von SOD1/WT p60/70 vs. SOD1/WT End zeigte
sich fiir den Vergleich von Frithstadium- mit Endstadium SOD1-Tieren kein signifikanter

Flachenunterschied zwischen den Messzeitpunkten.

In der MRT-Fldchenberechnung zeigte sowohl WT/WT p60/70 vs. WT/KO p60/70 in der
One-Way-ANOVA einen signifikanten Unterschied fiir den alleinigen PACAP-
Knockout, als auch WT/WT p60/70 vs. SOD1/WT p60/70 einen signifikanten
Unterschied fiir die alleinige SOD1-Mutation. Ein monofaktorieller Unterschied durch
entweder die alleinige SOD1-Mutation oder den PACAP-Knockout konnte so im MRT
nachgewiesen werden und unterstiitzt die Vermutung von Auswirkungen einer PACAP-
Defizienz und einer SODI-Mutation auf die Kleinhirnmakroskopie. Ob vermehrt
Granulosazellen (Allais et al., 2007; Botia et al., 2007) oder Purkinjezellen (Afshar et al.,
2017) untergingen, oder ein zusitzlicher Untergang von Nervenfasern der Zellschichten
stattfand und die Atrophie auslosten, konnte in dieser Arbeit nicht differenziert bestétigt
werden. Der Vergleich SODI/WT p60/70 vs. SOD1/WT Endstadium sollte einen
moglichen Verlauf der atrophischen Effekte von SOD1 im Verlauf der ALS-Erkrankung
darstellen. Diese Progredienz war jedoch in der MRT-Flichenberechnung nicht
signifikant nachweisbar. Daher ist hier kein weiteres Fortschreiten der Atrophie des

Kleinhirns durch SOD1 im Verlauf der Erkrankung zu vermuten.

Zusammenfassend zeigte die Flichenberechnung eine mdglicherweise neuroprotektive
Wirkung von PACAP auf die Grole des Kleinhirns. In  beiden
Flachenberechnungsmethoden der unterschiedlichen Schnittverfahren zeigte eine
PACAP-Defizienz einen signifikanten Grofenunterschied in der Flidche und bestarkt die
Auswirkungen des Knockouts auf das Kleinhirn von Botia et al., 2007 und Allais et al.,
2007. Dieses Resultat war fiir die alleinige SODI1-Mutation (WT/WT p60/70 vs.
SODI/WT p60/70) nicht in der histologischen Analyse, sondern nur in der MRT-
Berechnung zu bestétigen. In beiden Diagnostikverfahren sind Auswirkungen der zwei
Faktoren jedoch nur im Friihstadium (p60/70) und nicht im Endstadium (p120) der ALS
nachzuweisen, sodass eine Nutzbarkeit der Flichenberechnung nur zum p60/70 Zeitpunkt
gegeben scheint. Ob bei der Kleinhirnatrophie in der Fliche vermehrt Purkinjezellen

(Afshar et al., 2017) oder andere Zellen wie zum Beispiel Granulosazellen (Allais et al.,
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2007; Botia et al., 2007) untergingen, konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden und
sollte in zukiinftigen Untersuchungen differenziert betrachtet werden. Weiterhin konnten
Aussagen iiber die Gruppen mit gleichzeitiger SOD1- und PACAP-Mutation (SOD1/KO)
aufgrund der fehlenden Gewebeproben zu beiden Messzeitpunkten nicht getétigt werden,
sodass insgesamt nur eine geringe Anzahl von Tieren in diese Arbeit eingebunden werden
konnte. Eine weitere Schlussfolgerung dieses Teils der Arbeit sollte eine Aussage tiber
die Nutzbarkeit der Flachenberechnung, mithilfe des histologischen Schnittes und der
MRT-Diagnostik, fiir eine Erkennung der Auswirkungen einer SOD1- sowie einer
PACAP-Mutation auf das Kleinhirns sein. Die histologische Analyse ist vor allem in
Tiermodellen ein oft genutztes Verfahren, die MRT besitzt in der klinischen Forschung
der ALS des Menschen eine wichtige Rolle. Beide Diagnostikverfahren bewiesen
atrophische Wirkungen einer PACAP-Defizienz auf das Kleinhirn, jedoch wies die
nichtinvasive MRT-Diagnostik Auswirkungen beider Faktoren sicher nach und konnte
somit als sinnvolle Diagnostikmethode in der ALS-Kleinhirnforschung verwendet

werden.
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S Zusammenfassung

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung.
Hauptsymptom ist ein Verlust der Willkiirmotorik, bedingt durch ein kontinuierliches
Absterben motorischer Nervenzellen in Cortex, Hirnstamm und Riickenmark. Aktuell
wird davon ausgegangen, dass sich die Pathologie der ALS nicht nur auf Motoneurone
beschriankt, sondern es sich um eine multisystemische Netzwerkerkrankung mit
charakteristischer, gestorter Konnektivitit handelt. Basierend auf einer genetischen
Mutation, die in 20% aller vererbbaren ALS Fille auftritt, hat die Etablierung des
Superoxiddismutase 1 (SODI1) - transgenen Mausmodells im Jahr 1994 durch Gurney et
al. wesentlich zur Aufklirung moglicher zugrunde liegender Pathomechanismen
beigetragen. Das Neuropeptid Pituitary-adenylate-cyclase-activating-polypeptide
(deutsch: Hypophysen-Adenylatcyclase-aktivierendes-Protein; PACAP) wurde initial
aus dem Hypothalamus isoliert und gehort zu einer Genfamilie, der auch das Vasoaktive
Intestinale Polypeptid (VIP), Secretin, das Wachstumshormon (GH) sowie Glucagon
angehoren.  PACAP  besitzt  verschiedene  neuroprotektive, aber  auch
neuroinflammatorische Funktionen und Auswirkungen auf das ZNS und ist in akuten und
chronischen neurodegenerativen Erkrankungen wie der ALS eingebunden. Diese Arbeit
beschéftigte sich mit den Auswirkungen einer PACAP-Defizienz im SOD1 (G93A)-
Mausmodell der ALS mit Fokus auf mikro- sowie makroskopische Verdnderungen im
Kleinhirn. Hierzu besaflen die untersuchten Mausgruppen die genetische SODI-
Mutation, einen PACAP-Knockout oder beide Faktoren und es wurden Auswirkungen zu
den zwei Messzeitpunkten des prasymptomatischen Stadiums (p60/70) und Endstadium
(p120) ausgewertet. Histologisch wurden fiir die eingebundenen Kleinhirngewebeproben
die Purkinjezellen gezihlt sowie eine mogliche makroskopische Atrophie des Kleinhirns
(anhand Querdurchmesser und Lédnge) im MRT beurteilt. AbschlieBend wurde ein
Vergleich zwischen der histologischen Schnittfiihrung durch das Mikrotom und der

MRT-Diagnostik anhand einer Flichenberechnung im Sagittalschnitt unternommen.

In der Purkinjezellanalyse fiihrte eine monofaktorielle SOD1-Mutation oder der alleinige
PACAP-Knockout zu beiden Messzeitpunkten zu keinem Purkinjezelluntergang im
Vergleich zum Wildtyp. Das Vorhandensein der SODI1-Mutation bei bestehendem
PACAP-Knockout (WT/KO vs. SOD1/KO) im Friihstadium fiihrte zu einer verringerten
Purkinjezellzahl. Beim Vergleich der Gruppen SOD1/WT vs. SODI/KO trat dieser
Effekt weder im Frith- und Endstadium auf.
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Der im MRT berechnete Querdurchmesser des Kleinhirns zeigte fiir die reine SOD1-
Mutation (WT/WT vs. SOD1I/WT) zum p60/70- und Endstadium-Zeitpunkt eine
signifikante makroskopische Atrophie. Fiir den alleinigen PACAP-Knockout war dies im
Querdurchmesser nicht zu beobachten. In der berechneten Lénge des Kleinhirns zeigte
sich hingegen nur die Gruppe des alleinigen PACAP-Knockouts (WT/WT p60/70 vs.
WT/KO p60/70) als signifikant atroph. Diese Atrophie konnte in der Kleinhirnldnge nicht
fiir die SOD1-Mutation zum p60/70- oder Endstadium-Zeitpunkt (WT/WT p60/70 vs.
SOD1/WT p60/70 oder SOD1/WT p60/70 vs. SOD1/WT Endstadium) repliziert werden.
Diese MRT-Ergebnisse deuteten auf einen moglichen Gewebeuntergang bei Defizienz
bzw. neuroprotektive Wirkung bei normaler Funktion, moglicherweise auch auf die
Zellgenese sowie den Zelluntergang des Kleinhirns, hin. Diese Diagnostikmethode
konnte zudem, iibertragen auf den Menschen, in der ALS-Kleinhirndiagnostik in vivo
sinnvoll sein und fiir zukiinftige Studien forciert genutzt werden. Im letzten Schritt dieser
Arbeit wurde verglichen, inwieweit eine makroskopische Atrophie durch
Flachenberechnung des SODI1-mutierten sowie PACAP-defizienten Kleinhirns
gleichwertig durch Histologie und Radiologie beurteilt werden kann. Histologisch konnte
die Nutzbarkeit einer Flichenberechnung fiir die ALS ausschlieBlich im
prasymptomatischen ALS-Verlauf (p60/70-Zeitpunkt) bewiesen werden. Alleinig
PACAP-Knockout Méuse im ALS-Frithstadium (WT/KO p60/70) zeigten signifikant
atrophe Kleinhirne in der Flache. In der PACAP-Knockout-Endstadium-Gruppe, aber
auch fiir den Monofaktor der SOD1-Mutation konnte zu beiden Messzeitpunkten diese
Signifikanz nicht bestétigt werden. In der MRT-Flachenberechnung war zum p60/70-
Zeitpunkt sowohl fiir die alleinig PACAP-Knockout-, als auch die SOD1-mutierten Tiere
eine signifikante Atrophie des Kleinhirns nachweisbar. Alleinig der Unterschied von
SOD1/WT p60/70 vs. SOD1/WT Endstadium zeigte keine Progredienz in der
Flachenatrophie. Zusammenfassend erscheint mit beiden Diagnostikmethoden im
Frithstadium der ALS eine Analyse der Kleinhirnflache sinnvoll. Im Unterschied zu der
histologischen Schnittfithrung war jedoch im MRT auch eine Wirkung durch die SOD1-
Mutation eindeutig nachzuweisen. Zudem liegt der unumstrittene Vorteil der MRT bei
der Moglichkeit der in vivo Diagnostik, welche auch fiir den Menschen anwendbar ist.
Somit scheint im Vergleich zum bewihrten histologischen Schnitt, die Nutzung der
radiologischen Bewertung des Kleinhirns im SODI1-Mausmodell der Amyotrophen
Lateralsklerose sinnvoll und konnte zukiinftig eine groBere Rolle in der

Forschungsdiagnostik spielen.
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6 Summary

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease. The main symptom
is a loss of voluntary motor skills, caused by the continuous death of motor nerve cells in
the cortex, brain stem and spinal cord. It is assumed that the pathology of ALS is not only
limited to motor neurons, but is a multisystem network disease with characteristic
impaired connectivity. Based on a genetic mutation that occurs in 20% of all hereditary
ALS cases, the establishment of the superoxide dismutase 1 (SOD1) transgenic mouse
model by Gurney et al. in 1994 contributed significantly to the elucidation of possible
underlying pathomechanisms. The neuropeptide Pituitary-adenylate-cyclase-activating-
polypeptide (PACAP) was initially isolated from the hypothalamus and belongs to a gene
family that also includes the vasoactive intestinal polypeptide (VIP), secretin, the growth
hormone (GH), as well as glucagon. PACAP has various neuroprotective, but also
neuroinflammatory functions and effects on the CNS and is involved in acute and chronic
neurodegenerative diseases such as ALS. This dissertation thesis dealt with the effects of
a PACAP deficiency in the SOD1 (G93A) mouse model of ALS with a focus on
microscopic and macroscopic changes of the cerebellum. For this purpose, the examined
mouse groups either harbored the genetic SOD1 mutation, or a PACAP knockout, or both
factors, and effects at the two measurement times of the presymptomatic stage (p60/70)
and end stage (p120) were evaluated. Histologically, the Purkinje cells were counted and
a possible macroscopic atrophy of the cerebellum (based on the transverse diameter and
length) assessed with MRI. Finally, histological microtome sections were compared with

the MRT diagnosis based on an area calculation in the sagittal plane.

In the Purkinje cell analysis, neither a monofactorial SOD1 mutation, nor the sole PACAP
knockout resulted in Purkinje cell death at either point in time. A simultaneous occurrence
of the SOD1 mutation with an existing PACAP knockout (WT/KO vs. SOD1/KO) in the
early stage led to a reduced Purkinje cell count. For the group SOD1/WT vs. SOD1/KO,

this effect could not be proven, both in the early stage and endstage.

The transverse diameter of the cerebellum calculated in the MRI showed significant
macroscopic atrophy for the pure SOD1 mutation (WT / WT vs. SOD1 / WT) at the
p60/70 and endstage time. For the sole PACAP knockout, this effect was not observed.
In the calculated length of the cerebellum, however, only the group with the sole PACAP
knockout (WT/WT p60/70 vs. WT/KO p60/70) was found to be significantly atrophic.
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This atrophy could not be replicated in the cerebellar length for the SOD1 mutation at
p60/70 or endstage (WT/WT p60/70 vs. SOD1/WT p60/70 or SOD1/WT p60/70 vs.
SODI1/WT endstage). These MRI results indicated a possible tissue destruction in the
case of deficiency or a neuroprotective effect in the case of normal function, possibly also
to the cell genesis and cell death of the cerebellum. Translated into humans, this
diagnostic method could also be useful in ALS cerebellar diagnostics in vivo and may be

used more forcefully in future studies.

In the last step of this thesis it was compared to what extent a macroscopic atrophy can
be assessed equally by histology and radiology by calculating the area of the SOD1-
mutated and PACAP-deficient cerebellum. Histologically, the usability of an area
calculation could only be proven in the presymptomatic ALS mice (p60/70 time point).
Here, PACAP knockout mice showed significant cerebellar atrophy. In the PACAP
knockout end-stage group, but also for the monofactor of the SOD1 mutation, however,
this significance could not be confirmed at either time point. In the MRT area calculation,
a significant atrophy of the cerebellum was detectable for both the PACAP knockout and
SODI1 mutated animals at the p60/70 time point. Only the comparison between
SOD1/WT p60/70 vs. SOD1/WT End showed no progression in surface atrophy. In
summary, with both diagnostic methods, histology and MRI, there is the possibility of a
meaningful analysis of the cerebellar surface in the early stages of ALS. In contrast to
histology, an effect of the SOD1 mutation could also be clearly demonstrated with MRI.
In addition, the undisputed advantage of MRI lies in the possibility of in vivo diagnostics,
which can also be used for humans. Thus, in comparison to histological sectioning, the
use of a radiological evaluation of the cerebellum in the SOD1 mouse model of ALS

seems beneficial and could play a greater role in future research.
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8 Anhang

Tabelle 9: Einzelwerte der histologischen Analyse der Purkinjezellzahlen pro Tier im Vergleich unter den

Gruppen sowie eine Mittelwertberechnung

Gruppe Messzeitpunkt ID Mittelwerte pro Tier Mittelwert Gesamt
WT/WT P60/70

E4436 10,65

E4438 10,21

E4440 10,7

E4442 9,8 10,34

Endstadium

E4327 15,08

E4330 11,65

E4333 15,34

E4345 18,75 15,21
WT/KO p60/70

E4444 13,08

E4446 10,38

E4448 10,36

E4450 10,36 11,05

Endstadium

E4324 14,41

E4336 12,42

E4348 15,63

E4363 15,3 14,44
SOD1/WT | p60/70

E4452 8,03

E4454 8,2

E4456 9,87

E4458 9,49 8,90
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Gruppe Messzeitpunkt ID Mittelwerte pro Tier Mittelwert Gesamt
Endstadium
E4321 11,2
E4354 7,92
E4357 12,1
E4360 13,07 11,08
SOD1/KO | p60/70
E4460 9,03
E4462 9,65
E4464 7,58
E4466 5,98 8,06
Endstadium
E4318 11,22
E4342 10,9
E4369 10,16
E4474 7,92 10,05

Tabelle 10: MRT-Analyse der Parameter Querdurchmesser und Linge in coronarer Schnittfiihrung

Gruppe Mess- Tiere Querdurchmesser in mm Léange in mm (coronar)
zeitpunkt (coronar)
WT/WT p60/70 BB272 7,796 3,291
BB273 7,760 3,262
BB237 7,846 3,273
BB246 7,837 3,445
BB258 7,715 3,387
BB286 7,941 3,230
Mittelwert | 7,816 3,315
WT/KO p60/70 K341 7,525 3,115

70




Gruppe Mess- Tiere Querdurchmesser in mm Lange in mm (coronar)
zeitpunkt (coronar)

K342 7,428 3,061
K343 7,619 3,071
K353 7,821 3,008
K371 7,788 3,078
Mittelwert | 7,636 3,067

SODI/WT p60/70 BB281 7,333 2,966
BB282 7,408 3,292
BB284 7,534 3,175
BB256 7,537 3,083
BB289 7,607 3,066
BB291 7,689 3,411
Mittelwert | 7,518 3,166

SODI/WT Endstadiu | BB064 7,754 3,144

m

BB068 7,577 3,211
BB112 7,709 3,052
BB039 7,330 3,048
BB047 7,478 3,293
BB050 7,749 3,292
BB071 7,399 3,379
Mittelwert | 7,571 3,203

71



Tabelle 11: Histologische Flichenberechnung

Genotyp Messzeitpunkt Gewebenummer Tier-ID Wert (mm?)
WT/WT p60/70 E4436 1541 4,12
WT/WT p60/70 E4438 1543 4,15
WT/WT p60/70 E4440 1546 4,16
WT/WT p60/70 E4442 1547 3,99
SODI/WT p60/70 E4452 1542 3,84
SODI/WT p60/70 E4454 1545 3,42
SODI/WT p60/70 E4456 1559 4,13
SODI/WT p60/70 E4458 1560 3,98
SOD1/KO p60/70 E4460 1549 3,91
SOD1/KO p60/70 E4462 1550 3,69
SOD1/KO p60/70 E4464 1544 3,65
SOD1/KO p60/70 E4466 1555 3,79
WT/KO p60/70 E4444 1539 3,83
WT/KO p60/70 E4446 1540 3,45
WT/KO p60/70 E4448 1552 3,68
WT/KO p60/70 E4450 1554 3,64
SOD1/WT Endstadium E4321 1486 4,98
SOD1/WT Endstadium E4354 1515 3,83
SOD1/WT Endstadium E4357 1529 3,15
SOD1/WT Endstadium E4360 1535 3,72
SOD1/KO Endstadium E4318 1485 3,68
SOD1/KO Endstadium E4342 1491 4,02
SOD1/KO Endstadium E4369 1528 3,88
SOD1/KO Endstadium E4474 1523 3,97
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Tabelle 12: MRT Flichenberechnung

Genotyp Messzeitpunkt Tier-IDs Wert (mm?)
WT/WT p60/70 BB237 10,45
WT/WT p60/70 BB246 10,32
WT/WT p60/70 BB258 10,37
WT/WT p60/70 BB272 10,38
SODI/WT p60/70 BB256 8,89
SODI/WT p60/70 BB281 9,35
SODI/WT p60/70 BB282 8,82
SODI/WT p60/70 BB284 9,56
SOD1/KO p60/70 / /
SOD1/KO p60/70 / /
SOD1/KO p60/70 / /
SOD1/KO p60/70 / /
WT/KO p60/70 K341 9,365
WT/KO p60/70 K342 9,449
WT/KO p60/70 K343 9,317
WT/KO p60/70 K353 9,545
SOD1/WT Endstadium BB039 8,936
SODI/WT Endstadium BB047 9,511
SOD1/WT Endstadium BB050 7,512
SODI/WT Endstadium BB064 8,271
SOD1/KO Endstadium / /
SOD1/KO Endstadium / /
SOD1/KO Endstadium / /
SOD1/KO Endstadium / /
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