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Zusammenfassung

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist durch die progressive Degeneration der
Motoneuronen im zentralen Nervensystem gekennzeichnet. Klinisch flhrt die ALS zu einer
Muskelschwachung durch Atrophie der Skelettmuskulatur bis hin zum Tod der Patienten,
meist durch Atemstillstand. Eine heilende Behandlung der ALS gibt es bis heute nicht.
Derzeit zugelassene Medikationen bewirken ausschlielllich eine Verzégerung der
klinischen Symptome und erweitern nur geringfligig die Uberlebenszeit, ohne die kausale

Ursache der Erkrankung zu behandeln.

Die Arbeiten unserer Forschungsgruppe zielen auf die Entwicklung kausaler Therapien
gegen neurodegenerative Erkrankungen ab. Im Fokus unserer Forschung stehen dabei
mittels Spiegelbild-Phagendisplay selektierte Peptidliganden, die nur aus D-enantiomeren
Aminosaureresten bestehen. Eines dieser sogenannten ,D-Peptide“ ist RD2RD2. In einer
Therapiestudie mit einem Mausmodell der Alzheimer’'schen Demenz zeigte die Behandlung
mit RD2RD2 in vivo einen vielversprechend antiinflammatorischen Effekt. Zur
Charakterisierung der potentiell antiinflammatorischen Wirkung von RD2RD2, wurde eine
Erkrankung mit einem etablierten Tiermodell gesucht, in dem neuroinflammatorische

Prozesse eine Funktion in der Krankheitsprogression spielen.

Obwohl die genaue Pathophysiologie der ALS bisher unbekannt ist, belegt eine
zunehmende Anzahl von Studien, dass die Neuroinflammation in der Pathogenese der ALS
ein Treiber der Krankheitsprogression ist, sowohl in Patienten, als auch in transgenen

Mausen mit einer Mutation im Gen, das fir die Superoxiddismutase 1 (SOD1) kodiert, ist.

Die transgenen SOD1 Mause tragen multiple Genkopien des mutierten Transgens, das eine
Punktmutation (G93A) in der DNA enthalt und fur SOD1 kodiert. Unter Verwendung von
weiblichen transgenen SOD1*G93A Mausen und nicht-transgenen  Wildtyp
Geschwistertieren wurde die ALS-ahnliche Pathogenese und die Entwicklung des
motorisch-neurodegenerativen Phanotyps der Tiere in Verhaltens- und motorischen

Koordinationstests Uber mehrere Wochen studiert und charakterisiert.

AnschlieRend an die Etablierung des SOD1*G93A Mausmodells, wurde in einer ersten
praklinischen Studie (intraperitoneal) das therapeutisch antiinflammatorische Potential von
RD2RD2 auf die Krankheitsprogression und Neuroinflammation in vivo untersucht.
Placebo-behandelte, transgene und nicht-transgene Geschwistertiere dienten als
Kontrollen. Die Behandlung der transgenen SOD1*G93A Mause verlangsamte die
Progression des neurodegenerativen Phanotyps und reduzierte die motorischen Defizite,

wahrend sich der motorisch-neurodegenerative Phanotyp in der Placebo-behandelten
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Gruppe Uber die Versuchsdauer entwickelte. Des Weiteren reduzierte die Behandlung mit
RD2RD2 im Gehirn die Aktivierung von Gliazellen und beugte einer Degeneration von

Neuronen vor.

In der zweiten Therapiestudie (per oral) wurde untersucht, ob RD2RD2 auch nach oraler
Applikation therapeutisches Potential besitzt. Die orale Behandlung fihrte bei RD2RD2-
behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen zu einer signifikant gesteigerten Leistung in
den Verhaltens- und motorischen Koordinationstests im Vergleich zu den Placebo-
behandelten, transgenen Geschwistertieren. Zudem stagnierte die Entwicklung des
neurodegenerativen Phanotyps in RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A
Mausen. Immunhistochemische Analysen ergaben eine signifikante Reduktion aktivierter
Gliazellen und eine Protektion reifer und cholinerger Neurone im Gehirn von RD2RD2-
behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen, verglichen mit Placebo-behandelten,
transgenen Geschwistertieren. Zusatzliche biochemische Analysen mittels eines Multiplex-
Immunoassays wiesen eine Normalisierung verschiedener Zytokine im Plasma von
RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen in Richtung der gemessenen

Konzentrationen von nicht-transgenen Mausen auf.

Zuletzt wurde eine Uberlebensstudie durchgefiihrt. Hierbei wurde untersucht, ob die
Behandlung mit RD2RD2 (per oral) einen Einfluss auf das Uberleben der transgenen ALS
Mause hat. Zusatzlich wurde eine Gruppe von nicht-transgenen Mausen mit derselben
Dosis RD2RD2 wie die transgenen Tiere taglich behandelt, um zu evaluieren, ob die
Behandlung mit RD2RD2 unerwinschte Nebenwirkungen aufweist. Die in der
Uberlebensstudie gewonnenen Daten waren in Bezug auf die vorherigen
Studienergebnisse nicht auswertbar. In einer nachtraglichen Uberpriifung der Peptidcharge
stellte sich heraus, dass es sich bei dem angenommen D-RD2RD2, um die L-enantiomere

Form des Peptids handelte.

Die antiinflammatorischen und neuroprotektiven Effekte nach der Behandlung mit
D-RD2RD2 im transgenen SOD1*G93A Mausmodell in den praklinischen Therapiestudien,
qualifizieren D-RD2RD2 fir die weitere Entwicklung und Prifung einer

krankheitsmodifizierenden Behandlung der ALS.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is characterised by progressive degeneration of motor
neurons in the central and peripheral nervous systems. Clinically, ALS leads to muscle
weakness due to atrophy of the skeletal muscles and even death of patients, usually due to
respiratory failure. To date, there is no curative treatment for ALS and currently approved
treatments delay the clinical symptoms and marginally extend survival without targeting the

cause of ALS.

Our research group works on the development of therapeutic compounds for the treatment
of neurodegenerative diseases. We focus on peptide ligands selected by mirror image
phage display, which consists solely of D-enantiomeric amino acid residues. One of these
"D-peptides" is RD2RD2. A treatment study with a mouse model of Alzheimer's disease
showed a remarkable anti-inflammatory effect of RD2RD2 in vivo. To characterise the
potential anti-inflammatory effect of RD2RD2, it was sought a disease with an established
experimental animal model wherein neuroinflammatory processes play a function in disease

progression.

Although the underlying pathophysiology of ALS is still to a large extent unknown, an
increasing evidence of studies demonstrate that neuroinflammation is a driver of disease

progression in the pathogenesis of ALS patients and the transgenic SOD1 mouse models.

The transgenic mice carry multiple gene copies of a mutant transgene containing a point
mutation (G93A) in the DNA encoding the superoxide dismutase 1 (SOD1). ALS-like
pathogenesis and development of the neurodegenerative phenotype were studied in female
transgenic SOD1*G93A mice and non-transgenic wildtype littermates (controls) using

behavioural and motor coordination tests over several weeks.

Subsequent to the characterisation of the SOD1*G93A mouse model, a first preclinical in
vivo study (intraperitoneal) was evaluated the therapeutic anti-inflammatory potential of
RD2RD2 towards disease progression and neuroinflammation. Placebo-treated transgenic
and non-transgenic littermates were used as controls. Treatment of SOD1*G93A transgenic
mice prevented progression of the neurodegenerative phenotype and further motor deficits
in compare to placebo-treated transgenic animals. Moreover, RD2RD2 treatment

decreased glial cell activation in the brain and prevented degeneration of neurons.

A second treatment study (per oral) was examined whether RD2RD2 also has therapeutic
potential after oral administration. Oral treatment significantly resulted in an increased

performance of RD2RD2- vs placebo-treated SOD1*G93A mice in behavioural and motor
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coordination tests. In addition, development of the neurodegenerative phenotype
stagnated. Immunohistochemical analysis revealed a significant reduction in activated glial
cells and neuroprotection of mature and cholinergic neurons in the brain of RD2RD2- vs
placebo-treated SOD1*G93A mice. Additional biochemical analysis using a multiplex
immunoassay indicated normalisation of several plasma cytokines in RD2RD2- vs placebo-

treated SOD1*G93A mice towards concentrations found in non-transgenic littermates.

Thus, a survival study was performed. It was investigated whether the treatment with
RD2RD2 (per oral) had an effect on the survival of the transgenic SOD1 mice. In addition,
a group of non-transgenic littermates was treated daily with an equal dosage of RD2RD2 to
evaluate whether RD2RD2 treatment had any adverse side effects. The data of survival
study were not evaluable with regard to the previous studies. In a posterior examination of
the peptide batch, it was discovered that the assumed D-peptide was actually the

L-enantiomeric form of the peptide.

The anti-inflammatory and neuroprotective effects of D-RD2RD2 treatment of the first two
therapy studies in the SOD1*G93A transgenic mouse model qualify D-RD2RD2 for further

development and testing strategies towards a disease modifying treatment of ALS.

XV


https://www.dict.cc/?s=cholinergic

1 Einleitung

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine progressiv, neurodegenerative Erkrankung,
die zur irreversiblen Zerstérung der oberen und unteren Motoneurone des zentralen
Nervensystems fuhrt (Kiernan et al., 2011). Erstmals im Jahre 1869 vom franzosische
Neurologe Jean-Martin Charcot als Innervationsverlust der Muskeln zusammen mit
spastischen Kontraktionen beschrieben (Charcot, 1869), wurde das Krankheitsbild im Jahr
1874 als amyotrophe (griech. a-: nicht, myo-: Muskel, trophein: wachsen) Lateralsklerose
(lat. lateral: seitlich; griech. Sklerose: Verhartung) spezifiziert (Charcot, 1874). Im Verlauf
der Krankheit kommt es zur degenerativen Zerstérung von Motoneuronen u.a. im primaren
motorischen Kortex, im Hirnstamm und im Ruckenmark (Abb. 1). Weltweit wird die
Krankheit unter dem Sammelbegriff Motoneuronen-Erkrankung (MND; engl. motor neuron
disease) gefuhrt und haufig als Charcot-Krankheit oder, nach einem erfolgreichen
Baseballspieler der amerikanischen Sportgeschichte, Lou-Gehring-Krankheit bezeichnet
(Wijesekera and Leigh, 2009).

normale obere Motgneuronen amyotrophe
Physiologie - Lateralsklerose

R,
% &
2 AN
' untere
') Moto-
I'Ineuronen
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des Kdrpers durch | |
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Abb. 1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
Wahrend der Progression der ALS degenerieren die oberen und unteren Motoneurone irreversibel
und progressiv. Als obere Motoneurone werden die motorischen Nervenzellen im Gehirn bezeichnet,

die die Auslésung willkurlicher Bewegungen Ubertragen. Die Signale werden an die unteren



Motoneuronen im Rickenmark weitergeleitet, die die Signale direkt an den jeweiligen Muskeln
Ubertragen. Bei der ALS degenerieren die Neurone, wodurch die willkirliche Steuerung der
Muskulatur gestort wird. Quelle: Abbildung modifiziert nach The ALS Association

(http://www.alsa.org).
1.1.1 Epidemiologie

In Europa liegt die Inzidenz an ALS zu erkranken zwischen 1,6 und 3,8 pro 100.00
Einwohnern (Uenal et al., 2014, Rosenbohm et al., 2017, Benjaminsen et al., 2018,
Longinetti et al., 2018, Palese et al., 2019, Leighton et al., 2019, Opie-Martin et al., 2020).
Das durchschnittliche Erkrankungsalter betragt 66 Jahren, wobei Manner mit
durchschnittlich 64 Jahren friGher an ALS erkranken als Frauen mit einem Durchschnittsalter
von 67 Jahren. Obwohl ALS vermehrt zwischen dem 45. bis 75. Lebensjahr auftritt, sind
Falle deutlich jungerer und alterer Patienten dokumentiert (Palese et al., 2019). Zudem sind
Manner in Europa mit einem Verhaltnis von durchschnittlich 1,2:1 etwas haufiger betroffen
als Frauen. Die Pravalenz liegt bei 4 bis 8 pro 100.000 Einwohner mit steigender Tendenz
bis zum Jahr 2050 (Arthur et al., 2016, Rosenbohm et al., 2017, Longinetti and Fang, 2019,
Palese et al., 2019). Die durchschnittliche Lebenserwartung eines ALS Patienten betragt

zwischen 29 bis 50 Monaten (Benjaminsen et al., 2018).
1.1.2 Klinisches Bild und Symptomatik

In Folge der progressiven Degeneration der oberen und unteren Motoneuronen im
Nervensystem bilden sich in der frihen Krankheitsphase klinisch differentielle Symptome
aus. Die klinische Einteilung der ALS erfolgt nach dem Symptombeginn. Je nachdem
welche Motoneurone von der Degeneration betroffen sind und dem Grad der Degeneration
prasentiert sich die ALS Kklinisch in verschiedenen Formen: spinale und bulbare ALS

(Logroscino et al., 2010).

Etwa zwei Drittel aller ALS Patienten sind von der spinalen Form betroffen. Es treten
Lasionen an den oberen und unteren Motoneuronen auf, die zu fokaler Muskelschwache
und -atrophien in den oberen und unteren Extremitdten der Arm- und Beinmuskulatur
fuhren, gefolgt von spastischen Paresen (Hardiman et al., 2011). Die Symptome kénnen
distal oder proximal beginnen. Bei Patienten mit bulbar beginnender ALS, treten die ersten
Symptome zunédchst im Bereich der Gesichtsmuskulatur auf, was primar zu Sprach- und
Schluckstérungen flihrt, gefolgt von muskuldren Symptomen der Extremitaten (Makkonen
et al., 2018). Die bulbare ALS ist die aggressivste und am schnellsten fortschreitende Form
und die Patienten haben eine kurzere Lebenserwartung im Vergleich zur spinalen ALS und

weiterer Unterformen (Hardiman et al.,, 2011, Couratier et al.,, 2016). Eine dieser
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Unterformen ist z.B. die respiratorische ALS, die weniger als > 3 % der Patienten betrifft
(Shoesmith et al., 2007, Gautier et al., 2010). Im Gegensatz zur spinalen und bulbaren
Form, treten mit der Progression der respiratorischen ALS als erstes Symptome wie
Atemnot und Kurzatmigkeit im Alltag auf, gefolgt von fokalen Muskelschwachen und
-atrophien. Trotz der unterschiedlich auftretenden primaren Symptomatik, sind die Paresen
aller ALS Formen progressiv und fuhren im Verlauf der Erkrankung zum Tod durch

respiratorische Insuffizienz (Wijesekera and Leigh, 2009).

Der Schweregrad der Erkrankung kann mit Hilfe der funktionalen ALS Bewertungsskala
(ALSFRS; engl. Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale) eingeordnet
werden (Brooks et al., 1996, Cedarbaum and Stambler, 1997). Die ALSFRS wurde zuletzt
im Jahr 1999 revidiert und um spezifischere Angaben zur Respiration der ALS Patienten
erganzt (ALSFRS-R, R = revidierte Version) (Cedarbaum et al., 1999). Anhand von 10
(ALSFRS) bzw. 12 (ALSFRS-R) Kategorien wird der Schweregrad der ALS Erkrankung
beurteilt und nach einem Punktesystem von 0 (schwerwiegend) bis 4 Punkten (normal)
definiert. (Abdulla et al., 2013). Die Kategorien sind an das klinische Bild der ALS Patienten
angepasst und lauten wie folgt: Sprache, Speichelfluss, Schlucken, Handschrift,
Nahrungsaufnahme, Ankleiden und Korperpflege, Lagerung im Bett und Richten der
Bettdecke, Gehen, Treppensteigen, Luftnot, Luftnot im Liegen und Atemfunktionsstorung.
Der ALSFRS-R stellt somit ein einfaches und validiertes Bewertungssystem zur

Uberwachung und Einschéatzung der Progression bei ALS Patienten dar.
1.1.3 Diagnose

Es gibt keinen validierten diagnostischen Test zur frihzeitigen Erkennung der ALS. Die
Erkrankung kann erst diagnostiziert werden, wenn andere Ursachen ausgeschlossen sind,
d.h. die Kombination von suggestiven klinischen Anzeichen mit negativen Labortests, sowie
bildgebenden Untersuchungen auf andere Pathologien unterstitzten die Diagnose. Die
Voraussetzung hierfir ist immer die Progression der ALS. Faszikulationen und
Muskelkrampfe sind meist Initialsymptome der ALS, gelten allein jedoch nicht als spezifisch
und ausreichend fur eine Diagnosestellung (Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur
Neurologie e.V. (DGN); eine Uberarbeitete Fassung wird zum 30. April 2021 erwartet,
Registernummer 030-001) (Ludolph, 2014). Aus diesem Grund wurden weitere
diagnostische Parameter bestimmt und im Jahr 1994 als ,El Escorial-Kriterien® definiert
(Tab. 1) (Brooks et al., 2000, Brooks, 1994). Die ,El Escorial-Kriterien* sind international
standardisierte Diagnosekriterien der ALS, die von der World Federation of Neurology
(WFN) Research Subgroup on ALS/MND festgelegt wurden (Brooks, 1994, Brooks et al.,
2000, Ludolph et al., 2015). Im Jahr 2008 wurden die Kriterien um die ,Awaiji-Kriterien*
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erganzt (de Carvalho et al., 2008). Generell wird zwischen der sicheren, wahrscheinlichen,
wahrscheinlich laborgestitzten und moglichen ALS unterschieden (Ludolph, 2014). Im
Rahmen der Kriterien werden die Symptome der Patienten in vier Kérperregionen (bulbar,
zervikal, thorakal oder lumbosakral) eingeordnet und die Patienten entsprechend der
Symptomatik in den Regionen und unter Hilfenahme unterstitzender bildgebender

Untersuchungen beurteilt.

Tab. 1 Ubersicht der El Escorial-Kriterien zur Diagnose der ALS.

EMG: Elektromyographie, 1. MN: obere Motoneurone, 2. MN: untere Motoneurone

Sichere ALS Schadigungszeichen an den 1. und 2. MN in 3 von 4 Regionen

Schadigungszeichen an den 1. und 2. MN in 2 von 4 Regionen,
Wahrscheinliche ALS wobei die Schadigung des 2. MN rostral der Schadigung des

unteren MN vorhanden sein missen

Schadigungszeichen an den 1. und 2. MN in 1 von 4 Regionen,
Wabhrscheinliche,
oder nur des oberen MN, sowie Anzeichen von Denervierungen

laborgestiitzte ALS
in der EMG in mind. 2 Extremitaten

Mogliche ALS Schadigungszeichen an den 1. und 2. MN in 1 von 4 Regionen
Lasionen des 1. MN

Bestatigtes

Diagnosekriterium der ALS

Lasionen des 2. MN inkl. EMG-Veranderungen in klinisch nicht

betroffenen Muskelpartien, Progredienz

Diagnostisches Fehlen
klinischer Anzeichen flr
ALS

Autonome Dysfunktion, Geflihlsstérungen, Sehstérungen,
Sphinkterstérungen, Parkinson-Syndrom, Alzheimer’sche

Demenz oder etwaige Erkrankungen, die der ALS ahnlich sind

) ) ) Faszikulation in einer oder mehreren Regionen, neurogene
Diagnostische Anzeichen

Veranderung in der EMG, normale motorische und sensible
der ALS

Nervenleitgeschwindigkeiten, Fehlen von Leitungsblécken

1.1.4 Atiologie

Die Atiologie der ALS Krankheit ist vielseitig und bis heute trotz vielseitiger Forschung
immer noch nicht eindeutig geklart. Diskutiert wird ein multifaktorieller Zusammenhang
genetischer Pradispositionen und Umweltfaktoren, die zum Ausbruch der ALS flihren
(Majoor-Krakauer et al., 2003, Ingre et al., 2015). Daher werden die meisten Falle als
sporadische Form (sALS) deklariert. Bei der sALS wirken verschiedenste genetische und
umweltbezogene Faktoren zusammen, wodurch das Risiko erhdht ist, an ALS zu erkranken

und zudem eine friihzeitige Diagnose schwer prognostizierbar ist (Dunckley et al., 2007,



Oskarsson et al., 2015). Neben der gro3en Mehrheit an sALS Patienten, werden etwa 10 %
aller an ALS erkrankten Personen der familidren ALS (fALS) zugeordnet. Der fALS liegen
Genmutationen zu Grunde, wodurch sicherere Diagnosen gestellt werden kdénnen im
Gegensatz zur sALS (Renton et al., 2014, Boylan, 2015). Daruber hinaus ist die fALS durch
einen fruheren Erkrankungsbeginn gekennzeichnet (Kiernan et al., 2011, Mehta et al.,
2019). Bislang konnte eine Vielzahl an Genen mit der fALS in Verbindung gebracht werden
(Renton et al., 2014) und darlber hinaus in einigen Fallen mit der sALS (Taylor et al., 2016).
Ein Beispiel ist hierfur die Superoxiddismutase 1 (SOD1, Genlokus auf Chromosom
21922.11). Die SOD1 Genmutation wurde sowohl bei fALS Patienten, als auch bei 2% der
sALS Patienten nachgewiesen (Rosen et al., 1993, Renton et al., 2014, Taylor et al., 2016).
Seit der Entdeckung wurden mehr als 150 SOD1 Mutationen beschrieben (online
Datenbank ALSoD; Amyotrophic Lateral Sclerosis online Database, https://alsod.ac.uk/,
SOD1, Stand: 22.03.2021). SOD1 besteht aus 153 Aminosauren und ist eines von drei
Isoformen aus der Gruppe der Superoxiddismutasen (SOD1, SOD2 und SOD3). Die SOD1
befindet sich primar im Zytosol, kann jedoch auch im Intermembranraum der Mitochondrien
und im Zellkern vorkommen. Unter normalen physiologischen Umstanden liegt SOD1 als
Homodimer, bestehend aus zwei identischen Untereinheiten vor, welche jeweils ein Kupfer-
und Zinkion gebunden haben (Banci et al., 2008). Die primare Funktion der Dismutase ist
die Katalyse der aus der Zellatmung entstandenen Superoxidradikale in Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid, womit SOD zum Abbau reaktiver Sauerstoffspezies beitragt (Apel and
Hirt, 2004, Tsang et al., 2014). Die mutierte Form der SOD1 liegt bei ALS Patienten als
Heterodimer vor und wird autosomal-dominant vererbt (Rosen et al., 1993). Der
Pathomechanismus der SOD1-assoziierten ALS ist bislang nicht vollstandig entschlusselt
(Park et al., 2019). In den letzten Dekaden sind viele weitere Genmutationen entdeckt
worden, u.a. im TAR-DNA binding protein 43 (TDP-43), sowie im ,Hexanukleotid®
chromosome 9 open reading frame 72 (COORF72) (Neumann et al., 2006, Renton et al.,
2011). Mit 40 % aller fALS und 7 % aller sFALS Fallen ist die COORF72 Mutation die bis
heute am haufigsten vorkommende Genmutation (Renton et al., 2014). Aufgrund der
frihzeitigen Entdeckung der SOD1 Genmutation und dem Nachweis in fALS und sALS
Patienten, wurde die Mutation in den letzten Jahrzehnten intensiv studiert (Deng et al.,
1993, Banci et al., 2008, Roberts et al., 2013). Zur Untersuchung der ALS Pathologie
wurden transgene Tiermodelle entwickelt, die durch die Einbringung der humanen SOD1

Genmutation eine selektive Neurodegeneration entwickeln.


https://alsod.ac.uk/

1.2 Tiermodelle der ALS Grundlagenforschung

Genetisch  modifizierte Tiermodelle sind ein  Hilfsmittel zum  Studium der
Grundlagenforschung, pathologischer Prozesse und um die therapeutische Wirksamkeit
neuer Substanzen in vivo zu erforschen. Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden
zahlreiche Tiermodelle entwickelt und intensiv studiert, wie Modelle mit Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Zebrafische, Ratten, Mause, Hunde, u.v.m. (Aoki
et al., 2005, Awano et al., 2009, Joyce et al., 2011, Morrice et al., 2018, De Giorgio et al.,
2019). Zur wissenschaftlichen Erforschung relevanter pathologischer Prozesse der ALS
und um der humanen Krankheitssituation so nah wie moglich zu kommen, werden humane
Gene eingebracht, die humane krankheitsverursachende Mutationen tragen, wie z.B. die
SOD1 Genmutation (Joyce et al., 2011, Morrice et al., 2018). Vor allem das transgene
SOD1 Mausmodell zeigt in seiner Pathogenese viele mit der humanen ALS vergleichbare
Symptome (Alexianu et al., 2001, Bendotti and Carri, 2004, Acevedo-Arozena et al., 2011,
Beers et al., 2011a). Aufgrund der Ahnlichkeit humaner klinischer Merkmale und Pathologie
wahrend der Krankheitsprogression wurde die SOD1 Mauslinie in den letzten zwei
Jahrzehnten intensiv charakterisiert und weiterentwickelt, um der humanen Pathologie
moglichst genau zu entsprechen und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen
zu ermdglichen (Wong et al., 1995, Bruijn et al., 1997, Friedlander et al., 1997, Dal Canto
and Gurney, 1997, Shibata, 2001, Deitch et al., 2014).

1.2.1 Das transgene SOD1*G93A Mausmodell

Das transgene SOD1 Mausmodell ist eines der ersten entwickelten ALS Tiermodelle.
Aufgrund der Kodierung auf Chromosom 21 wurde das transgene Mausmodell bereits Ende
der 1980er Jahre als Modell fur die Down-Syndrom-Forschung entwickelt (Epstein et al.,
1987). Mit der Entdeckung verschiedener Genmutationen der SOD1 als Ausldser der fALS
und sALS (Rosen et al., 1993, Deng et al., 1993, Robberecht et al., 1996, Boukaftane et

al., 1998), erlangte die Entwicklung transgener SOD1 Mausstamme Prioritat.

Zur Untersuchung der Neuropathologie und der Progression der ALS, sowie zur
Erforschung der Funktion der mutierten SOD1 bei der Krankheitsentwicklung, generierte
Mark E. Gurney zusammen mit Kollegen im Jahr 1994 die transgene SOD1*G93A
Mauslinie (Gurney et al., 1994). Das Transgen der Mause beinhaltet das humane SOD1
Gen mit einer Punktmutation an der Position 93 an der die Aminosaure Gylcin gegen die

Aminosaure Alanin getauscht wurde (G93A) unter dem humanen Promotor.

Die transgenen SOD1*G93A Mause entwickeln wahrend der ALS-ahnlichen Progression

eine Neurodegeneration im Hirnstamm und lumbalen Rickenmark (Gurney et al., 1994,
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Wang et al., 2008, Ozdinler et al., 2011, Fogarty et al., 2015). In Folge dessen treten
motorische Defizite in den Extremitaten auf, die zu Paresen bis hin zur vollstandigen
Paralyse fuhren. Die fortschreitende degenerative Veranderung kann mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) ab einem Alter von 60 Tagen im Gehirn, genauer an
den motorischen Kernen vom Hirnnerv V (N. trigeminus), VII (N. fascialis) und XII (N.
hypoglossus), sowie die folgende Muskeldegeneration in den Hinterbeinen bedingt durch
die irreversible Zerstérung im lumbalen Rickenmark (Mead et al., 2011, Evans et al., 2014)
detektiert werden. Der Zeitpunkt des Krankheitsbeginnes, an dem die ersten ALS-ahnlichen
Symptome auftreten, ist direkt abhangig von der vorliegenden Anzahl der humanen
SOD1*G93A Genkopien im transgenen Mausmodell (Alexander et al., 2004). Wie bei ALS
Patienten kommt es auch im Mausmodell im Laufe der Krankheitsprogression zur Abnahme
des Korpergewichts (Evans et al., 2014). Zusatzlich zu der klinischen Symptomatik sind
Neuroinflammation und inflammatorische Prozesse weitere prominente Charakteristika der
humanen ALS, die im SOD1*G93A Mausmodell reflektiert werden (McGeer and McGeer,
2002, Beers et al., 2011b, Lewis et al., 2012, McCauley and Baloh, 2019).

In der vorliegenden Arbeit wurde die kongene Mauslinie B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J
verwendet (weiter abgekirzt als SOD1*G93A). Die Mause werden durch die Rickkreuzung
transgener B6.SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur Mause mit nicht-transgenen C57BL/6J Mausen
generiert. Als kongen werden Inzuchtstdmme von Mausen bezeichnet, die sich nur in einem
definierten Merkmal vom Vorlauferstamm unterscheiden (Rogner and Avner, 2003). Dies
wird durch wiederholtes Einkreuzen des bestimmten Genes in den Inzuchtstamm erreicht.
Ein Stamm gilt als kongen, wenn dieser mindestens zehnmal auf den Hintergrundstamm
zurtickgekreuzt wurde. In diesem Fall tragen die B6.Cg.Tg(SOD1*G93A)1Gur/J dieselbe
transgene Mutation (SOD1*G93A), jedoch auf einem C57BL/6J-kongenen Hintergrund. Die
kongenen SOD1*G93A Mause weisen eine geringflgigere Variabilitat im Phanotyp auf als
die urspringliche B6SJL bzw. B6SJL/J-Linie, sowie zwischen den beiden Geschlechtern,
einen milderen und verzogerten Krankheitsbeginn mit erhdhter Uberlebenszeit und einer
langer andauernden Krankheitsdauer (Heiman-Patterson et al., 2005, Wooley et al., 2005,
Mead et al., 2011). Die pathologischen Veranderungen kénnen Uber einen langeren

Zeitraum studiert werden und es ergibt sich ein groReres therapeutisches Zeitfenster.
1.3 Pathogenese der ALS

Oxidativer Stress, Exzitotoxizitdt und das mutierte SOD1 Protein sind drei von einigen
diskutierten Pathomechanismen, die als ursachlich betrachtet werden, an dem
Degenerationsprozess der Motoneuronen und der damit einhergehenden Progression der

ALS verantwortlich zu sein. Inwieweit die Degeneration der Motoneurone durch den
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jeweiligen Pathomechanismus betroffen ist und wie genau es sich auf die Progression der

ALS auswirkt, ist bis heute nur in Ansatzen erforscht.

1.3.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress entsteht, wenn in einer Zelle durch eine Stérung der mitochondrialen
Atmungskette, der Sauerstoff- und Energiehaushalt oder der Abbau toxischer
Sauerstoffradikale  gestért werden. Eine verminderte  Abbaurate reaktiver
Sauerstoffspezies, aullere Einflisse (H202 oder Glutamat) und intrazellulare Stérungen
(Gendefekte/Mutationen) kénnen zu einer Akkumulation toxischer Sauerstoffprodukte
fuhren oder zur verminderten Fahigkeit des Abbaus z.B. durch den Verlust enzymatischer
Aktivitat (SOD1). Eine Theorie zur Entstehung von oxidativem Stress im Zusammenhang
mit SOD1 assoziierter fALS ist, dass das Kupferion eine entscheidende Rolle bei der
Pathogenese hat. Das Vorhandensein von Kupfer in SOD1 ist entscheidend, da Kupfer als
redoxaktives Metallion, als potenter Katalysator von Oxidationsreaktionen wirkt. Kommt es
zur intrazellularen Anhdufung von Kupfer, konnte dies einen toxischen Einfluss auf die
Mitochondrien haben und oxidativen Stress verursachen. Das Kupferionen einen Einfluss
auf die Pathogenese anderer neurodegenerativer Erkrankungen haben, belegen
verschiedene Studien (Gaggelli et al., 2006, Giampietro et al., 2018). Eine wichtige Rolle
im Zusammenhang mit oxidativem Stress haben Mitochondrien. Die Schadigung des
Mitochondriums fihrt zur Freisetzung des Proteins Cytochroms ¢ und dem Verlust der
Bindung an Cardiolipin (Kroemer and Reed, 2000, Guégan et al., 2001). In Folge dessen
wird Uber die Aktivierung von Kaspasen die Apoptose in der Zelle induziert. Allerdings ist
noch nicht bekannt, inwieweit sich die Freisetzung mitochondrialen Cytochrom c auf die

Progression der ALS Pathogenese auswirkt.
1.3.2 Exzitotoxizitat

Ein weiterer seit Jahren diskutierter Pathomechanismus ist die Exzitotoxizitat, die durch
eine zu hohe Konzentration an Neurotransmitter wie z.B. Glutamat im zentralen
Nervensystem entsteht (Danbolt, 2001). Durch die Freisetzung von Glutamat in den
synaptischen Spalt steigt die Glutamatkonzentration hier kurzfristig an, die eine schnelle
Wiederaufnahme erfordert, um eine Sattigung der Glutamat-Rezeptoren zu verhindern und
zur Vermeidung der neurotoxischen Wirkung dieser exzitatorischen Aminosaure. Weder
durch enzymatischen Abbau, noch durch Diffusion kann Glutamat in ausreichender
Schnelligkeit und Menge metabolisiert werden. Die Glutamatkonzentration wird Uber den
exzitatorischen Aminosauretransporter-2 und Glutamattransporter-1 (EAAT2/GLT-1; engl.

excitatory amino acid transporter 2/glutamate transporter 1) im synaptischen Spalt



reguliert. Sowohl bei Patienten der fALS und sALS, als auch im transgenen Mausmodell
wurde gezeigt, dass es im Verlauf der Erkrankung zum Verlust des EAAT2/GLT-1 kommt
(Rothstein et al., 1992, Rothstein et al., 1995, Fray et al., 1998). In Folge dessen, steigt die
Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt an und fihrt nachfolgend zu einer abnormen
Ubererregung der Motoneurone mit toxischem Effekt (Exzitotoxizitat). Durch die
andauernde Ausschittung des Glutamats im synaptischen Spalt werden die ionotropen
Glutamatrezeptoren N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) und a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolpropionsaure (AMPA) auf den Motoneuronen Uberstimuliert. Der daraus
resultierende exzessive Ca?* Einstrom hat Einfluss auf lonenstrome, enzymatische
Reaktionen oder die Mitochondrien (Grosskreutz et al., 2010). Der Anstieg der Ca?*
Konzentration in Mitochondrien nach NMDA-Aktivierung erniedrigt den elektrochemischen
Gradienten und vermittelt eine verminderte ATP-Synthese (Dykens, 1994). Die
mitochondriale Schadigung initiiert die Aktivierung proapoptotischer Gene wie z.B. den
Apoptotic protease activating factor 1, die die Apoptose einleiten (Léveillé et al., 2010,
Caldeira et al., 2014). Die Entdeckung des Natrium-Kanal-Blockers Riluzol oder auch 6-
(Trifluormethoxy)-1,3-benzothiazol-2-amin  (Bensimon et al.,, 1994), und dessen
antiglutamaterge Wirkung, stutzt die Theorie, dass die Exzitotoxizitat bei der Progression

der ALS eine entscheidende Rolle spielt.
1.3.3 Mutiertes SOD1 Protein

1.3.3.1 Allgemein

Ein weiterer pathogener Faktor sind Mutationen im SOD1 Protein. Im Jahr 1993 wurde die
krankheitsauslésende SOD1*G93A Mutation in ALS Patienten entdeckt (Rosen et al.,
1993). Es wurde geschlussfolgert, dass die Mutation im SOD1 Protein zu einem Verlust der
enzymatischen Aktivitat fihrt und dass es zu einer Zunahme toxischer, freier Radikale
kommt (,Loss of function* Theorie) (Gurney et al., 1994, Bowling et al., 1995). Die Theorie
wurde verworfen, nachdem an SOD1 knockout Mausen belegt werden konnte, dass die
Tiere keine motorischen Defizite entwickelten und langer lebten als die transgenen
Geschwistertiere, die die humane SOD1 Mutation exprimierten (Reaume et al., 1996).
Entgegen dieser Theorie wurde nachgewiesen, dass die enzymatische Dismutase-Aktivitat
unbeeintrachtigt oder sogar erhéht vorlag (Gurney et al., 1994, Wong et al., 1995). Aus
diesen Erkenntnissen wird wiederrum geschlussfolgert, dass Mutationen im SOD1 Gen das
Protein mit toxischen Eigenschaften ausstatten, die zur Degeneration der Motoneurone
fuhren. Dieser Funktionsgewinn wird als ,Gain of function“ bezeichnet und soll unabhangig
von der enzymatischen SOD1 Aktivitat fur die Pathogenese der ALS verantwortlich sein.

Unklar ist bis heute der Mechanismus der neugewonnenen Eigenschaften des mutierten
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SOD1 Proteins (Trist et al., 2020). Bislang ist nachgewiesen, dass bei SOD1-assoziierter
ALS fehlgefaltetes SOD1 Protein im Zytoplasma von Astrozyten und Motoneuronen
anreichert wird und die Progression des motorisch-neurodegenerativen Phanotyps in SOD1
Mausen beschleunigt (Bruijn et al., 1997). Zytoplasmatische Proteinaggregate mutierter
SOD1 wurden in Patienten der sALS und fALS, als auch im transgenen Mausmodell
nachgewiesen. Daruber hinaus zeigen SOD1 Aggregate eine prionenartige Zell-zu-Zell-
Ausbreitung, wie auch fir andere neurodegenerative Erkrankungen gezeigt werden konnte
(Minch et al., 2011, Grad et al., 2011).

1.3.3.2 Apoptose

Ein Pathomechanismus, der durch die Mutation im SOD1 Protein getriggert wird, ist die
Apoptose. Unter normalen physiologischen Umstanden dient der programmierte Zelltod der
Beseitigung defekter Zellen, die eine Gefahr flir den Organismus darstellen (Reed, 2000).
In ALS Patienten und im SOD1 Mausmodell wurde die Auslésung der Apoptose Uber die
Aktivierung des Proteins p53 nachgewiesen (Martin, 2000, Yang et al., 2020). Ebenfalls
wurde die Aktivierung der Caspase-1 und Caspase-3 nachgewiesen, welche bei der
Auslésung der apoptotischen Reaktion in transgenen SOD1*G93A Mausen beteiligt sind
(Pasinelli et al., 2000). Die Inhibierung der Caspase-1 und Caspase-3 bewirkt eine
Verzégerung des Krankheitsbeginns und eine Verlangsamung der Pathogenese in
transgenen ALS Mausen im Vergleich zu nicht-behandelten Geschwistertieren (Zhu et al.,
2002). Zudem wird vermehrt Caspase-1 im frilhen Stadium der Krankheit in transgenen
SOD1*G93A Mausen exprimiert (Yoshihara et al., 2002). In weiteren Studien wurde
gezeigt, dass eine Uberexpression des antiapoptotischen Regulatorproteins B-cell-
lymphoma 2 (Bcl-2) oder die Inhibierung des proapoptotischen Proteins Bcl-2 associated X
(Bax) im transgenen SOD1*G93A Mausmodell zu einer Verzégerung der ALS Erkrankung
und einer verlangerten Uberlebenszeit fiihrt (Kostic et al., 1997, Gould et al., 2006).

1.3.3.3 Entziindung

Eine weitere, wichtige pathomechanistische Beobachtung ist, die durch aktivierte Mikroglia
entstehenden Entzindungsreaktionen im zentralen Nervensystem, die sowohl bei
transgenen Modellen mutierter SOD1 als auch in einem C90ORF72 Knockout-Mausmodell
nachgewiesen wurde (Henkel et al., 2009, O’rourke et al.,, 2016). Entziindung oder
Inflammation ist der Versuch eines Organismus sich selbst zu schitzen, indem eine
korpereigene Reaktion eingeleitet wird mit dem Ziel beschadigte Zellen, Krankheitserreger
oder Toxine zu entfernen und anschlieend den Heilungsprozess einzuleiten. Gliazellen

wie Astrozyten und Mikroglia, sind nicht-neuronale Zellen, die die neuronale Homdostase
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unterstitzen, schitzen und neuroinflammatorische Prozesse aktivieren (Henkel et al.,
2009, Philips and Rothstein, 2014, Hensley et al., 2006).

Es gibt Hinweise darauf, dass mutiertes SOD1 in Astrozyten, Mikrogliazellen und
Makrophagen den Krankheitsverlauf beschleunigt und in Motoneuronen primar den Beginn
sowie die fruhe Phase der Erkrankung bedingt (Beers et al., 2006, Boillée et al., 2006,
Yamanaka et al., 2008). Als eine Reaktion auf Zellschadigungen in der Umgebung, andern
Mikroglia ihre Konformation, wandern zu diesen Zellen und setzen dort u.a.
proinflammatorische Zytokine und reaktive Sauerstoffspezies frei, die den Prozess der
Phagozytose einleiten, wodurch es zur neuronalen Dysfunktion bis hin zum Absterben der
Neurone kommt (Heneka et al., 2015). Andererseits, produzieren Mikrogliazellen
antiinflammatorische Zytokine sowie neurotrophe Faktoren, was eine neuroprotektive

Funktion wahrend des inflammatorischen Prozesses vermuten Iasst (Henkel et al., 2009).

Mittels Positronenemissionstomographie (PET) konnte die Aktivierung von Mikrogliazellen
u.a. im primaren Motorkortex, im Hirnstamm und Rickenmark von ALS Patienten
abgebildet werden (Turner et al., 2004, Corcia et al., 2012, Tondo et al., 2020). Bestatigt
wurden die Funde durch Analysen von post mortem Gewebe von ALS Patienten, die eine
erhohte Anzahl reaktiver Mikrogliazellen im primaren Motorkortex und ventralen Horn des
Rickenmarks aufwiesen (Kawamata et al., 1992). Turner et al. (2004) postulierten zudem
eine positive Korrelation der Mikroglia-Aktivierung in Zusammenhang mit der Schwere der
Erkrankung (Turner et al., 2004). Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen der
Krankheitsprogression und der Aktivierung von Mikrogliazellen im ventralen Horn des
Ruckenmarks in transgenen SOD1*G93A Mausen festgestellt werden (Alexianu et al.,
2001).

Astrozyten erfillen unter physiologischen Umstanden schitzende und regulatorische
Funktionen im Organismus, z.B. bei der Immunabwehr in Zusammenarbeit mit der Blut-
Hirn-Schranke (BHS), bei der Ausschittung neurotropher Komponenten oder bei der
Wiederaufnahme ausgeschutteter Neurotransmitter wie z.B. Glutamat (Sofroniew and
Vinters, 2010).

Wahrend der Progression der ALS entwickeln Astrozyten einen reaktiven Charakter
aufgrund sich andernder pathologischer Umstande auf molekularer und morphologischer
Ebene (Nagy et al., 1994, Pehar et al., 2017), durch welche es zum Absterben von
Motoneuronen kommen kann (Bruijn et al., 1997, Hall et al., 1998, Henriques et al., 2010).
Aktivierte Astrozyten sezernieren Komponenten, wie den Nervenwachstumsfaktor, durch
die eine apoptotische Reaktion induziert wird, die zur Degeneration von Motoneuronen fiihrt
(Pehar et al., 2017). In ALS Patienten und im transgenen SOD1*G93A Mausmodell sind
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reaktive Astrozyten im Rickenmark lokalisiert (Yamanaka et al., 2008, Haidet-Phillips et al.,
2011, Philips and Rothstein, 2014). Dartber hinaus finden sich reaktive Astrozyten in der
weillen und grauen Substanz und im Motorkortex von ALS Patienten (Kushner et al., 1991,
Nagy et al., 1994). Im transgenen SOD1*G93A Mausmodell konnte zudem nachgewiesen
werden, dass die Aktivierung von Astrozyten simultan mit Degeneration von Motoneuronen
stattfindet und dass die Anzahl reaktiver Astrozyten positiv mit der phanotypischen
Krankheitsprogression korreliert (Hall et al., 1998). Astrozyten werden andererseits durch
degenerierende Motoneurone beeinflusst (Rao and Weiss, 2004, Rudnick et al., 2017), die
durch z.B. die intrazellulare Aggregation von SOD1, oxidativen Stress, Exzitotoxizitat oder

mitochondrialer Dysfunktion geschadigt werden (Rothstein, 2009).
1.3.3.4 Zytokine

Als Reaktion auf die Aktivierung von Gliazellen werden Entziindungsmediatoren sezerniert
wie z.B. Zytokine (Elliott, 2001, Hensley et al., 2002). Eingeteilt in zwei verschiedene Typen
(Typ-l: proinflammatorisch und Typ-Il: antiinflammatorisch), sind Zytokine an komplexen
Signalkaskaden beteiligt, die als Antwort zu einer Steigerung oder Erniedrigung des
inflammatorischen Prozesses fihren (Turner et al.,, 2014). Indessen kann eine
pathologische Uberexpression der Zytokine dem Heilungsprozess gegeniiber auch
nachteilig sein, anstatt diesem zu nitzen (Papadimitriou et al., 2010). Zu der Familie der
Zytokine gehoren Interleukine (z.B. IL-1, IL-4, IL-6, IL-10), Chemokine (z.B. CCL2, CCL5),
Interferone (z.B. INF-y), Tumornekrosefaktoren (z.B. TNF-a), Wachstums- und
koloniestimulierende Faktoren (z.B. G-CSF) (Turner et al., 2014).

Im lumbalen Rickenmark von transgenen SOD1*G93A Mausen konnte gezeigt werden,
dass bereits im Alter von 11 Wochen (spate prasymptomatische ALS Phase) eine
gesteigerte Expression von TNF-a und Caspase-1 vorlag (Yoshihara et al., 2002). Erhdhte
Expressionslevel weiterer Zytokine, wie IL-6, IFN-y oder Chemokine, wie CCL5, konnten
ebenfalls nachgewiesen werden (Hensley et al., 2003, Nguyen et al., 2004). Sowohl bei
ALS Patienten, als auch im transgenen Tiermodell liegen erhdéhte Zytokinkonzentrationen
im CSF und Blut vor (Kuhle et al., 2009, Fiala et al., 2010, Tortelli et al., 2020, Torres et al.,
2020, Moreno-Martinez et al., 2019). Pro- und antiinflammatorische Zytokine werden je
nach Stadium der ALS in unterschiedlichen Konzentrationen sezerniert (Elliott, 2001,

Jeyachandran et al., 2015).
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1.4 Therapeutische Strategien zur Behandlung der ALS

Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten, gibt es bis heute keine
neuroprotektive (kausale) Therapie, die das Fortschreiten der ALS Erkrankung effektiv

verlangsamt oder stoppt.
1.4.1 Palliative Therapie

Bisher stehen nur symptomatische und geringfiigig lebensverlangernde Behandlungen zur
Verfigung (Dorst et al.,, 2017). Eine symptomorientierte (palliative) Therapie soll die
Lebensqualitat und Autonomie des Patienten gewahrleisten. Hierfir ist eine kontinuierlich,
intensive Betreuung der Patienten notwendig. Nach den Leitlinien der DGN werden die
begleitende Physiotherapie, Logopadie und Ergotherapie, sowie die nicht-invasive
maschinelle Unterstlitzung der Atmung und kinstlicher Erndhrung empfohlen (Ludolph,
2014). Des Weiteren wird z.B. der Einsatz von Schmerzmitteln zur Behandlung von
Muskelkrampfen empfohlen oder die Injektion von Botuliniumtoxin in die Speicheldrise
gegen das unwillkirliche AbflieRen von Speichel, welches eine Pneumonie verursachen
kann (Ludolph, 2014, Miller and Appel, 2017). Bei auftretenden Schluckstérungen wird eine
Ernahrungsberatung empfohlen, sowie die Anpassung der Nahrung an die jeweilige
Situation. Neben den kérperlich orientierten Therapien werden ALS Patienten und
Angehdrige haufig psychologisch betreut. Mit der Progression der ALS kommt es vermehrt
zu Angstzustdnden und Depressionen, die mit Antidepressiva und Psychotherapien
palliative behandelt werden (Chio et al., 2012, Hanisch et al., 2015).

1.4.2 Zugelassene medikamentése Therapien

Bis zum Jahr 2017 war Riluzol das einzig zugelassene Medikament mit dem eine moderate
Krankheitsverzégerung mit lebensverlangernden Eigenschaften erreicht werden konnte
(Bensimon et al., 1994, Miller et al., 2012, Cudkowicz et al., 2013). Riluzol hat
neuroprotektive und antiglutamaterge Eigenschaften. Als Glutamat-Antagonist hemmt es
den Untergang von Motoneuronen und verldngert somit die Uberlebenszeit um
durchschnittlich drei Monate (Bensimon et al., 1994). Riluzol hemmt spannungsabhangige
Natriumkanale, wodurch direkt ein unkontrollierter Einstrom von Natriumionen und indirekt
die Aufnahme von Kalziumionen in das postsynaptische Neuron verhindert wird. Ansonsten
wlrde der exzessive Einstrom von Natrium- und Kalziumionen die extrazellulare
Freisetzung von Glutamat in das prasynaptische Neuron férdern und im postsynaptischen
Neuron zu exzitotoxischen Schadigungen und dem Zelltod fiihren (Urbani and Belluzzi,

2000). Riluzol wird oral verabreicht und bis zu 90 % der applizierten Dosis werden
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resorbiert. Die absolute Bioverfugbarkeit von Riluzol liegt bei 60 + 18 % und die
Eliminationshalbwertszeit betragt 9 bis 15 Stunden (Groeneveld et al., 2001). Die priméare
Metabolisierung von Riluzol zu dem aktiven Hauptmetaboliten N-Hydroxy-Riluzol passiert
in der Leber Uber die Oxidation durch Cytochrom-P450-Isoenzym 1A2 (Martinet et al.,
1997). N-Hydroxy-Riluzol wird zu Glukuronid konjugiert und hauptsachlich tGber den Urin
ausgeschieden (Martinet et al., 1997). Die Wirkung von Riluzol ist bei Patienten mit
Leberinsuffizienz beeintrachtig, kann aber auch schon durch eine fettreiche Ernahrung

gestort werden, was zu einer verringerten Bioverfugbarkeit fuhrt (Liboux et al., 1997).

Im Jahr 2017 wurde durch die Amerikanische Lebensmittel- und Arzneimittelbehérde (FDA;
engl. U.S. Food and Drug Administration) ein weiteres Medikament namens Edaravon oder
3-Methyl-1-phenyl-5-pyrazolon zur Behandlung von ALS Patienten zugelassen (Rothstein,
2017). Edaravon wirkt als Radikalfanger (antioxidativ) und eliminiert z.B. Lipidperoxide, die
durch die Reaktion freier Radikale mit Lipidstrukturen entstehen (Pérez-Gonzalez and
Galano, 2011). Eine gesteigerte Produktion an Lipidperoxide wird neben dem natirlichen
Alterungsprozess mit verschiedenen Krankheiten assoziiert wie der ALS (Ferrante et al.,
1997, Miana-Mena et al., 2011). Obwohl der genaue Wirkmechanismus bei der Behandlung
von ALS nicht vollstandig geklart ist, wird die therapeutische Wirkung von Edaravon in ALS
Patienten auf dessen antioxidative Eigenschaften zurickgefiihrt (Ohta et al., 2020). Die
Behandlung mit Edaravon ist eine intravendse Therapie. Daher wird bis heute intensiv an
einer effektiven oralen Darreichungsform des Medikaments, gearbeitet (Takei et al., 2020).
Sowohl Riluzol als auch Edaravon zeigen eine hohe Plasmaproteinbindung > 90 %
(Groeneveld et al., 2001, Tang et al., 2015). Die intravenése Gabe von Edaravon fihrte in
klinischen Studien eine Verlangsamung der Krankheitsprogression in ALS Patienten herbei,
aber nur wenn bestimmte klinische Merkmale vorlagen, wie z.B. eine Erkrankungsdauer
von weniger als zwei Jahren, gute Atemfunktionen und eine geringe bis mittlere
Krankheitsprogression (Abe et al., 2017). Letztendlich zeigen beide Medikamente eine
begrenzte Wirksamkeit. Zudem beruhen beide Therapieansatze auf der Beeinflussung des
allgemeinen Krankheitsfortschritts der ALS. Deshalb besteht der Bedarf, dass weiter

intensiv nach einem kurativ auf die Ursache der ALS wirkenden Medikament geforscht wird.
1.4.3 Antioxidative Therapiestrategie

Eine weitere Therapiestrategie ist der Einsatz von antioxidativ wirkenden Substanzen zum
Schutz von Motoneuronen vor oxidativen Stress wahrend der Krankheitsprogression
(Louwerse et al., 1995, Andreassen et al., 2000, Petri et al., 2006, Szeto and Schiller, 2011,
Carrera-Julia et al., 2020). Die Therapie zielt darauf ab, die schadliche Wirkung freier

Radikale zu reduzieren und somit die Folgeschadigungen durch den entstehenden
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oxidativen Stress fir die Zelle zu unterbinden, wodurch die Progression der ALS
verlangsamt oder sogar gestoppt wird. Im Laufe der Jahre wurden viele Substanzen mit
antioxidativer Wirkung gefunden und in zahlreichen in vivo Studien untersucht. Eine dieser
Substanzen ist N-Acetyl-L-Cystein (ACC), das zur Synthese von Glutathion benétigt wird,
dass als Radikalfanger fungiert (Kerksick and Willoughby, 2005). Glutathion besitzt eine
antioxidative Wirkung im Organismus, spielt eine Rolle bei der Synthese des
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat Uber die y-Glutamyl-Transpeptidase und ist an
der Energiegewinnung der Zellen beteiligt (Wu et al., 2004). Die Wirkung von Glutathion
wird in Folge der ALS durch die gesteigerte Bildung freier Radikale und der mitochondrialen
Dysfunktion erniedrigt, was zu einem erhdhten oxidativen Stress in der Zelle und zum
Zelltode der Motoneuronen fuhrt (Wu et al.,, 2004). Andererseits wird die Funktion von
Glutathion durch eine gesteigerte Synthese des exzitatorischen Neuotransmitters Glutamat
und der Aktivierung von Peroxidasen vermindert, was ebenso zum Zelltod der Motoneurone
fuhrt (Wu et al., 2004). Die Applikation von ACC fiihrt zu einer gesteigerten Synthese von
Glutathion und der Erniedrigung des induzierten oxidativen Stresses. Die orale
Verabreichung von ACC hatte in behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause einen
geringen Effekt auf die motorische Leistungsfahigkeit und die Uberlebenszeit (Andreassen
et al., 2000), zeigte aber keine Veranderung des Krankheitsverlaufs. Auch eine klinische

Studie mit ALS Patienten spiegelt diese Ergebnisse wider (Louwerse et al., 1995).

Ein weiteres Antioxidans ist das zu den Szeto-Schiller (SS)-Peptiden gehérende SS-31
(Szeto and Schiller, 2011). Der Peptidwirkstoff SS-31 besteht aus der D-enantiomeren
Aminosaure Arginin am N-Terminus, gefolgt von Dimethyltryptamin und den L-
enantiomeren Aminosauren Lysin und Phenylalanin (Szeto and Schiller, 2011).
Dimethyltryptamin ist ein Tryptamin-Alkaloid mit antioxidativen Eigenschaften (Szeto,
2008). Durch die Reduktion von mitochondrialen reaktiven Sauerstoffspezies wird der
mitochondriale Permeabilitdtstibergang und die Freisetzung von Cytochrom ¢ gehemmt,
wodurch der oxidativ induzierte Zelltod verhindert wird (Zhao et al., 2005). Die Behandlung
von transgenen SOD1*G93A Mausen mit SS-31 flhrte zu einer signifikanten Verzégerung
des Krankheitsbeginns und einer Verlangerung der Uberlebenszeit (Petri et al., 2006). In
Stabilitatsversuchen in verschiedenen Medien (Plasma und Lebermikrosomen) von Maus,
Ratte, Hund, Affe und Mensch wurde gezeigt, dass SS-31 zwischen zwei Stunden
(Rattenplasma) und 30 Stunden (Humanplasma) stabil vorliegt (Szeto and Schiller, 2011).
Pharmakokinetische Untersuchungen bewiesen, dass SS-31 innerhalb von acht Stunden
fast vollstandig abgebaut wird (Szeto and Schiller, 2011), wodurch es zu einer Limitierung

der Wirksamkeit kommt.
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1.4.4 Antiinflammatorische Therapiestrategien

Neuroinflammatorische Prozesse sind an der Entstehung und Progression der ALS beteiligt
(Weydt and Moller, 2005, Philips and Robberecht, 2011). Daher sind Therapiestrategien
mit einer neuroprotektiven Wirkung ein méglicher Ansatzpunkt. Die Behandlung mit dem
antiinflammatorisch wirkenden Medikament Minocyclin war zuerst vielversprechend. In
transgenen SOD1 M&usen steigerte die Verabreichung von Minocyclin die Uberlebensrate
signifikant gegenulber nicht-behandelten Tieren (Kriz et al., 2002, Zhu et al., 2002). In einer
Phase-lll-Studie wurden ALS Patienten taglich mit Minocyclin oder einem Placebo
behandelt und mittels der ALSFRS-R Skala bewertet (Gordon et al., 2007). Die Behandlung
mit Minocyclin flihrte jedoch zu keiner gesteigerten Lebensqualitat der Patienten gegentber

der Placebogruppe.

Ein anderer Ansatz ist die Inhibierung der Synthese von Prostaglandinen durch die
Hemmung der Prostaglandinsynthasen oder Cyclooxygenasen (COX). Im lumbalen
Rickenmark von ALS Patienten (Yasojima et al., 2001, Almer et al.,, 2002) und in
transgenen SOD1*G93A Mausen (Almer et al., 2001, Liang et al., 2008) wurde eine erhohte
Expression der COX nachgewiesen, sowie eine erhéhte Konzentration an Prostaglandinen
in Gliazellen in sALS Patienten (Maihofner et al., 2002). Durch die Inhibierung der
Prostaglandinsynthese  konnte im transgenen SOD1*G93A Mausmodell die
Gliazellaktivierung und die Degeneration der Motorneuronen im Ruckenmark reduziert, der
motorische Phanotyp gemildert und die Lebenszeit der Tiere verlangert werden (Drachman
et al., 2002, Pompl et al., 2003, Azari et al., 2005). Dagegen zeigten Almer et al. (2006),
dass die COX in transgenen SOD1*G93A Mausen wahrend der Krankheitsprogression eine
untergeordnete Rolle aufweist und dass der Mangel an COX keinen Einfluss auf den Verlust
an Motoneuronen und das Uberleben der transgenen Tiere hat (Almer et al., 2006). Diese
Ergebnisse lassen daran zweifeln, dass die COX die wichtigsten Enzyme fur die Entstehung
der ALS sind.

Ein anderer Wirkstoff, der urspringlich in der Vorbeugung und Therapie als Antiallergikum
Anwendung findet, ist Natriumcromoglicat (Howarth et al., 1985, Ratner et al., 2002). In
Mausmodellen der Alzheimer'schen Krankheit hatte die Behandlung mit
Natriumcromoglicat einen neuroprotektive Effekt, indem sie die Aktivierung der Mikroglia
veranderte (Zhang et al.,, 2018). Die Behandlung transgener SOD1*G93A Mause mit
Natriumcromoglicat fuhrte zu einer verringerten Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen im lumbalen Rickenmark, sowie im Plasma (Granucci et al.,
2019). Zudem zeigten behandelte im Vergleich zu nicht-behandelte Mause eine signifikant

erhohte Anzahl an Motoneuronen im Ilumbalen Rickenmark und eine deutliche
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Verzdgerung neurologischer Symptome, was in behandelten weiblichen Tieren zu einer
verlangerten Uberlebenszeit filhrte (Granucci et al., 2019). Ein Effekt auf die reduzierte
Aktivierung von Gliazellen wie im Alzheimer Mausmodell, konnte in den behandelten

SOD1*G93A Mausen nicht nachgewiesen werden.

Neben synthetischen Substanzen werden auch natirliche Produkte in Betracht gezogen,
einen kurativen Effekt in der ALS Therapie zu bewirken. Ein Beispiel ist der antioxidativ und
antiinflammatorisch wirkende Kaffeesdure-Phenethyl-Ester (CAPE; engl. caffeic acid
phenethyl ester) (Tolba et al., 2013, dos Santos et al., 2014), der u.a. im Propolis von
Bienen vorkommt. Die tagliche orale Applikation von CAPE bewirkte in behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mausen eine signifikante Verzogerung des Krankheitsausbruchs
und eine verlangerte Uberlebenszeit gemessen an der nicht-behandelten, transgenen
Gruppe (Fontanilla et al., 2012, Browne and Abbott, 2016). Zudem wurde eine verminderte
Inflammation und Degeneration von Motoneuronen im lumbalen Rickenmark behandelter
Mausen beobachtet (Fontanilla et al., 2012). Trotz zahlreicher Publikationen Uber das
therapeutische Potential bei der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen mit CAPE
(Matteo and Esposito, 2003, Fontanilla et al., 2012, Konar et al., 2020), sind keine Daten
aus klinischen Studien zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen an Menschen
bekannt (Online Recherche: Google Scholar und Crossref, Datenbank: EU Clinical Trials
Register und U.S. National Library of Medicine (ClinicalTrials.gov), verwendete Stichworter:

,caffeic acid phenethyl ester, human, clinical trial, propolis“ Stand: 21.03.2021).
1.4.5 Gentherapie

Neben einer antiinflammatorischen Therapiestrategie scheint die Gentherapie ein weiterer
vielversprechender Ansatz gegen die ALS Krankheit zu sein. Hierbei wird zwischen der
viralen Vektor Ubertragung und der nicht-viralen Ubertragung unterschieden (Nizzardo et
al., 2012).

Die virale Vektor Ubertragung beruht auf der Methodik, dass die verwendeten Gene, die
z.B. fur antiapoptotische Proteine oder auch neurotrophe Faktoren kodieren, mithilfe eines
viralen Vektoren direkt in das zentrale Nervensystem oder in Muskeln appliziert werden
(Colella et al., 2018). Die intramuskulare Injektionen des antiapoptotisch wirkenden Bcl-2
Proteins oder der lentiviral markierten vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren
(VEGF; engl. vascular endothelial growth factor) fihrten im SOD1*G93A Mausmodell zu
einer verlangerten Uberlebenszeit, ohne toxische Nebenwirkungen zu verursachen
(Azzouz et al., 2000, Azzouz et al., 2004).
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In der nicht-viralen Ubertragung werden modifizierte kurze RNA-Fragmente (siRNA; engl.
small interfering RNA) oder Antisense-Oligonukleotide (ASO) verwendet, die sich nach der
Ubertragung mit einem komplementéren Ribonukleinséure-Molekiil verbinden und dessen
normale Funktion unterbinden (Klim et al., 2019). In transgenen SOD1*G93A Mausen
konnte die Genexpression des mutierten SOD1 Gens durch die Applikation von siRNA
blockiert und die Degeneration von Motoneuronen reduziert werden (Ralph et al., 2005).
Die Verwendung von ASO zur Gentherapie scheint ebenfalls vielversprechend. In
verschiedenen Tierstudien und einer ersten klinischen Studie an ALS Patienten konnte
durch den Einsatz von SOD1-ASO BIIB067 oder Tofersen der Abbau der SOD1
Messenger-RNA vermittelt werden und eine dosisabhangige Reduzierung des mutierten
SOD1 Proteins im Liquor erreicht werden (Miller et al., 2013, McCampbell et al., 2018, Miller
et al.,, 2020). Tofersen reduziert unselektiv die Expression des unter normalen
physiologischen Bedingungen vorliegenden wildtypischen SOD1 Proteins, als auch der
mutierten SOD1 Form. D.h. die Translation des mutierten SOD1 Proteins wird unterdrickt
und dadurch der schadhafte Effekt der SOD1 Mutation im ALS Patienten reduziert. Die
Behandlung von ALS Patienten mit Tofersen reduzierte signifikant die SOD1 Konzentration
im Liquor und verlangsamte die Krankheitsprogression (Miller et al., 2020). Zudem wiesen
die behandelten ALS Patienten einen Trend, hin zu einer Reduktion

neuroinflammatorischer Reaktionen im Liquor auf.
1.4.6 Stammzellentherapie

Ein weiterer Ansatz in der ALS Forschung ist die Stammzellentherapie. Aufgrund der
Multipotenz von Stammzellen ist diese Therapieoption in den letzten Jahren immer mehr in
den Fokus der ALS Forschung gerlckt. Die Idee dahinter ist, dass die degenerierenden
Neurone ersetzt werden, indem ftransplantierte Stammzellen differenzieren und die
Funktion Ubernehmen und es dadurch zu einer Verzdgerung der Krankheitsprogression
kommt. In verschiedenen Studien wurden Zelltypen wie embryonale, neurale, oder
mesenchymale Stammzellen (MSC; engl. mesenchymal stem cells), sowie
Knochenmarkszellen transplantiert (Thomsen et al., 2014). Die intravendse Injektion
humaner MSC in SOD1 Mause, fuhrte zu einer erfolgreichen Differenzierung der Zellen im
Gehirn und Ruckenmark und einer signifikanten Verzégerung des Krankheitsbeginns und
Progression des neurodegenerativen Phanotyps, sowie einer verlangerten Lebensdauer
(Zhao et al., 2007, Vercelli et al., 2008, Uccelli et al., 2012). Au’erdem konnte in SOD1
Mausen eine Reduzierung der Astrogliose und Mikrogliose nach der Transplantation der
humanen MSC beobachtet werden (Vercelli et al., 2008, Boido et al.,, 2014). Die

Transplantation von MSC in ALS Patienten hatte keinen Einfluss auf die Progression der
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Erkrankung (Mazzini et al., 2010, Mazzini et al., 2012). Trotz der zahlreichen Strategien und
Studien, in denen therapeutische Erfolge in Tiermodellen verzeichnet werden konnten,

zeigten viele Behandlungen bis heute nur limitierende Effekte in ALS Patienten.
1.4.7 Aminosauren und Peptide als moégliche Wirkstoffe?

Peptide, die natirlicherweise hauptsachlich aus L-enantiomeren Aminosaureresten
bestehen (Mahalakshmi and Balaram, 2007), besitzen in physiologischen Vorgangen eine
hohe biologische Aktivitat, Wirksamkeit und Spezifitat flir das Zielmolekul (Sun et al., 2012).
Aufgrund dieser naturlichen Eigenschaften rickten Peptide als moglich Wirkstoffe gegen
Erkrankungen immer weiter in den Fokus der Forschung (Vlieghe et al., 2010, Craik et al.,
2013), wie z.B. zur Behandlung und Modulierung der AD oder der ALS (Petri et al., 2006,
Brasnjevic et al., 2009, Lee et al., 2009, Sun et al., 2012).

In transgenen SOD1*G93A Mausen schitzt die ad libitum Verabreichung von L-Arginin tGber
das Trinkwasser die Motorneurone im lumbalen Ruckenmark vor der Degeneration und
verzdgert den Krankheitsbeginn gegenuber nicht-behandelten, transgenen Tieren (Lee et
al., 2009). Die Behandlung mit L-Arginin fuhrt im transgenen SOD1*G93A Mausmodell in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt des Behandlungsstarts zu einer Verlangerung der
Uberlebenszeit um bis zu 20 % gegeniiber nicht-behandelten, transgenen SOD1*G93A
Mausen (Lee et al., 2009). Dennoch konnte durch die frihzeitigere Verabreichung von L-
Arginin vor dem Beginn der Neurodegeneration und dem Auftreten erster motorischer
Defizite im SOD1*G93A Mausmodell, nur eine Verlangerung der Uberlebenszeit erreicht

werden und keine Heilung.

Im Fokus der Forschung sind aulerdem Wirkstoffe, die aus L-enantiomeren Aminosauren
aufgebaut werden. Kreatin ist eine niedermolekulare Verbindung, die aus den L-
enantiomeren Aminosauren Arginin, Methionin und Glycin synthetisiert und unter normalen
physiologischen Bedingungen vom menschlichen Korper u.a. in der Leber, Niere oder dem
Gehirn produziert wird (Brosnan and Brosnan, 2007). Nach der Synthese wird Kreatin in
Muskelzellen aufgenommen und ist dort am Muskelaufbau beteiligt (Greenhaff et al., 1994).
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Verabreichung mit Kreatin einen positiven Effekt
auf die Uberlebenszeit im ALS Tiermodell hatte (Klivenyi et al., 1999), starteten klinische
Studien an ALS Patienten. Die zusatzliche Gabe von Kreatin hatte keine negativen
Nebeneffekte auf den Gesundheitszustand der ALS Patienten, zeigte aber auch keinen
statistisch positiven Effekt auf die motorischen Funktionen oder die Uberlebenszeit
behandelter ALS Patienten (Rosenfeld et al., 2008, Pastula et al., 2012). Das applizierte

Kreatin wird, wie das eigensynthetisierte Kreatin, in Abhangigkeit von der applizierten Dosis
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innerhalb von 30 Minuten bis 4 Stunden verstoffwechselt und abgebaut (Persky et al.,
2003).

Trotz vieler Vorteile, z.B. einer hohen Spezifitat und einer geringen Toxizitat im Organismus,
wird die Wirksamkeit der L-enantiomeren Aminosauren und Peptide in vivo durch eine kurze
Halbwertszeit aufgrund des schnellen Abbaus durch Proteasen limitiert (Miller et al., 1995,
Chalifour et al., 2003, Jiang et al., 2015).

1.4.8 Warum nicht b-enantiomere Peptide als Medikamente nutzen?
1.4.8.1 Metabolismus und orale Bioverfiigbarkeit von Peptiden

Im menschlichen Organismus werden beinahe alle Reaktionen Uber Peptide oder Proteine
gesteuert. Peptide setzen sich aus mindestens zwei Aminosaureresten zusammen und sind
i.d.R. linear angeordnet. Fast alle naturlich vorkommenden Aminosauren liegen als L-
Enantiomer in der Natur vor. Als Strukturelemente sorgen Peptide in Organismen fur
Stabilitat, regeln als Biokatalysatoren enzymatische Reaktionen oder sind als Botenstoffe
fir die Ubertragung von Signalen beteiligt z.B. von Nervenzelle zu Nervenzelle oder durch
die BHS. Die Vorteile in der Nutzung von Peptiden als Wirkstoffe liegen in der geringeren
Toxizitat der Peptide bei gleichzeitig hoher Wirksamkeit und Spezifitat fir das Zielmolekll
im Vergleich zu niedermolekularen Substanzen oder Biopharmazeutika (McGregor, 2008,
Sun et al.,, 2012, Craik et al., 2013). Von Nachteil ist die schnelle Metabolisierung und z.T.
geringe gastrointestinale Aufnahme, die zu einer limitierten Bioverfligbarkeit flihren kdnnen
(Adessi and Soto, 2002, Gomez-Orellana, 2005, Brown et al., 2020).

Ublicherweise findet die Applikation von Arzneimitteln in oraler Form z.B. von Tabletten
statt. Die Verabreichung eines Peptidwirkstoffes per oral (p.o.) ist schwierig, da ein Grofteil
im Magen-Darm-Trakt verdaut wird (Hamman et al., 2005, Morishita and Peppas, 2006).
Dadurch gelangt weniger Peptid in die Blutbahn und zum Zielorgan. Alternative
Arzneimittelgaben, beispielsweise mittels intravendser oder subkutaner Applikation, sind
Méglichkeiten, den Magen-Darm-Trakt zu umgehen und den Wirkstoff direkt in die Blutbahn
zu applizieren. Dennoch ist die orale Applikation zu bevorzugen, da diese
Verabreichungsform den am wenigsten invasiven Weg bietet. In einer Langzeitanwendung
ist sie fur den Patienten und pflegende Angehdrige am praktikabelsten und bringt daher die
hochste Therapietreue mit sich. Vorteilhaft sind des Weiteren die geringeren
Herstellungskosten, sowie die Flexibilitat im Design der Dosierungsform und der

Verpackungsart der Tabletten (Gomez-Orellana, 2005, Hassani et al., 2015).
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1.4.8.2 D-enantiomere Peptide

Im Vergleich zu den meisten naturlich vorkommenden L-Peptiden und -verbindungen haben
Peptide, die aus partiellen D-Aminosauren-Substitutionen abgeleitet sind, oder D-Peptide,
die vollstandig aus D-enantiomeren Aminosaureresten aufgebaut sind, Vorteile gegentber
L-enantiomeren Peptiden. Aufgrund der stereoisomeren Selektivitat von Proteasen sind D-
enantiomere Peptide weniger anfallig fir die Proteolyse, weshalb langere Halbwertszeiten
und eine héhere Bioverfligbarkeit nach oraler Gabe zu erwarten sind. Zudem sind D-Peptide

wenig bis gar nicht immunogen (Sun et al., 2012).

Mittels Spiegelbild-Phagendisplay (Schumacher et al., 1996, Wiesehan and Willbold, 2003)
wurden in unserem Institut in den letzten Jahren erfolgreich Peptide selektiert, die nur aus
D-enantiomeren Aminosaureresten bestehen (Tab. 2) (Wiesehan et al., 2003, Olubiyi et al.,
2014, Klein et al., 2016, Ziehm et al., 2016, Klein et al., 2017).

Tab. 2 Auflistung einiger selektierter D-enantiomerer Peptide und der L-enantiomeren
Kontrollpeptide.
Der Buchstabe “c” vor dem Peptidnamen bedeutet, dass es sich um die zyklische Form des Peptids

handelt, das ansonsten als lineares Peptid vorliegt.

D-Peptide Sequenz der Aminosaurereste

D3 H-rprtrlhthrnr-NH2

cD3r rprtrihthrnrr (N- zu C-terminale Verbindung)
RD2 H-ptlhthnrrrrr-NHz

Tandem D-Peptide Sequenz der Aminosaurereste

D3D3 H-rprtrlhthrnrrpririhthrnr-NH2

RD2D3 H-ptihthnrrrrerprirlhthrnr-NH2

RD2D2 H-ptlhthnrrrrrptlhthnrrrrr-NH2

cRD2D3 ptlhthnrrrrrrprirlhthrnr (N- zu C-terminale Verbindung)
L-Peptide Sequenz der Aminosaurereste

L-D3 H-RPRTRLHTHRNR-NH2

L-RD2 H-RPRTRLHTHRNR-NH2

Die vorrangig fur die kausale Therapie der AD selektierten D-Peptide bestehen aus 12 linear
oder zyklisch angeordneten D-enantiomeren Aminosaureresten (Tab. 2). Weitere Peptide
sind die sogenannten Tandemvarianten vom D3 und RD2 (Tab. 2). Das Tandem-D-Peptid

D3D3 ist ein linear verknupftes Dimer des D3, wahrend das Tandem-D-Peptid RD2RD2 ein
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linear verknlpftes Dimer von RD2 ist und es sich bei RD2D3 um ein linear verknUpftes
Kombinationsdimer aus D3 und RD2 handelt. Die Tandem-D-Peptide bestehen aus 24

Aminosaureresten und sind entweder linear oder zyklisch angeordnet.

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien wurde gezeigt, dass die D-Peptide gegenuber
den L-Peptiden diverse Vorteile aufweisen. In Stabilitatstests wurde gezeigt, dass die D-
Peptide eine hohe proteolytische Stabilitdt besitzen, sowohl in verschiedenen humanen
Medien (Lebermikrosomen, Plasma und simulierter Magen-und Darmsaft), als auch in
Organhomogenat von Mausen (Elfgen et al., 2017, Elfgen et al., 2019). Zudem konnte in
pharmakokinetischen Untersuchungen im C57BL/6 Mausmodell eine hohe orale
Bioverflgbarkeit und lange terminale Halbwertszeiten gezeigt werden (Jiang et al., 2015,
Leithold et al., 2016b, Schartmann et al., 2018a). Des Weiteren wurde die Uberwindung der
BHS nachgewiesen (Liu et al., 2010, Schartmann et al., 2018b). Sowohl in vitro, als auch
in verschiedenen in vivo Behandlungsstudien an Mausmodellen der AD zeigte das D-
enantiomere Peptid RD2 eine tberragend hohe Effizienz (Kutzsche et al., 2017, van Groen
et al., 2017, Schemmert et al., 2019b, Schemmert et al., 2019a). RD2 bindet bevorzugt an
Amyloid B (AB) Monomere mit nanomolarer Affinitat und stabilisiert damit AB in seiner
nativen Konformation (Zhang et al., 2019), welches die Aufldsung der toxisch wirkenden
AB-Oligomere bedingt (Willbold and Kutzsche, 2019). Nachdem die praklinische
Wirksamkeit fur RD2 in mehreren Mausmodellen der AD gezeigt werden konnte, wurde
RD2 fur klinische Studien zugelassen und erfolgreich in zwei klinischen Phase-I-Studien an

gesunden Probanden getestet (Kutzsche et al., 2020).

Wie oben zuvor beschrieben, wurde mittels rationalem Design RD2RD2, die Tandem-D-
Peptidvariante von RD2 entwickelt, um die Effizienz von RD2 in Bezug auf seine Aviditat
und Affinitdt auf AB-Monomere noch zu verbessern. Trotz viel versprechender in vitro
Ergebnisse einer durch RD2RD2 signifikant reduzierten AB-induzierten Zelltoxizitat
(Kutzsche et al., 2017), zeigte die in vivo Behandlung mit RD2RD2 zwar keinen Einfluss auf
die Kognition behandelter AD Mause, aber einen antiinflammtorischen Effekt nach

intraperitonealer Gabe (Manuskript Kapitel 3.1).
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war zum einem die Charakterisierung des SOD1*G93A Mausmodells
und zum anderen die praklinische Untersuchung der potentiell antiinflammatorischen
Wirkung des D-enantiomeren Peptids RD2RD2 in den transgenen SOD1*G93A Mausen.
Im Mittelpunkt standen dabei spezifische Analysen zum Verhalten und der Motorik der
Tiere, sowie die Ermittlung des Korpergewichts und des Gewichts des
Zwillingswadenmuskels. Immunhistochemische Analysen neuroinflammatorischer Marker
(Astrozyten und Mikroglia) im Hirn und Rickenmark, sowie die biochemische Analyse von
Zytokinen in Plasmaproben behandelter und nicht-behandelter Tiere sollten zusatzliche
Daten zur potentiell antiinflammatorischen Wirkung von RD2RD2 liefern. Die Behandlung
mit RD2RD2 hatte zum Ziel, zu untersuchen, ob es einen antiinflammatorischen Effekt auf
Mediatoren der Neuroinflammation wahrend der phéanotypischen Progression der
Erkrankung gibt und sich dies positiv auf das Uberleben und die Lebensqualitat behandelter
SOD1*G93A Mause auswirkt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier Teilstudien mit

folgenden Zielen durchgefuhrt:

(1) Studie zur Charakterisierung des neurodegenerativen Phanotyps des transgenen
SOD1*G93A Mausmodells (Kapitel 4.2)

e In dieser ersten Studie wurde der spezifische Phanotyp transgener
SOD1*G93A Mausen wahrend der Krankheitsprogression in verschiedenen

Verhaltens- und motorischen Tests untersucht (Kapitel 4.2.1).

e Zusatzlich wurde das Korpergewicht der Tiere analysiert, sowie eine
Magnetresonanztomographie vom Zwillingswadenmuskel aufgenommen. Zur
Kontroligruppe dienten gleichaltrige nicht-transgenen Geschwistertieren
(Kapitel 4.2.1).

(2) Praventive Therapiestudien (Kapitel 3)

o Die erste praventive Therapiestudie (intraperitoneale Behandlung Uber vier
Wochen) diente dazu herauszufinden, ob die Behandlung mit RD2RD2 einen
generellen therapeutischen Effekt auf den neurodegenerativen Phanotyp und

die inflammatorischen Prozesse im SOD1*G93A Mausmodell hat (Kapitel 3.1).
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e In der zweiten Therapiestudie (orale Behandlung Uber neun Wochen) wurde
untersucht, ob RD2RD2 auch nach oraler Applikation therapeutisches Potential
besitzt (Kapitel 3.2).

o Des Weiteren wurde der Behandlungseffekt nach den Therapiestudien durch
immunhistochemische und biochemische Analysen von Gewebe und Plasma

validiert.

(3) Uberlebensstudie (Kapitel 4.2)

e In dieser Studie sollte untersucht werden, ob die orale Behandlung mit
RD2RD2 einen Einfluss auf das Uberleben der ALS M&use hat (Kapitel
4.2.2).

e Zusatzlich wurde dberprift, ob die Behandlung mit RD2RD2
unerwlnschte Nebenwirkungen ausweist. Hierfir wurde eine Gruppe
von nicht-transgenen (gesunden) Mausen mit derselben Dosis RD2RD2

behandelt wie die transgenen Geschwistertiere.
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Abstract: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease charac-
terised by selective neuronal death in the brain stem and spinal cord. The cause is unknown, but an
increasing amount of evidence has firmly certified that neurcinflammation plays a key role in ALS
pathogenesis. Neuroinflammation is a pathological hallmark of several neurodegenerative disorders
and has been implicated as driver of disease progression. Here, we describe a treatment study
demonstrating the therapeutic potential of a tandem version of the well-known all-D-peptide RD2
(RD2RD2) in a transgenic mouse model of ALS (SOD1*GY93A). Mice were treated intraperitoneally for
four weeks with RD2RD2 vs. placebo. SOD1*G93A mice were tested longitudinally during treatment
in various behavioural and motor coordination tests. Brain and spinal cord samples were investigated
immunohistochemically for gliosis and neurodegeneration. RD2RD2 treatment in SOD1*G93A mice
resulted not only in a reduction of activated astrocytes and microglia in both the brain stem and
lumbar spinal cord, but also in a rescue of neurons in the motor cortex. RD2RD2 treatment was able
to slow progression of the disease phenotype, especially the motor deficits, to an extent that during
the four weeks treatment duration, no significant progression was observed in any of the motor
experiments. Based on the presented results, we conclude that RD2RD2 is a potential therapeutic
candidate against ALS.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis; behaviour; D-enantiomeric peptide; neuroinflammation;
SODT*G93A mice

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s diseases (PD) and amyotrophic lateral sclerosis
(ALS) are among the most common neurodegenerative diseases in adults. In addition
to cognitive impairment, selective neuronal death and neuroinflammation in the central
nervous system are prominent pathologic features in AD [1-4]. Clinically, ALS manifests
as focal muscular weakness, with atrophy of skeletal muscles up to progressive paralysis
and premature death, usually from respiratory failure [5]. Most ALS cases are sporadic
(sALS), while a minority are familial cases (fALS) and caused by inherited mutations [6].
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A key discovery was the identification of a mutation in the gene of the enzyme super-
oxide dismutase 1 (SODI1), which is causative in up to 20% of all fALS and in up to 3%
of sALS cases [7,8]. To investigate the pathophysiology of ALS and the role of mutated
S0D1 in disease development and progression of ALS, a transgenic mouse model was
created (tg(SOD1*G93A)1Gur), which expresses mutant SOD1 (SOD1*G93A) and develops
adult-onset neurodegeneration of neurons in the lumbar spinal cord and motor cortex
and progressive motor deficits, which leads to paralysis [9-12]. Due to similar clinical
features and pathology to human ALS, these mice have been studied extensively over
years and are still a cornerstone of preclinical ALS research [13]. In addition to the clinical
symptoms, neuroinflammation and immune-inflammatory processes are further prominent
pathological hallmarks of human ALS cases and the transgenic SOD1*G93A mice [14-16].
Neuroinflammation is characterised by the presence of activated glial cells, mainly mi-
croglia and astrocytes. In addition, previous studies demonstrated that activated astrocytes
and microglia play a role in disease progression of ALS [17,18]. Cytokines, the primary
messengers of inflammatory processes, are released by microglia and astrocytes in re-
sponse to neuroinflammation [19-21]. They can be classified into two different types:
type 1 cytokines (= pro-inflammatory) increase the inflammatory reaction, while type 2
cytokines (= anti-inflammatory) decrease the inflammatory reaction. In a non-pathological
state, a complex signalling cascade produces a protective immune response through cy-
tokines [22,23]. A temporal increased level of inflammatory cytokines was observed in ALS,
but also in AD [24-26]. Like many other neurodegenerative diseases, such as AD, to date
there is no curative therapy for ALS. Thus far, only symptomatic and minor life-prolonging
treatments are available [27-29].

Recently, we described the development of compounds for a disease-modifying treat-
ment of AD. The compound RD2 preferentially binds amyloid beta (Af3) monomers with
nanomolar affinity and stabilises A3 in its native conformation [30], which is a novel strat-
egy to directly disassemble toxic AB oligomers into native monomers [31]. RD2 has recently
successfully passed a phase I clinical trial in healthy subjects (Single Ascending Doses
(SAD) EUDRA-CT: 2017-000396-93 and Multiple Ascending Doses (MAD) EUDRA-CT:
2018-002500-14) [32] after demonstrating its preclinical efficacy in several AD mouse mod-
els [33-36]. The head-to-tail tandem version of RD2, RD2RD2, was originally designed to
obtain a bivalent version of RD2 with potentially higher avidity and affinity for polyvalent
APB assemblies. Like RD2, also RD2RD2 belongs to a relatively new class of drugs, the all-
D-peptides, which consist solely of D-enantiomeric amino acid residues and which exhibit
several advantages including high proteolytic stability and low immunogenicity [37,38].

Here, we explored the therapeutic potential of RD2RD2 in the ALS SOD1*G93A
transgenic mouse model. For this purpose, we treated SODI1*G93A transgenic mice in-
traperitoneally for four weeks with RD2RD2 vs. placebo and performed longitudinally
various behavioural and motor coordination tests. Subsequently, the brain stem and lumbar
spinal cord of treated mice were immunohistochemically investigated.

2. Results

Harlier, we tested the efficacy of RD2RD2 in an AD specific mouse model overex-
pressing a double mutation of amyloid precursor protein and presenilin 1 (APP/PS1) by
intraperitoneal treatment for four weeks with either RD2RD2 or placebo. Treatment with
RD2RD2 had a strong effect on neuroinflammation as it significantly reduced the number
of activated microglia in both cortex and hippocampus down to levels of non-transgenic
mice (ntg) (Figure Sla, e-g and b, h-j and Table 51). In addition, RD2RD2-treated mice
displayed significantly reduced astrogliosis (antibody glial fibrillary acidic protein (GFAP))
in the cortex and hippocampus (Figure Slc, k-m and d, n—p and Table S1). Additionally,
analysis of the inflammatory marker levels revealed a remarkable and significant decrease
in the levels of all cytokines measured in RD2RD2-treated APP /P51 mice in comparison to
the placebo group (Figure S2a—g and Table S2).
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Encouraged by the strong effect of RD2RD2 on neuroinflammation in treated APP/PS1
mice, we performed a treatment study using the transgenic ALS mouse model SOD1*G93A,
a model in which neurcinflammation has been described to drive disease progression [18,19].

2.1. RD2RD?2 Treatment Prevented Further Motor Phenotype Progression in SOD1*G93A Mice

Twelve weeks old female SOD1*G93A mice were treated with placebo (n = 10) or
19 mg/kg/d RD2RD2 (r = 12) and the non-transgenic littermates were treated with placebo
(r = 14) formulated in an intraperitoneal (i.p.) osmotic minipump for 28 days. After a small
weight loss post-operatively, all mice gained weight continuously over the four weeks
treatment period. Throughout the whole testing period the average body weight was
significantly different between non-transgenic and transgenic mice (Figure 1a; RD2RD2:
18.8 + 0.2 g, placebo: 19.0 £ 0.2 g vs. ntg: 20.3 £ 0.3 g; two-way repeated measurement
(RM) analysis of variance (ANOVA), F(2,128) = 7.87, p = 0.002, Fisher’s least significant
difference (LSD) post hoc analysis, ntg vs. RD2RD2 p < 0.001 and ntg vs. placebo p = 0.006).
RD2RD2 treatment neither influenced the average body weight nor body weight gain.
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Figure 1. RD2RD2 treatment prevented further significant progression of motor phenotype in
SOD1*G93A mice. Changes in absolute body weight (g) over time during treatment revealed
significant differences between transgenic and non-transgenic mice (a). Analysis of the SHIRPA test
battery to evaluate the phenotypic development of RD2RDZ- and placebo-treated SOD1*G93 A mice
resulted in halt of phenotype progression upon treatment (b). Subdivision of the SHIRPA parameters
into a motor score revealed significant inhibition of motor symptom progression in RD2RD2- vs.
placebo-treated SOD1*GI3A (c). Pole test analysis (d) resulted in significant conservation of motor
skills in RDZRD2-treated mice, whereas the motor deficits progressed further in placebo-treated mice.
All non-transgenic mice exhibited normal motor function throughout the experimental period. Data
is presented as mean & SEM. Statistical calculations were conducted by two-way RM ANOVA with
Fisher’s LSD post hoc analysis, non-transgenic mice (ntg) n = 13, RD2RD2 n = 12 and placebo # = 10
for each test. Lozenges and asterisks (*) indicate a significance between treatment groups (ntg vs.
RD2RD2 or ntg vs. placebo: # p < 0.01, #* p < 0.001 and RD2RD2 vs. placebo: * p = 0.05, * p < 0,01,
*# p < 0.001).

The SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal London Hospital, phe-
notype assessment (SHIRPA test battery) was used to monitor the progression of the
neurodegenerative phenotype of transgenic placebo- or RD2RD2-treated mice [39,40]. At
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baseline and during treatment, both transgenic groups showed behavioural and motor im-
pairments compared to their non-transgenic littermates (Figure 1b; two-way RM ANOVA,
F(2,128) = 101.06, p < 0.001, Fisher’s LSD post hoc analysis, ntg vs. RD2RD2 p < 0.001
and ntg vs. placebo p < 0.001). Already after two weeks of treatment, the difference in
SHIRPA score was statistically significant between the RD2RD2 group and placebo-treated
SODT*G93A mice (Figure 1b; RD2RD2 vs. placebo p < 0.001).

The subdivision of the SHIRPA parameters into a motor score revealed further specific
details about progression of motor deficits of placebo- but not RD2RD2-treated mice
(Figure 1c). At the end of the treatment period, motor deficits were significantly lower
upon RD2RD2 treatment in comparison to placebo-treated SOD1*G93A mice (Figure 1c;
motor score, two-way RM ANOVA, F(2,128) = 66.77, p < 0.001, Fisher’s LSD post hoc
analysis, placebo vs. ntg p < 0.001 and placebo vs. RD2RD2 p < 0.001).

Additional investigations on the motor performance of RD2RD2-treated SOD1*G93A
mice were performed with the pole test (Figure 1d). This test indicates functional deficits
in motor coordination and muscular strength of SOD1*G93A mice. Throughout the experi-
ment, non-transgenic mice did not show any motor deficits, while transgenic SOD1*G93A
mice displayed already a significantly higher pole score at baseline (Figure 1d; two-way
RM ANOVA, F(2,128) = 104.95, p <0.001, Fisher’s LSD post hoc analysis, ntg vs. RD2RD2
p <0.001 and ntg vs. placebo p < 0.001). There was a slight but significant progression
in the motor deficit of the placebo group, while the RD2RD2-treated SOD1*G93A mice
kept their motor skills at a constant level (Figure 1d; two-way RM ANOVA, F(1,80) = 0.85,
p = 0.05, Fisher’s LSD post hoc analysis, RD2RD2 vs. placebo (tfreatment week 4) p = 0.021).

Assessment of disease onset was measured by the score of Mead et al., 2011 [41].
Treatment delayed symptom onset in RD2RD2- vs. placebo-treated SOD1*G93A mice,
however Kaplan-Meier analysis did not reveal a significant difference in disease onset
(Figure 2; average disease onset: RD2R1D2 104 days and placebo 101.5 days). Within the
non-transgenic mice, there was no detectable absence of hind limb splay or tremor during
the study.
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Figure 2. RD2RD2 administration resulted in a non-significant shift of disease onset of SOD1*G93A
mice. Assessment of disease was performed three times a week from the start of the experiment.
Disease onset is defined as first defects detectable in hind limb splay and an increasing tremor.
RD2RD2-treated SOD1*G93A mice had a delayed onset of disease symptoms vs. placebo group. One
treated mouse did not develop a tremor in hind limbs until the end of the experiment. Statistical
calculations were conducted by Kaplan-Meier survival analysis and the log-rank analysis, RD2RD2
n =12 and placebo »# = 10.

2.2. RD2RD2 Treatment Led to Reduction of Activated Glig Cells and Restored Neuron Density in
SODI*G93A Mice

To support the findings of the SHIRPA and pole test of RD2RD2-treated SOD1*G93A
mice, we analysed activation of inflammatory cells in the brain stem, as well as neuronal
nuclei in the motor cortex of all mice. Moreover, we analysed sections of the lumbar spinal
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cord, since motor weakness is first detectable in the hind limbs in this mouse model and
the motoric pathways are linked through the lumbar spinal cord to the brain. For patho-
logical analysis, levels of activated glia cells (using an antibody against integrin o-M /-2
(CD11b) labelling activated microglia in general, and an antibody against GFAP labelling
activated astrocytes) and the number of neurons (using an antibody against neuronal nu-
clear proteins (NeulN)) were determined by immunohistochemical staining and quantified.
Immunolabelling revealed a significantly decreased number of activated microglia in the
brain stem of RD2RD2- vs. placebo-treated SOD1*G93A mice (Figure 3a,e—g and Table 1).
In lumbar spinal cord sections from RD2RD2-treated SOD1*G93A mice, activated microglia
also showed a decrease which did not reach statistical significance towards placebo-treated
animals (Figure 3b,h and Table 1). Additionally, we analysed activated astrocytes. There
was a significant difference in the number of activated astrocytes in the brain stem between
all three treatment groups after 28 days of treatment (Figure 3¢, k-m and Table 1). RD2RD2
treatment was able to reduce also the number of activated astrocytes significantly in compari-
son to the placebo group. More important, analysis of activated astrocytes within the lumbar
spinal cord revealed a significant decrease in the RD2RD2-treated SOD1*G93A mice down
to levels which are not significant to non-transgenic littermates (Figure 3d,n—p and Table 1).
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Figure 3. Immunohistochemical investigations revealed a reduction of neuroinflammation in
RD2ZRD2-treated SOD1*G93A mice. Analysis of activated microglia and astrocytes in brain stem and
lumbar spinal cord showed significant reduction of neuroinflammation (staining with CD11b and
GFAP antibodies with subsequent quantification of glia cells). Presentation of the analysed cells,
brain and lumbar spinal cord are given on the right (microglia: a,e-g = brain stem and b,h—j = lumbar
spinal cord; astrocytes: ¢,k-m = brain stem and d,n-p = lumbar spinal cord). Data is presented
as mean + SEM. Statistical calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher’s LSD
post hoc analysis, CD11b: ntg 1 = 13, RD2RD2 n = 12, placebo n = 10 (brain stem) and ntg n = 11,
RD2RD2 7 = 11, placebo # = 10 (lumbar spinal cord) and GFAP: ntg # = 13, RDZRD2 n = 11, placebo
n =9 (brain stem) and ntg # = 12, RD2RD2 »n = 10, placebo n = 8 (lumbar spinal cord). Lozenges
(*) and asterisks (*) indicate a significance between treatment groups (ntg vs. RD2RD2 or ntg vs.
placebo: ¥ p = 0.05, *# p = 0.01, #¥ p < 0.001 and RDZRD2 vs. placebo: * p = 0.05, *** p < 0.001). IR:
immunoreactivity. Circles: placebo-treated ntg; triangles: RD2RD2-treated SOD1*G93A mice and
squares: placebo-treated SOD1*G93A mice.
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Table 1. Evaluation of immunolabelling in brain and lumbar spinal cord of SOD1*G93 A mice revealed a decrease of gliosis

after treatment with RD2RD2. Data is presented as mean + SEM. Statistical calculations were conducted by one-way

ANOVA with Fisher’s LSD post hoc analysis. Lozenges (*) and asterisks (*) indicate a significance between treatment groups
{ntg vs. RDZRD2 or ntg vs. placebo: ¥ p = 0.05, % p = 0.01, ¥ p < 0.001 and RD2RD2 vs. placebo: * p = 0.05, ** p < 0.001).

Statistic (One-Way ANOVA

IR! Area ntg RD2RD2 Placebo Analysis of Variance)
F(2,32) = 22.02, p < 0.001
brain stem 121 2.41 4.29 ntg vs. RD2RD2p = 0.011
£013 L 0.28% +0.54 ¥ ntg vs. placebo p < 0.001
CD11b (%) RD2RD2 vs. placebo p < 0.001
F(2,29) = 3.96, p = 0.030
lumbar 0.46 1.00 1.57 ntg vs, RD2ZRD2p = 0.175 (ns)
spinal cord +007 +0.23 + 044 % ntg vs. placebo p = 0.009
RD2RD2 vs placebo p = 0.156 (ns)
F(2,30) = 11.62, p < 0.001
brain stem 1.43 3.23 4.68 ntg vs. RD2ZRD2 p = 0.009
+016 +037 %+ + 0.88 ¥ ntg vs. placebo p < 0.001
GFAP (%) RD2RD2 vs. placebo p = 0.049
F(2,27)=10.93, p < 0.001
lumbar 073 1.69 316 ntg vs. RD2RD2 p = 0.060 (ns)
spinal cord + 008 +04* +0.6%# ntg vs. placebo p < 0.001
RD2RD2 vs. placebo p = 0.011
F(2,27) = 1.66, p = 0.208
brain stem 450 406 343 ntg vs. RDZRD2 p = 0.002
+423 +31.8% % + 46,4 7 ntg vs. placebo p < 0.001
NeuN RD2RD2 vs. placebo p = 0.021
(counts) F(2,27)=4.92, p = 0.015
motor cortex 947 924 784 ntg vs. RD2ZRD2 p = 0.677 (ns)
+42.8 +329* +426% ntg vs. placebo p = 0.007

RD2RD2 vs. placebo p = 0.020

T IR: immunoreactivity.

Moreover, we analysed the number of neurons in SOD1*G93A mice in the brain stem
and motor cortex (Figure 4a,b, and Table 1). Quantification of NeuN-positive cells revealed
a loss of neurons in transgenic SOD1*G93A mice vs. non-transgenic littermates in both
regions. Treatment with RD2RD2 significantly rescued neurons in the motor cortex to
levels of non-transgenic littermates. The number of neurons in the brain stem showed the
same, but non-significant, tendency (Table 1).

Immunohistochemical staining of neurons was also performed for the lumbar spinal
cord, but due to a sub-optimal staining protocol, the neuronal count could not be quantified.

At the end of the study, muscles were harvested along with brain and spinal cord
tissues. We investigated the M. gastrocnemius of the hind limbs of all mice to determine
a potential treatment effect on muscle degeneration (Figure 5). Analysis of the muscle
revealed a significant difference between non-transgenic and transgenic mice, but not
between treatment groups (Figure 5a). Further, muscle degeneration of the M. gastrocnenius
was visualised by haematoxylin and eosin (H&E) staining. Myofibrils of the non-transgenic
mice were rectangular and regularly shaped, while first irregularly-shaped structures of
myofibrils of both transgenic groups were detectable (Figure 5b).
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Figure 4. Treatment with RD2RD2 rescued significantly neurons in the motor cortex of SOD1*G93A
mice. Analysis of neurons in the brain stem (a) and motor cortex (b) revealed a significant loss in
placebo-treated SODI*GI3A mice, while the count of neurons in RD2RD2-treated mice was similar
to the count of non-transgenic mice. Data is presented as mean + SEM. Statistical calculations were
conducted by one-way ANOVA with Fisher’s LSD post hoc analysis, ntg n =11, RD2RD2 » = 11,
placebo n = 8 (brain stem) and ntg n = 10, RD2RD2 n = 10, placebo 1 = 10 {motor cortex). Lozenges
and asterisks (*) indicate a significance between treatment groups {ntg vs. RD2RD2 or ntg vs. placebo:
# p = 0,01 and RD2RD2 vs. placebo: * p = 0.05), IR: immunoreactivity: Circles: placebo-treated ntg;
triangles: RD2RD2-treated SOD1*G93A mice and squares: placebo-treated SOD1*G93A mice.
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Figure 5. Analysis of the M. gastrocnemins in SOD1*G93A mice. Weighing of the M. gastrocremius of both hind limbs
revealed a significant difference between non-transgenic and transgenic mice, but not between treatment groups (a). A first
staining of muscle slices was conducted with haematoxylin and eosin (H&E) to assess muscle degeneration (b). Data is

presented as mean + SEM. Statistical calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher’s LSD post hoc analysis,

ntg x = 13, RD2RD2 # = 12 and placebo # = 10. Lozenges indicate a significance between treatment groups (ntg vs. RD2RD2
or ntg vs. placebo: #* p < 0.001). Circles: placebo-treated ntg; triangles: RD2RD2-treated SOD1*G93A mice and squares:
placebo-treated SOD1*GI3A mice.

3. Discussion

ALS and AD are both fatal neurodegenerative diseases affecting the central nervous
system. Despite intensive research, current treatment options are only symptomatic [29,42].
Neuroinflammation plays a major role in both diseases, increasing evidence has firmly certi-
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fied that neuroinflammation induced by SOD1 plays a key role in ALS pathogenesis [14,25],
as well as induced by A in the pathogenic process in AD [43,44].

Based on promising anti-inflammatory effects in an earlier study with AD mice (fully
reported in the Supplementary Materials), we examined the compound RD2RD2 for its
efficacy in the treatment in a mouse model of a neurodegenerative disorder in which
neurcinflammation is known as the main driver of disease. Therefore, the SOD1*G93A
ALS mouse model on a C57Bl/6 genetic background was chosen [17,18,26,45]. These mice
exhibit the first measurable deficits in motoric performance at age 8.5 weeks [41], which
is by definition within the pre-symptomatic phase [46]. Using the SHIRPA test battery,
we were able to confirm these early motor deficits of the mouse line in house (Figure 53).
Disease onset, defined as the first signs of tremor and hind limb splay defects, started in our
colony atan average of week 14 (Figure 2). At the age of 12 weeks, intraperitoneal treatment
with RD2RD2 or placebo was initiated in SOD1*G93A mice, which is approximately two
weeks before disease onset. RD2RD2 treatment of SOD1*G93A mice significantly slowed
their phenotype progression, as measured using the SHIRPA test battery, in comparison
to placebo-treated littermates, While the placebo-treated mice showed a significant pro-
gression of their phenotype within the four weeks treatment period, RD2RD2 treatment
was able to slow progression of the disease phenotype and especially the motor deficits to
an extent that during the four weeks treatment duration, no significant progression was
observed in any of the motor experiments. Significant changes between the groups were
already apparent after two treatment weeks. Further investigations on motor deficits were
conducted by the modified pole test, a test measuring complex motor behaviour. Impair-
ment of the motor skills of SOD1*G93A mice progressed slowly but significantly in the
placebo group, but not in the RD2RD2-treated group. A limitation of the study is certainly
the limited treatment duration, which is attributed to the use of the Alzet minipumps, not
allowing statements beyond the four weeks treatment. Additionally, the use of only female
mice could possibly have an impact on the variability of the results, as it is described for
SOD1*GI3A mice on a C57BL/6 background, for the rotarod performance [41].

In addition to the clinical symptoms like motor deficits, neurcinflammation is one
prominent pathological hallmark of ALS, and previous studies demonstrated the key role of
activated astrocytes and microglia cells in disease progression [17,21]. RD2RD2 treatment
led to decreased levels of gliosis in the brain stem and reduced levels of astrogliosis in the
lumbar spinal cord in RD2RD2-treated SOD1*G93A mice vs. placebo-treated littermates,
indicating that RD2RD2 treatment efficiently reduced neuroinflammation. Furthermore,
we investigated the density of neurons in the motor cortex and brain stem. Motor cortex
neurons regulate the control of motor output and selectively degenerate in ALS [47]. During
disease progression, degeneration of neurons of the motor cortex and brain stem causes
muscle weakness and deficits in motor performance. Analysis of the neuronal nuclei in
brain stem and motor cortex revealed a loss of neurons in SOD1*G93A mice in comparison
to non-transgenic littermates, as described previously by others [48,49]. However, there
was a significantly higher density of neurons in both the motor cortex and brain stem of
RD2RD2- vs. placebo-treated mice. This supports our assumption that RD2RD2 has a
beneficial effect on neuronal survival in this mouse model of ALS.

The pharmacokinetic characteristics including blood-brain barrier (BBB) penetration
ability for RD2RD2 have not been determined, yet. However, for closely related compounds
(RD2 and other derivatives), the pharmacokinetic profile and sufficient uptake into the
brain have already been demonstrated [37,50-52]. Additionally, the BBB is known to be
compromised in SOD1*G93A mice [53,54] allowing higher brain penetration as compared
to wildtype mice. Therefore, we assume sufficient brain uptake for RD2RD2 but cannot
exclude a major effect of the substance on the peripheral immune system, which in turn
may attenuate inflammation systemically.

Because the target of RD2RD2 is not known yet, we speculate hypothetically about po-
tential targets. RD2RD2 was developed for the direct disassembly of A3 peptide oligomers
into monomers. It was shown that in a double transgenic mouse line that overexpresses
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human SOD1*G93A and human APP-C100, the overexpression of A is associated with
an acceleration of onset of motor impairment and SOD1*GS3A aggregation [55]. Thus,
it could possibly be that RD2RD?2 acts via its original mode of action. However, the link
between SOD1 and A3 was only shown in mice that overexpress both human proteins. In
our study the mice overexpress only a mutant version of human SOD1, but have endoge-
nous murine Af3, thus it is very unlikely that murine Ap is the main target of RD2RD2
in this experimental set up. RD2RD2 contains 10 arginine residues, which is why it can
be assigned to the class of cationic arginine-rich cell-penetrating peptides (CPP). It has
been reported that CPPs display anti-inflammatory and neuroprotective properties in
traumatic brain injury and stroke [56,57]. In this context it has been hypothesised that
the neuroprotective effect of CPPs is mediated by internalisation of neuronal cell surface
structures like transporters or ion channels, as a result of endocytosis thereby leading
for example to a reduction of calcium ion influx associated with excitotoxicity and other
receptor-mediated neurotoxicity inducing signalling pathways [58]. After internalisation
CPPs possibly also act on other targets like proprotein convertase (PCs), as it was shown
that some poly-arginine peptides were potent inhibitors of PCs of the constitutive secretory
pathway (PC5/6, PC7and furin) [59]. The inhibition of furin could possibly protect against
neuronal cell death induced by activated N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors, as it
was shown for two furin inhibitor by Yamuada et al. [60]. Other hypothetical targets could
possibly be receptors like the ionotropic P2X and metabotropic P2Y purinergic receptor,
which can activate microglia after induction via ATP which is released by dying and abnor-
mally functioning neurons and which play a key role in neurcinflammatory processes [61].
For example, the P2Xy receptor isoform was found to be localised on glia cells [62,63] and
activation of the P2X7 receptor leads to an inflammatory stimulus of pro-inflammatory cy-
tokines like interleukin-1p3, a key mediator in neurodegeneration [64,65]. Whereas the loss
of function of the P2Xy receptor in C57BL/6-] mice resulted in a substantially attenuated
inflammatory response [66]. Moreover, the inhibition of the receptor with an antagonist led
to an improved phenotype progression in SOD1*GI3A mice [67]. Non-specific binding of
RD2RD2 to the purinergic P2X receptor might also be a possible explanation for our results.

In summary, RD2RD2 demonstrated therapeutic efficacy in the SOD1*G93A ALS
mouse model. Treatment with RD2RD2 led to a reduction of activated glia cell levels in
the brain stem and lumbar spinal cord in SOD1*G93A mice. Analysis of neurons in the
brain revealed a neuroprotective function of RD2RD2 in treated mice. The phenotype
progression of SOD1*G93A mice was halted at treatment start, as there was no significant
progression during the treatment period. So far, the direct target of RD2RD2 is unknown.
Therefore, future studies will focus on how RD2RD2 affects neuroinflammation and ALS
pathogenesis. However, based on the presented results, we conclude that RD2RD2 is a
potential therapeutic candidate against ALS.

4, Materials and Methods
4.1. Ethical Approval

All applicable international and national guidelines for the care and use of animals
were followed. All procedures performed in this study were in accordance with the ethical
standards of the institution or practice at which the study was conducted. All animal
experiments, including details on design, protocols and analysis plan, were performed
in accordance with the Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE)
guidelines, the German Law on the protection of animals (TierSchG §§ 7-9) and with permit
from the local ethics committee (Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV), North Rhine-Westphalia, Germany; AZ 84-02.04.2015.A106
and AZ 84-02.04.2014.A423). Experimental protocols, including study design and analysis
plan, were reviewed and approved by the animal welfare commission of the local authority
(LANUYV, North Rhine-Westphalia, Germany).
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4.2. Animals

Transgenic SOD1*G93A mice and their non-transgenic littermates were bred from
male mice transgenic for human SOD1*G93A (B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/] mice, carry-
ing a high copy number of the transgene, purchased from JAX (The Jackson Laboratory,
ME, USA)) and female C57BL/6-] mice obtained from CRIVER (Charles River Labora-
tories, Sulzfeld, Germany). For breeding only male transgenic SOD1*G93A mice were
used, as transgenic SOD1*G93A females are poor breeders. Due to this limitation only
sufficiently large groups of female mice were available for this treatment study. Progenies
were analysed for presence of the human SOD1 gene by quantitative PCR, as previously
described [46]. Copy numbers of the transgene were checked by calculation of the delta
cycle threshold (ACT) = CTinternal control — Clgene of interest- Female SOD1*G93A mice with a
high copy number of the transgene were selected for stratified randomisation into equally
groups. Housing of the animals was under the same terms at the animal facility of the
Forschungszentrum Jiilich as described previously [35,68].

4.3. Study Drug

The D-peptide RD2RD2 (amino acid sequence: ptlhthnrrrrrptlhthnrrrrr, 3.2 kDa)
was purchased from peptides & elephants (Potsdam, Germany) and Cambridge Peptides
(Cambridge Peptides, Birmingham, UK) as lyophilized powder with a minimal purity of
95%. The peptide consists of 24 D-enantiomeric amino acid residues with its C-terminus
being amidated.

4.4. Treatment

Twelve weeks old female SOD1*G93A mice and their non-transgenic littermates were
treated intraperitoneally by use of Alzet osmotic minipumps (Alzet osmotic minipumps,
model #1004, Alzet, USA). SOD1*G93A mice were treated with 10 mg per minipump
equalling 19 mg/kg/d RD2RD2 (n = 12) or with physiological saline at pH 7.0 (placebo
n = 10) as control group. Non-transgenic littermates (ntg = 13) were treated intraperi-
toneally with placebo exactly like the transgenic placebo group. The RD2RD2 dosage
was chosen based on successful former experiments with related compounds. RD2RD2
was dissolved in sterile physiological saline at pH 7.0 and placed in minipumps for 24 h
prior to implantation. The next day, the pumps were implanted intraperitoneally. In short,
mice were anaesthetised with isoflurane, the skin and the muscle layer below was cut in
the midline and the pump was inserted in the abdominal cavity. Following placement of
the pump, the wound was sutured. All mice received three days of carprofen treatment
after surgery (day of surgery plus two days after). Mice were monitored regularly for
possible complications related to the surgical intervention and were medically attended.
The sutures were removed aseptically approximately 7 to 10 days after surgery.

4.5. Body Weight of SOD1*G93A Mice

The weight of the SOD1*G93A animals was recorded at least three times per week
beginning prior to pump implantation. Weighing was always performed between 8 a.m.
and 9 a.m. to avoid diurnal variations.

4.6. Behavioural Assessment

SOD1*G93A mice were tested longitudinally in different behavioural set ups (SHIRPA
and modified pole test). Each behavioural test of the SOD1*G93A mice was performed
before treatment (baseline measurements) and one week after the implantation (first trial
day: 8 d + 1 d after implantation; criteria: general health, i.e., weight gain, look of fur,
posture, and motor activity). The experimenter was blind to genotype or treatment. All
tests were carried out at the same time of the day. Before each test, all mice were allowed to
habituate in a single cage for 30 min. All mice were observed daily for disease progression.
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4.6.1. Phenotype Assessment

The primary screen of the SHIRPA test battery was used to assess the phenotype [39,40].
This test consisted of the following subtests, which are scored by the experimenter and
summed up to an individual SHIRPA score: restlessness, alertness, startle response, pinna
reflex, corneal reflex, touch response, pain response, grooming, and apathy, abnormal body
carriage, abnormal gait, loss of righting reflex, forelimb placing reflex, hanging behaviour,
hind limb tremor. The last seven tests mentioned above represent motor abilities of the
mice and are additionally summed up to a motor score. Mice were individually tested and
scored in an arena of 42.5 cm x 18.0 em x 26.5 cm (L x H x W). Scoring was defined from
0 (similar to ntg littermates) to 3 (extremely abnormal from ntg littermates).

4.6.2. Modified Fole Test

The modified pole test [68] is a sensitive functional test to measure early changes in
the motor behaviour of the SOD1*G93A mice. The following modifications were realised:
The mice were placed with the head downwards instead of upwards on a vertical pole
(height 50 cm, diameter 1.2 cm, rough-surfaced) and their movement downwards was
rated. The runs were scored from 0 to 3 (0 continuous run, 1 part-way runs, 2 slipping
downwards and 3 falling down). This procedure was performed three times and the sum
of all three scores was used for analysis.

4.6.3. Disease Onset

To monitor the disease progression of the SOD1*G93A mice, all animals were inspected
daily for signs of motor deficits. Disease onset was determined after Mead et al. in 2011 [41]
if the following criteria were both met: “Point at which defects in hind limb splay and enhanced
tremor were observed with a score of at least 1 in each category”.

4.7. Tissue Collection

At the end of the study, SOD1*G93A and non-transgenic mice were sacrificed for
histopathological analysis. Brains and spinal cords of all mice were removed and snap
frozen in —80 °C isopentane. Sagittal brain sections of 20 um were cut using a cryotome
(Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). In addition, 12 um transversal
sections of the lumbar spinal cord were harvested. The left brain hemisphere and the
lumbar spinal cord (L1-L5 tract) were used for immunohistological analysis. The lumbar
region of the spinal cord was identified as described previously [69,70]. Furthermore, the
muscle M. gastrecnemius of both hind limbs were harvested along with brain and spinal
cord tissues and weighted using a micro scale. Afterward, the muscles were incubated in
4% paraformaldehyde for 1 h, followed by an incubation in 30% sucrose solution for 2 h.
Muscles were snap frozen in —80 °C isopentane and then cut in transversal sections using
a cryotome (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). Samples were stored
at —80 °C until further processing.

4.8. Immunohistochemical Staining

Gliosis (antibodies GFAP for astrocytes and CD11b for microglia) and neuronal sur-
vival (antibody NeuN for mature neurons) were assessed by immunohistochemical analysis.
Tissue sections were fixed with 4% paraformaldehyde and treated with 70% formic acid
for antigen retrieval. The sections were rinsed and treated with 3% HyO» in methanol
for elimination of endogenous peroxidases. After a further washing step, sections were
incubated with the primary antibody overnight at 4 °C in a humid chamber (GFAP: DAKO
Agilent Technologies, Santa Clara, USA; NeuN: Merck Millipore, Darmstadt, Germany) or
for 2 h at room temperature (RT) (CD11b: Abcam, Cambridge, UK). Primary antibodies
were diluted 1:1000 in tris buffered saline with 1% Triton X-100 (TBST) with 1% bovine
serum albumin (BSA) (GFAP and NeuN) or 1:2000 in tris buffered saline (TBS) with 1%
BSA (CD11b).
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Afterwards, immunolabelled sections with GFAP, NeuN and CD11b antibody were
rinsed and incubated with biotinylated secondary anti-mouse or anti-rabbit antibody
(1:1000 in TBST with 1% BSA (GFAP and NeuN) or in TBS with 1% BSA (CD11b), Sigma
Aldrich, Germany) for 2 h at RT followed by 3, 3"-Diaminobenzidine enhanced with
saturated nickel ammonium sulfate solution.

Muscle degeneration of the M. gastrocnemius were visualised by haematoxylin and
eosin (H&E) staining. Thawed tissue sections were fixed with 4% paraformaldehyde for
10 min and rinsed with tap water. The sections were placed in a staining cuvette and
treated with haematoxylin for three minutes at RT. After another tap water rinse, sections
were incubated in eosin solution for two minutes at RT, followed by a further rinse in tap
water. Immunohistochemical sections of brain, lumbar spinal cord and M. gastrocnemins
were mounted with DX Mountant medium (Sigma Aldrich, Germany) after washing in
an ascending alcohol series.

4.9. Quantification

Images of SOD1*G93A sections were taken with a LMD6000 microscope (Leica Cam-
era, Wetzlar, Germany) and LAS 4.0 software (Leica, Wetzlar, Germany). Immunoreactive
microglial cells (antibody CD11b) and astrogliosis (antibody GFATP) were determined as
percentage area (%) of the neuropil occupied by GFAP or CD11b immunoreactivity or of
neuron nuclei (antibody NeuN) as count per stained area using Image| (National Institute
of Health, Bethesda, USA) and CellProfiler Analyst (Broad Institute, Boston, USA) [71,72].
To avoid deviations in the analysis of the region of interest in the brain stem and motor
cortex, a standard circle or rectangle was created with the Image] program. The whole
tissue sections of the lumbar spinal cord were freehand selected with the Image] program
and quantified. Histopathology analyses in SOD1*G93A were carried out in brain stem and
lumbar spinal cord. The CD11b immunoreactive area was analysed in the brain stem and
lumbar spinal cord (brain stem: 3 to 4 slides per mouse, ntg n = 13, RD2RD2 n = 12, placebo
n =10 and lumbar spinal cord: 4 to 8 slides per mouse, ntg 2 = 11, RD2RD2 1 = 11, placebo
n =10). The GFAP immunoreactive area was analysed in the brain stem and lumbar spinal
cord (brain stem: 4 to 6 slides per mouse, ntgn = 13, RD2RD2 n =11, placebo n = 9 and
lumbar spinal cord: 4 to 8 slides per mouse, ntg n = 12, RD2RD2 n = 10, placebo n = 8).
NeuN counts were analysed in the brain stem and motor cortex layers 2/3 and 5 (brain
stem: 3 to 5 slides per mouse, ntg n = 11, RD2RD2 1 = 11, placebo n = 8 and motor cortex: 4
to 5 slides per mouse, ntg 1 = 10, RD2RD2 i = 10, placebo n = 10).

4.10. Statistics

Statistical analyses were performed using SigmalPlot Version 11 (Systat Software,
Germany) and GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc.,, USA) was used for the graphic
illustrations. Presentation of data as mean + SEM (behavioural tests and histochemical
analysis), p > 0.05 was considered as not significant (ns). Normal distribution of data
was tested by use of Shapiro-Wilk normality test (SigmaPlot Version 11, Systat Software,
Germany). Two-way repeated measurement (RM) ANOVA with Fisher’s Least Significant
Difference (LSD) post hoc analysis was used to analyse the results of the behavioural tests of
SOD1*GY93A mice (body weight, SHIRPA test, modified pole test). One-way measurement
ANOVA with Fishet’s least significant difference (LSD) post hoc analysis was used to
analyse the results of the histochemical analysis.

Supplementary Materials: The following are available online, Figure 51: Analysis of neuroinflam-
mation in cortex and hippocampus of RD2RD2-treated APP /PS1 mice; Figure 52: Treatment with
RID2ZRD2 significantly reduced levels of inflammatory markers in the plasma of APP/PS1 mice;
Figure §3: Phenotype assessment of SOD1*G93A mice and their non-transgenic littermates; Table 51.
Treatment with RD2ZRD2 significantly reduced gliosis in APP/PS1 mice.; Table $2: Cytokine assay of
RD2RD2- and placebo-treated APP/PS1 mice. References from Supplementary materials [71,73-75].
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51 Methods
S1.1 Ethical approval

Commissioned by the Forschungszentrum Jilich a study was performed with the
contract research organisation PsychoGenics Inc. (Tarrytown, NY, USA) in accordance
with PsychoGenics” Standard Operating Procedures. Procedures were approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee in accordance with the National Institute
of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Integrity of the data was
ensured through a quality control process.

51.2 Animals

The double transgenic APPsveirsinnas. (APP/PST) AD mouse model, introduced by
Holcomb et al. in 1998 [73], were bred at PsychoGenics Inc. (Tarrytown, NY, USA). Mice
were housed in mixed-genotype and treatment groups of four female mice in a controlled
environment (12/12 h light/dark cycle, humidity maintained around 50% and a room tem-
perature between 20 °C and 23 °C). Food and water was available ad libitum.

51.3 Treatment

Seven-months aged female APP/PS1 mice and their non-transgenic littermates (ntg)
were treated intraperitoneally using the same procedure as described previously in the
manuscript. AD mice were again treated with 10 mg per minipump equalling 14 mg/kg/d
RD2RD2 (n = 15) or with physiological saline at pH 7.0 (placebo n = 15 and as control
group ntg n =13).

51.4 Plasma and tissue collection

After four weeks of treatment, APP/PS1 and non-transgenic mice were deeply anaes-
thetised and monitored for loss of reflexes in which all the responses to external stimuli
cease (verified by a toe pinch). The final collection of blood was dene by terminal cardiac
puncture. All blood samples were collected in KzEDTA tubes and kept on ice for short-
term storage. Within 15 min of blood collection, tubes were centrifuged for 10 min at 2.000
g in a refrigerated centrifuge. The supernatant (plasma) was extracted using a pipette and
transferred into pre-labelled tubes. Samples were stored at - 80°C.

Following blood collections, brains of APP/PS1 and non-transgenic mice were har-
vested and post-immersion fixed in 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4 at 4°C for three
days. Brains were cut saggitally in 40 pum sections using a vibratome (Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). Sections were stored in cryoprotective media (PBS
with 30% ethylene glycol, 30% glycerol) until further processing.
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51.5 Cytokine assay

Plasma samples from the transgenic APP/PS1 mice were measured using a Bio-Plex
MAP kit (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA). PsychoGenics Inc. (Tarrytown, NY, USA)
carried out the measurement of the plasma samples of transgenic APP/PS1 mice (RD2RD2
n=15 and placebo n=15). The assay was performed according to manufacturer’s protocol.
The plasma samples were examined for seven specific inflammation markers: interleukin-
1 beta (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10}, interleukin-12 heterodimer p70
(IL-12p70), interferon gamma (IFN-v), tumor necrosis factor alpha (TNF-ar) and the C-X-
C motif ligand 1 (CXCL1). In general, values below the limit of detection (LoD) were ex-
cluded from analysis. Inflammatory marker data were presented as picograms per milli-
litre (pg/mL).

51.7 Immunohistochemical staining

Gliosis (ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Ibal) antibody for microglia
and glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody for astrocytes) of eight months old
APP/PS1 mice was assessed by immunohistochemical analysis. Immunolabelling was per-
formed on free-floating sections. The sections were rinsed in PBS and incubated in 1%
Triton X-100, 10% H>O: in PBS for 20 min at RT. After another PBS rinse, sections were
blocked in 10% normal horse serum in PBS for 1 h at RT. Primary antibodies were solved
in PBS (anti-Ibal, 1:500, Abcam, Cambridge, UK; anti-GFAP, 1:2000, DAKO Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, USA) and brain sections were incubated overnight at 4°C in a hu-
mid chamber.

Afterward, immunoclabelled sections with GFAP and Ibal antibody were rinsed and
incubated with biotinylated secondary anti-mouse antibody (1:1000 in PBST with 1% BSA
(Sigma Aldrich, Germany)) for 2 h at RT followed by 3, 3’-Diaminobenzidine. Immuno-
histochemical sections were mounted with DPX Mountant medium (Sigma Aldrich, Ger-
many) after washing in an ascending alcohol series.

51.8 Quantification

Immunolabelled sections with GFAP and Ibal of APP/PS1 mice were analysed with
a digital Olympus BX50 microscope (Olympus America Inc., Center Valley, USA). Histo-
pathology analyses in APP/PS1 were carried out in the hippocampus and cortex region of
the brain (ntg n =4, RD2RD2 n = 8 and placebo n = 8). A total of three sections (4 images
per section) were analysed with Image] (NIH) to estimate the immunoreactive area of mi-
croglial cells per unit (mm?) by Ibal and GFAP immunoreactivity (astrogliosis) as optical
density (OD) [71, 74, 75].

51.9 Phenotype assessment

In our pilot study, four weeks aged SODI*G93A (B6.Cg-Tg(SODT*G93A)1Gur/]}
mice and their non-transgenic littermates were tested in different behavioural set ups. For
phenotype assessment, the SHIRPA test battery and the modified pole test were per-
formed as described in the method section of the manuscript.

51.10 Statistics

Statistical analysis were performed using SigmaPlot Version 11 (Systat Software, Ger-
many). GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., USA) was used for the graphic illus-
trations. Presentation of data as mean + SEM (behavioural tests, histochemical and bio-
chemical analysis), p> 0.05 was considered as not significant (ns). Normal distribution of
data was tested by use of Shapiro-Wilk normality test (SigmaPlot Version 11, Systat Soft-
ware, Germany). One-way measurement ANOVA with LSD post hoc analysis was used
to analyse the results of the histochemical analysis (quantification of APP/PS1 samples),
biochemical analysis (cytokine assay of APP/PSI samples) and behavioural tests of
SODI*G93A mice (SHIRPA test and modified pole test).
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Figure 51. Analysis of neuroinflammation in cortex and hippocampus of RD2ZRD2-treated
APP/PS1 mice. Treatment with RD2RD2 significantly reduced both the number of acti-
vated microglia (antibody Ibal) and of activated astrocytes (antibody GFAP) in the cortex
and hippocampus of APP/PSI mice. Presentation of the analysed cells and brain regions
are given on the right (microglia: a, e-g = cortex and b, h-j = hippocampus; astrocytes: ¢,
k-m = cortex and d, n-p = hippocampus). Data is presented as mean x SEM. Statistical
calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher’s LSD post hoc analysis,
ntg n =4, RD2RD2 n =8 and placebo n=8. Lozenges (*) and asterisks (*) indicate a signif-
icance between treatment groups (ntg vs RD2ZRD2 or ntg vs placebo: # p <0.01, #¢ p <0.001
and RD2RD?2 vs placebo: * p = 0.05, ™ p=0.01, ** p <0.001). IR: immunoreactivity. Circles:
placebo-treated ntg; triangles: RD2RD2-treated SODT*GI3A mice and squares: placebo-
treated SODI*G93A mice.
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Figure S2. Treatment with RD2RD2 significantly reduced levels of inflammatory markers
in the plasma of APP/PS1 mice. A Bio-Plex Map kit was used to analyse a possible change
of inflammatory cytokines at the end of the study. Data revealed a significant reduction
in all cytokines due to RD2RD2 treatment in comparison to placebo treatment (a-g). Cy-
tokine concentrations are given in picogram per milliliter (pg/mL). Data is presented as
mean = SEM. Statistical calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher’s
LSD post hoc analysis, RD2RD2 n = 15 and placebo n =15 for each cytokine. Asterisks (*)
indicate a significance between treatment groups (RD2RD2 vs placebo: *** p < 0.001). Cir-
cles: placebo-treated ntg; triangles: RD2ZRD2-treated SOD1*G93A mice and squares: pla-
cebo-treated SODT*GI93A mice.
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Figure S3. Phenotype assessment of SOD1*G93A mice and their non-transgenic lit-
termates. The SHIRPA test battery (a) and the modified pole test (b) were used to evaluate
the phenotypic development of SODT*G93A mice. Four weeks aged mice were tested reg-
ularly every second week up to an age of 20 weeks. At an age of 10 weeks seven animals
of each group went into analysis of hind limb muscles and the phenotype assessments
went on with the remaining seven animals. Data is presented as mean + SEM. Statistical
calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher’s LSD post hoc analysis,
ntg n =14 and SODT*G93A n = 14 (weeks 4 to 10) and ntg n =7 and SODI*GI3A n =7
(weeks 12 to 20).
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Table S1. Treatment with RD2RD2 significantly reduced gliosis in APP/PS1 mice.
Analysis of activated glia cells in AD mice indicate a significant change in the neurcin-
flammatory pathology after intraperitoneal treatment with RD2RD2 compared to pla-
cebo-treated mice. Data is presented as mean = SEM. Statistical calculations were con-
ducted by one-way ANOVA with Fisher’s LSD post hoc analysis. Lozenges (*) and aster-
isks (*) indicate a significance between treatment groups (ntg vs RDZRD2 or ntg vs pla-
cebo: # p < 0.001 and RD2RD2 vs placebo: * p=0.05, ** p=0.01, ** p <0.001}. IR: immu-
noreactivity, OD: optical density

Statistic (one-way ANOVA Analy-

IR Area ntg RD2RD2 placebo
sis of Variance)
F(2,17)=25.57, p < 0.001
228 203 320 ntg vs RD2RD2 p = 0.876 (ns)
cortex
+13.4 +13.2%% +14.1 %% ntg vs placebo p < 0.001
Ibal RD2RD? vs placebo p < 0.001
(counts) F(2,17)= 4228, p < 0.001
200 220 383 ntg vs RD2RD2 p = 0.722 (ns)
hippocampus
+9.92 +16.2 % +12.1 ## ntg vs placebo p < 0.001
RD2RD? vs placebo p < 0.001
F(217)=17.04, p< 0.001
117 176 208 ntg vs RD2RD2 p = 0.002
cortex
+5.66 + 9.66 F#* +0.92 ## ntg vs placebo p < 0.001
GFAP RD2RD? vs placebo p = 0.021
(OD) F(2,17)=13.76, p < 0.001
228 275 357 ntg vs RD2RD2 p = 0.097 (ns)
hippocamptus
+6.29 + 124 +20.5 ## ntg vs placebo p < 0.001

RD2RD?2 vs placebo p = 0.001
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Table S2. Cytokine assay of RD2RD2- and placebo-treated APP/PS1 mice. A Bio-Plex
Map kit was used to analyse a possible change of inflammatory cytokines at the end of
the study. Treatment with RD2RD2 significantly reduced levels of inflammatory markers
in the blood of APP/PS1 mice. Cytokine concentrations are given in picogram per milliliter
(pg/mL). Data is presented as mean = SEM. Statistical calculations were conducted by one-
way ANOVA with Fisher’s LSD pest hoc analysis, RD2RD2 n = 15 and placebo n =15 for
each cytokine. Asterisks (*) indicate a significance between treatment groups (RD2RD2 vs
placebo: *** p < (0.001).

Marker Statistic (one-way ANOVA Analysis of
RD2RD2 placebo
(pg/mL) Variance)
F(1,28) = 44.52, p< 0.001
IL-1p 394+57.6™ 950 + 60.4
RD2RD2 vs placebo p < 0.001
F(1,28) = 43.46, p < 0.001
IL-6 53.6=7.87"" 122+6.75
RD2RD2 vs placebo p < 0.001
F(1,28)=42.74, p < 0.001
IL-10 139+189 ™ 300+16
RD2RD2 vs placebo p < 0.001
F(1,28) = 56.55, p < 0.001
[L-12p70 677 + 885" 1612 +87.3
RD2RD2 vs placebo p < 0.001
F(1,28) = 123.56, p < 0.001
INF-y 61 +8.87" 189 +7.34
RD2RD2 vs placebo p < 0.001
F(1,28)=12.79, p=0.001
CXCL-1 103 +9.79™ 144 + 6.25
RD2RD2 vs placebo p = 0.001
F(1,28)=93.32, p < 0.001
TNF-o 517 =573 1689 =107

RD2RD2 vs placebo p < 0.001
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Abstract

Neuroinflammation is a pathological hallmark of several neurodegenerative disorders and
plays a key role in the pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). It has been
implicated as driver of disease progression and is observed in ALS patients, as well as in the
transgenic SOD1%%4 mouse model. Here, we explore and validate the therapeutic potential of
the D-enantiomeric peptide RD2RD2 upon oral administration in SOD1%%* mice. Treatment
resulted in a significantly increased performance in behavioural and motor coordination tests
and a decelerated neurodegenerative phenotype in RD2RD2-treated SOD1%%A mice.
Additionally, we observed retardation of the average disease onset. Treatment of SOD169%
mice led to significant reduction in glial cell activation and a rescue of neurons. Analysis of
plasma revealed normalisation of several cytokines in samples of RD2RD2-treated SOD16%%A
mice towards the levels of non-transgenic mice. In conclusion, these findings qualify RD2RD2
to be considered for further development and testing towards a disease modifying ALS

treatment.

Keywords

amyotrophic lateral sclerosis; behaviour; motor coordination; plasma cytokines; D-

enantiomeric peptide; neuroinflammation; SOD1%%A

Introduction

Ampyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterised by a
progressive motor neuron loss in the central nervous systems. Clinically, ALS leads to focal
muscular weakness, with atrophy of skeletal muscles up to progressive paralysis and
premature death, usually from respiratory failure, generally in 3 to 5 years after diagnosis [1-
3]. Most of ALS cases are sporadic (sALS), while about 10% of the cases are inherited by
familial ALS (fALS) [4, 5]. More than 150 gene mutations have been reported to be potentially
involved in ALS, including 27 which are rated disease-relevant based on strong evidence
(http://alsod.iop.kel.ac.uk/als). Mutations in the gene of the Cu/Zn-superoxide dismutase 1
(SOD1) are a common cause of fALS [6, 7] and are identified in up to 3 % of sALS cases [8-
11]. Both fALS and sALS produce similar clinical and pathological features, which supports the
strategy of using laboratory models of fALS SOD1 mutations in preclinical studies to
understand disease pathogenesis and to identify potential therapeutic targets for both forms
of disease [12-15]. In 1994, a transgenic mouse model was created (tg(SOD1%%4)1Gur), which
expresses the mutated human SOD1 gene (SOD1%%4) [16, 17]. These transgenic mice
develop many key features of human clinical signs and pathology of human ALS, including

motor neuron degeneration, paralysis and shortened life-span [18, 19].
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Interestingly, the role of neuroinflammation and immune-inflammatory processes in mutant
SOD1-mediated ALS was recognised late, but is now established as an important aspect in
human cases and transgenic SOD1%%4 mice [20-25]. The activation of glial cells in the brain
stem and spinal cord is a characteristic hallmark of neuroinflammation in ALS. Especially
astrogliosis and activated microglia play a role in disease progression and are considered as
indicators during advancement of the disease [26-28]. In response to glia cell activation,
inflammatory mediators are secreted, e.g. cytokines. Classified into two different types (pro-
and anti-inflammatory), cytokines are invelved in complex signalling cascades. Pro- and anti-
inflammatory cytokines are secreted in unequal levels depending on disease stage [29, 30].
Although, many potential targets have been identified and new therapeutics were tested in
animal studies and clinical trials, to date there is no curative therapy for ALS present [31, 32].
Thus far, only symptomatic treatments are available and minor effects on life prolongation have
been achieved [33, 34].

A relatively new class of promising drug candidates are the all-D-peptides, which consist solely
of D-enantiomeric amino acid residues and which exhibit several advantages including low
immunogenicity and high proteolytic stability [35-37]. Recently, the excellent safety and
tolerability of an all-D-peptide drug candidate could be demonstrated in a clinical phase | trial
[38] after demonstrating its preclinical efficacy in several Alzheimer’s disease mouse models
[39-41]. The drug candidate, called RD2, binds preferentially amyloid beta (AS) monomers with
nanomolar affinity and stabilizes AP in its native conformation [42]. The rational for developing
a head-to-tail tandem version of RD2, RD2RD2, was to obtain a bivalent version of RD2 with
potentially higher avidity and affinity for polyvalent A assemblies, like AB oligomers. However,
RD2RD2 was not significantly efficient neither on amyloid load, soluble and insoluble AR nor
on cognitive deficits [43]. Instead, RD2RD2 demonstrated remarkable anti-inflammatory
effects by reducing neurcinflammation in an Alzheimer’s disease mouse model [44].

Based on these results, we intended to characterise the therapeutic potential of RD2RD2 in
an additional mouse model linked to neuroinflammation and chose the ALS SOD17¢%A
transgenic mouse model. In a previous study with intraperitoneal treatment of 12 weeks old
transgenic SOD1%%®A mice, RD2RD2 inhibited disease phenotype progression and
demonstrated anti-inflammatory effects by reducing neuroinflammation [44].

To further investigate the general therapeutic potential of RD2RD2 especially after oral
administration, we initiated a treatment study with oral application of RD2RD2 in SOD16%%
transgenic mice. The efficacy of the treatment was investigated by analysis of disease
phenotype in the mice as well as various behavioural and motor coordination tests.
Neuroinflammation was assessed in tissue samples of the brain stem and lumbar spinal cord

and by analysis of plasma cytokine levels.
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Methods

Animals

Male mice of the congenic B6.Cg-Tg(SOD1°%41Gur/J line, which was backcrossed for at
least 10 generations to C57BI/6J, were purchased from JAX (Stock No. 004435, The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, USA). Male mice were bred in-house with C57BL/6J females obtained
from CRIVER (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany). Mating generated hemizygous
SOD1%%~ transgenic mice and non-transgenic littermate (ntg) controls. Progenies were
genotyped for presence of the human SOD1 gene by a quantitative PCR assay of DNA
obtained from ear markings, as previously described [45]. Copy numbers of the transgene
were checked by calculation of the delta cycle threshold (ACT) = CTintemal control - CT gene ofinterest.
Female SOD1%%* mice with a high copy number of the transgene were selected for stratified
randomisation into equal groups. As control, the genotype of each animal was confirmed by a
second quantitative PCR at the end of the study. Housing of the animals was under the same
terms at the animal facility of the Forschungszentrum Jiilich as described previously [46]. Mice
were housed in mixed-genotype in a controlled environment (12/12 h light/dark cycle, humidity
maintained around 50 % and a room temperature between 20 °C and 23 °C). Food and water
was available ad libitum. All animal experiments at the Forschungszentrum Jilich were
performed in accordance with the German Law on the protection of animals (TierSchG §§ 7-
9) and with permit from the local authority (Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV), North Rhine-Westphalia, Germany; reference number: AZ 84-
02.04.2015.A106 and AZ 84-02.04.2014.A423).

Drug candidate
RD2RD2 was purchased from Cambridge Peptides (Cambridge Peptides, Birmingham, United
Kingdom) as lyophilized powder. The peptide consists of 24 D-enantiomeric amino acid

residues with its C-terminus being amidated (sequence: ptihthnrrrrrptihthnrrrrr, 3.2 kDa).

Study design

Female SOD1%%4 mice were treated daily per oral (p.0.} with 50 mg/kg RD2RD2 or placebo
(drinking water) formulated in tailor-made jellies as described in the section below. The
RD2RD2 dosage was chosen based on successful former experiments with related
compounds, taking the difference in molecular weight into account [41]. The RD2RD2 amount
in the jellies was adjusted based on the weekly determined average body weights of the mice.
The cohort of animals contained 42 female mice assighed into three experimental groups
consisting of SOD1%%~ mice (RD2RD2 n = 14 and placebo n = 14) and a control group of non-
transgenic littermates (ntg n = 14). All animal born within one week were stratified into the

treatment groups according to gene copy numbers and results of behavioural tests (SHIRPA

4
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test and pole test) at baseline. Each mouse was treated for 68 days and the average age at
treatment initiation was 53 days + 2 days.

The anticipated treatment start was based on a previous pilot study in which transgenic
SOD1°%%% mice were compared to their wild type littermates from week 4 until week 20 of age.
Using the modified pole test, first measurable deficits in motor performance of transgenic mice
were detected at an age of 8 weeks [44]. According to the criteria of Ohgomori et al. (2017)
[45], the current study was designed to start in the pre-symptomatic phase, before first deficits
are visible (7 weeks of age).

In regular intervals, SOD1%%4 mice and their non-transgenic littermates were tested in different
behavioural set ups (SHIRPA test battery, pole test, grip strength test and splay reflex test of
hind limbs) starting before treatment (baseline measurements). The stratified randomisation of
the transgenic mice into two equal groups based on the following criteria: ACT and baseline
measurement of the SHIRPA and pole test. All tests were carried out at the same time of the
day and all mice were habituated in single cages before starting the particular tests. Mice were
observed daily for disease progression. At the end of the study, blood and tissue samples were
collected of the SOD1%%4 and non-transgenic mice. Blood samples were centrifuged and the
supernatant (plasma) was stored at - 80 °C. Following blood collections, brains and spinal
cords of SOD1%%4 and non-transgenic mice were harvested and histologically analysed for
gliosis (using an integrin a-M/B-2 (CD11b) antibody for activated microglia and glial fibrillary
acidic protein (GFAP) for activated astrocytes) and neurodegeneration (using an antibody
against neuronal nuclear proteins (NeuN) for mature neurons and a choline acetyltransferase
(ChAT) antibody for motor neurons). Plasma samples were biochemically analysed for several

inflammatory markers using a multiplex immunoassay.

Treatment

Jellies used for oral treatment consisted of 19 % instant gelatin (Dr. Oetker, Bielefeld,
Germany), 30 % sucrose and 10 % sucralose. To produce drops, the components were solved
in the regular drinking water of the mice. In order to produce jellies of suitable size, a 96-well
plate was filled with the mixture. Before the gelatin solidified, 50 uL of RD2RD2-solution or
drinking water (placebo) was added to each well. The total volume of one jelly was 200 ul.
Jellies were stored at 4°C until further use on the next days. For feeding, mice were placed
individually in a clean cage with a jelly. In general, the mice ate the drop within a few minutes.
The experimenter ensured that the jelly was eaten before placing the mice back in their home
cage. Mice were trained to eat the jelly in preparation of the experiment. The stability of
RD2RD?2 in jellies was demonstrated by analyzing the concentration of RD2RD2 in freshly
formulated and 6 days-old jellies (supplemental figure $1). Mice were fed with the same batch

of freshly produced jellies for a maximum of 6 days.
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Body weight of SOD1%%34

The weight of the SOD1%%4 animals was recorded at least three times per week beginning
prior to baseline measurements. At disease onset, the animals body weight was controlled
daily. Body weight was taken always prior to treatment between 7 a.m. and 8 a.m. to avoid

diurnal variations.

SHIRPA phenotype assessment

The SHIRPA primary screen comprises a test battery of reflex and sensorimotor tests for
behavioural assessment of mouse phenotype [47, 48]. This test consisted of several subtests:
restlessness, alertness, startle response, pinna reflex, corneal reflex, touch response, pain
response, grooming, and apathy, abnormal body carriage, abnormal gait, loss of righting reflex,
forelimb placing reflex, hanging behaviour, hind limb tremor. Assessment of each mice began
with observation of undisturbed behaviour in habitual environmental followed by testing the
motor abilities in an arena of 425 cm x 18.0 cm x 26.5 cm (L x H x W). Lastly, a sequence of
manipulations were used to measure body tone and reflexes. Scoring was defined from 0
(similar to ntg littermates) to 3 (extremely abnormal from ntg littermates). The sum of scores
of all subtests per animal was used for analysis. Especially for this mouse model, the last seven

tests mentioned above are additionally summed up to a motor score.

Modified pole test

Here, a slightly modified version of the standard pole test [49, 50] was used to detect early
changes in the motor performance of the SOD1%%A mice. The following modifications were
realised: Mice were placed head downwards instead of upwards on a vertical pole (height 50
cm, diameter 1.2 cm, rough-surfaced) and their movement downwards was rated (0 continuous
run, 1 part-way runs, 2 slipping downwards and 3 falling down). Each animal was tested three

times and the sum of all three scores was used for anhalysis.

Grip strength test

Grip strength analysis of the hind limbs was evaluated using a Grip Strength Meter (Ugo Basile
Srl, Comerio VA, ltaly). Following the manufacturers protocol, mice were placed with all four
limbs to a blind top grasping grid for hind limb measurements. The mice were pulled backwards
by the tail and they grip intuitively after the grid. Because of the blind top in the front only the
hind limb force was measured. The peak force was calculated three times in succession. The

mean value of all three peak forces was used for analysis.

Splay reflex test of hind limbs
To characterise motor deficits, mice were suspended up by the tail and the extent of hind limb

splaying was assessed for 15 s. A healthy splay of both hind limbs similar to that observed in
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non-transgenic mice was given a score of 0. An acute splay angle or “weak splay” of both hind
limbs received a score of 1. A single leg splay was assighed a score of 2. A mouse that
exhibited no splay or pulled both hind limbs together, effectively crossing one over the other,
was given a score of 3. This procedure was performed three times and the sum of all three

scores was used for analysis.

Disease onset analysis

To monitor the disease progression of the SOD1%%*4 mice, all animals were inspected daily for
signs of motor deficits. Disease onset was determined after Mead et al. [51] if the following
criteria were both met: “Point at which defects in hind limb splay and enhanced tremor were

observed with a score of at least 1 in each category”.

Plasma and tissue collection

Mice were deeply anaesthetised by inhalation with isoflurane (1.5 - 3.0 vol% in oxygen) and
monitored for loss of reflexes in which all the responses to external stimuli cease (verified by
a toe pinch). The final collection of blood was done by terminal cardiac puncture. All blood
samples were collected in Ko2EDTA tubes and centrifuged for 10 min at 2.000 g in a cooled
centrifuge. The supernatant (plasma) was transferred into pre-labelled tubes. Following blood
collections, brains and spinal cords were removed. Brain samples were divided into the two
hemispheres and spinal cords transversally before both hemispheres and lumbar spinal cord

samples were shap frozen in isopentane. All samples were stored at - 80°C.

Immunohistochemistry

The left-brain hemisphere and the Ilumbar spinal cord (L1-L5 tract) were cut for
immunohistological analysis using a cryotome (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar,
Germany). Immunohistochemistry (IHC) was performed on 20 ym sagittal frozen brain sections
and on 12 um transverse lumbar spinal cord sections (L1-L5 tract) of. The brain and lumbar
region of the spinal cord were identified as described previously [52-54]. To avoid differences
in staining intensity, which might affect measurements, every staining session was performed
in one batch. Gliosis of astrocytes and microglia (antibodies GFAP and CD11b) was assessed
in SOD1%%A mice and their non-transgenic littermates. Furthermore, SOD1%%A mice were
investigated for mature neurons (antibody NeuN) and motor neurons (antibody ChAT) in the
brain. Tissue sections were thawed and fixed with 4°C pre-cooled 4% paraformaldehyde for
10 min and followed by an antigen retrieval with 70% formic acid for 10 min. The sections were
rinsed and elimination of endogenous peroxidases was ensured by incubation in 3% H>0: in
methanol for 15 min. After a further washing step, sections were incubated with the primary
antibody overnight at 4°C in a humid chamber (GFAP: DAKO Agilent Technologies, Santa
Clara, USA; NeuN: Merck Millipore, Darmstadt, Germany; ChAT: Novus Biologicals Europe,
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Abingdon, United Kingdom) or for two hours at room temperature (CD11b: Abcam, Cambridge,
United Kingdom). Primary antibodies were diluted 1:1000 in ttis buffered saline with 1% Triton
X-100 (TBST) with 1% bovine serum albumin (BSA) (GFAP and NeuN), 1:2000 in tris buffered
saline (TBS) with 1% BSA (CD11b) or 1:1000 in phosphate buffered saline with 0.25% Triton
X-100 (PBST) with 1% BSA (ChAT). Afterward, sections of SOD1°%%A mice were rinsed and
incubated with biotinylated secondary anti-mouse, anti-rabbit or anti-donkey antibody (1:1000
in TBST with 1% BSA (NeuN and GFAP), 1:1000 in TBS with 1% BSA (CD11b) or in PBST
with 1% BSA (ChAT), Sigma Aldrich, Germany) for two hours at room temperature followed by
3,3-Diaminobenzidine (DAB) enhanced with saturated nickel ammonium sulfate solution.
Immunohistochemical sections were washed in an ascending alcohol series (in following order
70% EtOH, 90% EtOH and 100% EtOH for 5 min) and mounted with DPX Mountant medium
(Sigma Aldrich, Germany).

Quantification

Images of SOD16%4 sections were taken with a LMD6000 microscope (Leica Camera,
Germany) and the respective software (LAS 4.0 software). All slides were acquired in one
microscopy session. Quantification was performed with ImageJ (National Institute of Health,
Bethesda, USA) and CellProfiler Analyst (Broad Institute, Boston, USA) [55]. Immunoreactive
microglial cells (antibody CD11b) and astrogliosis (antibody GFAP) were determined as
percentage area (%) of the neuropil occupied by GFAP or CD11b and neuronal nuclei
(antibody NeuN) and motor neurons (antibody ChAT) as count per stained area. To avoid
deviations in the analysis of the region of interest, a standard circle or rectangle was created
with the ImageJ program. CD11b immunoreactive area was analysed in the brain stem and
lumbar spinal cord (ntg n = 10 to 14, placebo n = 9 to 14, RD2RD2 n = 10 to 14). GFAP
immunoreactive area was analysed in the brain stem and lumbar spinal cord (ntgn=10to 12,
placebo h = 10 to 14, RD2RD2 n = 10 to 13). NeuN counts were analysed in the brain stem
and motor cortex layers 2/3 and 5 (ntg n = 10, placebo n =10 to 14, RD2RD2 n = 9 to 14).
ChAT counts were analysed in the brain stem and motor cortex layers 2/3 and 5 (ntgn = 11,
placebo n =11, RD2RD2 n = 11). In general, 6 brain slices and 8 lumbar spinal cord slices per
mouse were used for each quantification. Animals with three or less quantifiable brain slices
were excluded from analysis, as well as animals with four or less quantifiable spinal cord

samples.

Cytokine assay
Plasma samples were measured using a multiplex immunoassay (Bio-Plex Pro Mouse
Cytokine, Chemokine, and Growth Factor Assays, 23-plex, Bio-Rad Laboratories Inc., USA).

The measurement of the plasma samples of transgenic SOD1%% mice (placebo n = 11 and
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RD2RD2 n = 11) and their non-transgenic litermates (ntg n = 7) was performed according to
manufacturer’s protocol. In general, values below the limit of detection (LoD) were excluded
from analysis. The plasma samples were tested for several interleukins (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12p40 and IL-17), interferon-y (INF-y), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and several
chemokines (C-C motif chemokine ligand (CCL-2 and CCL-5) and C-X-C motif chemokine
ligand (CXCL-1). Data corresponded to the concentration ranges of the multiplex

immunoassay. Cytokine concentrations are given in picogram per milliliter (pg/mL).

Statistics

All statistical calculations were performed using InVivoStat (Version 3.4.0.0, United Kingdom)
or SigmaPlot (Systat Software, Version 11, Germany). GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc., USA) was used for the graphic illustrations. Descriptive statistical analyses were
calculated on all evaluated parameters. The data are given as means + SEM. A p value > 0.05
was considered to be not statistically significant (ns). Normal distribution of data was either
tested by use of Shapiro-Wilk normality test or by use of a normal probability plot (InVivoStat,
Version 3.4.0.0, United Kingdom) [56]. Two-way repeated measurement (RM) ANOVA with
Fisher's Least Significant Difference (LSD) post hoc analysis was used to analyse the results
of the behavioural tests. One-way measurement ANOVA with Fisher’s Least Significant
Difference (LSD) post hoc analysis was used to analyse the results of the histochemical
analysis and biochemical analysis. Statistical analysis of disease onset was performed using
the Kaplan-Meier method with log rank test. The correlation between phenotype progression
and levels of neuroinflammation or neurodegeneration were measured using Pearson’s

correlation coefficient.
Results

Oral treatment with RD2RD2 led to an amelioration of the SOD1%%3A phenotype.
SOD1%%A transgenic mice and their non-transgenic littermates were administered a daily dose
per oral (p.o.) of RD2RD2 (50 mg/kg) or placebo from 53 days * 2 days of age for nine weeks
of treatment.

Weight loss is a frequent feature of ALS and therefore, the body weight of mice was recorded
beginning prior to baseline measurements. All mice gained body weight during treatment with
placebo-treated transgenic mice showing the least gain of body weight, which became most
apparent in the last treatment weeks (Fig. 1 A and B). At the end of the study, placebo-treated
SOD1%%% mice weighed significantly less than non-transgenic littermates.

The SHIRPA test battery was used to monitor the progression of the neurodegenerative
phenotype of transgenic placebo- or RD2RD2-treated mice. After two weeks of treatment, first
placebo-treated SOD1%%% mice and one week delayed the RD2RD2-treated SOD1%%* group
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showed behavioural impairments compared to their non-transgenic littermates (Fig. 1 C).
Treatment with RD2RD2 improved significantly the behavioural phenotype of SOD1%%%4 mice
vs placebo-treated littermates already three weeks after treatment start and thereafter (Fig. 1
C). While the behavioural deficits of placebo treated mice progressed steadily during the nine
weeks treatment period, RD2RD2 treatment slowed down phenotype progression drastically.
For additional investigation of the phenotype progression, parameters of the SHIRPA test were
subdivided into a motor score (Fig. 1 D). After four weeks of treatment, motor deficits were

significantly lower upon RD2RD2- vs placebo-treated SOD1'®%®A mice (Fig. 1 D).

RD2RD2 treatment improved motor performance and led to delay of the disease onset
in SOD1%%" mice.

To measure motor deficits during disease progression, additional motor tests were carried out,
i.e. pole test, grip strength and splay reflex test of hind limbs (Fig. 2 Ato C). These tests detect
functional deficits in early pathological motor defects in SOD1%A mice. Throughout the
experiment, non-transgenic mice did not show any motor deficits, only slight but normal
variability in their daily performance during this period. In contrast, transgenic SOD1%%* mice
developed significant deficits during the study on motor performance at different time-points.
As early as three weeks after treatment start, RD2RD2-treated SOD1%%** mice showed
significant less impairment in pole performance and splay reflex test than placebo-treated
littermates. Moreover, the efficacy of RD2RD2 in SOD1%%%A mice vs placebo-treated littermates
was demonstrated starting after five weeks of treatment in the grip strength test.

Assessment of disease onset according to Mead et al. (2011) [51], i.e. defect in hind limb splay
and tremor, was performed three times a week from the start of the experiment. First disease
onset occurred at 86 days of age in placebo-treated mice (Fig. 2 D). Kaplan-Meier survival
analysis revealed that the placebo group had a mean disease onset of 95 days (h = 14, range
between 86 days + 103 days), whereas RD2RD2-treated SOD1%%* mice lived on average 106
days (n = 13, range between 94 days £ 113 days) without any symptoms. Log rank test was
statistically significant ### p < 0.001), indicating a mean delay of disease symptoms of 11 days
by RD2RD2 treatment in SOD1°%A mice. One RD2RD2-treated SOD1%%* mouse showed no
tremor at all during the course of the treatment study (Fig. 2 D). Evidence of a changed hind
limb splay or tremor was undetected at any stage in non-transgenic littermates. In general,
RD2RD2-treated SOD1%%** mice showed improved motor performance in comparison to
placebo-treated littermates. All non-transgenic mice exhibited normal motor function

throughout the experimental period.
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Reduced gliosis and neurodegeneration in RD2RD2-treated SOD1%%* mice.

During disease progression, SOD1%%* mice are pathologically characterised by the presence
of gliosis and neurodegeneration in brain and spinal cord, especially within the brain stem,
motor cortex and the lumbar spinal cord [57-60]. Histopathological quantifications were carried
out after nine weeks of oral treatment.

In general, quantification revealed less microgliosis in SOD1%%* mice vs non-transgenic
littermates (Fig. 3 Aand B, Tab. S1). RD2RD2 treatment diminished the activation of microglia
stained with antibody CD11b in the brain stem of SOD1%%4 mice in comparison to placebo-
treated mice. The same trend was observed in the lumbar spinal cord, which did not reach
statistical significance (Fig. 3 A and B, Tab. S1). In addition, the amount of GFAP-positive cells
in the brain stem of RD2RD2-treated SOD1%%% mice was significantly less than in the placebo
group (Fig. 3C and D, Tab. S1).

To support the finding that RD2RD2-improved motor performance and delayed disease onset,
we analysed the number of neuronal cells in the brain of SOD1%%4 mice. Neuronal changes
were quantified by the number of NeuN-positive neurons in the brain stem and motor cortex of
SOD1%%%A mice and their non-transgenic littermates. Additionally, lower motor neurons of the
brain stem were assessed by quantification with a ChAT-specific antibody. Placebo-treated
mice displayed a significant loss of mature neurons in the brain stem and motor cortex (Fig. 3
E and F, Tab. $1), and in brain stem specifically a significant decrease of lower motor neurons
in comparison to non-transgenic littermates (Fig. 3G and H, Tab. S1). Treatment with RD2RD2
rescued the loss of total neurons in both the brain stem and motor cortex of SOD1%%4 mice to
levels of non-transgenic littermates and, moreover, of motor neurons in the brain stem of
RD2RD2-treated SOD1%%A mice (Fig. 3 E to H and Tab. S1).

In order to assess whether there is a possible relationship between phenotype progression
and levels of neuroinflammation or neurodegeneration, results of histological quantifications
were correlated with both, the SHIRPA score and the SHIRPA motor score of the last treatment
week. The Pearson’s correlation coefficients from each correlation are shown in Table S2.
Analysis over all three groups revealed a significant correlation of neuroinflammation with the
SHIRPA score and, moreover, with the SHIRPA motor score (Fig. 4 Ato D and Tab. S2, overall
effect of ntg vs placebo SOD1%%4 ys RD2RD2 SOD1%%%), The number of mature neurons
correlated significantly with the SHIRPA scores over all three groups (Fig. 4 E and F, Tab. S2)
and specifically with the SHIRPA motor score (Fig. 4 F and Tab. S2).

RD2RD2 administration suppressed the activation of inflammatory plasma markers in
SOD1%%% mice.
To identify whether RD2RD2 modulates the general inflammatory status in transgenic

SOD1%%~ mice, a multiplex immunoassay was used to analyse a possible change of plasma
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cytokines at the end of the study. Analysis of the inflammatory marker levels revealed a
significant up- or downregulation in several cytokines of placebo-treated SOD1%%4 mice vs
non-transgenic littermates (Fig. 5 and Tab. S3; IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-13, IL-17, CCL-
2 and CXCL-1). The RD2RD2-treated group lost significant changes of inflammatory markers
in comparison to the non-transgenic (Fig. 5 A, C, D, | and Tab. S3; IL-1[3, IL-6, IL-10 and CCL-
2) and gained differences to placebo-treated mice (Tab. S3). Generally, there was a trend of
reversing the altered plasma levels of SOD1%%% mice towards levels of non-transgenic

littermates, reaching statistical significance in the following cytokines: IL-10, IL-13 and CCL-2.

Discussion

Ampyotrophic lateral sclerosis (ALS) is one of the most common, fatal and progressive
neurodegenerative disease affecting the motor system [61]. Due to an ageing world population,
there is an increasing incidence of ALS cases during the last decades [62]. Despite intensive
research, the cause is still unknown and current treatment options are only symptomatic [34].
In addition to the clinical symptoms like motor deficits, an increasing evidence has firmly
certified that the dysregulation of the immune system in ALS results in an extensive
inflammatory response [63, 64]. Previous studies demonstrated the key role of
neuroinflammation, mainly caused by microglia activation and astrogliosis [27, 65, 66]. In the
early phase of disease, activated glial cells produce a protective immune response, while
during the progression of the disease excessive glial expression is harmful and resulted in a
neurotoxic response [23, 67]. Further, glia cell activation leads to changes in the production
and release of inflammatory markers [25, 68, 69].

In the hereby described work, we examined the compound RD2RD2 for its therapeutic efficacy
in ALS, a neurodegenerative, neuroinflammation-driven disease. RD2RD2 has been
discovered in a screening campaign against AR and demonstrated remarkable anti-
inflammatory effects by reducing neuroinflammation in an Alzheimer’s disease mouse model
[44]. Based on these findings, an in vivo study with RD2RD2 in an ALS specific mouse model
was initiated to explore and validate the therapeutic potential of RD2RD2 when given orally to
mice.

Seven weeks old SOD1%%A mice and their non-transgenic littermates were treated daily with
RD2RD?2 or placebo, formulated in tailor-made jellies. Oral treatment was chosen as the route
of administration because it is the least invasive application method and preferred route of
administration in humans. The early stage of ALS in SOD1%% mice is characterised by
neuroinflammation exhibiting a neuroprotective function. Progression of disease leads to a
conversion into a heurotoxic reaction, which accelerates the process [70, 71]. Several research
groups demonstrated time-dependent effects on neuroinflammation and disease progression

in SOD1%%4 mice upon treatment with anti-inflammatory compounds [72-74]. Therefore, the

12

62



435

440

445

450

455

460

465

purpose of the current study was to investigate the therapeutic potential on ALS pathogenesis,
when initial treatment starts in the early phase of ALS before symptom onset.

In this study, we were able to demonstrate an enhanced in vivo efficacy of RD2RD2. Placebo-
treated SOD1%%* mice showed a significant progression of the motor-neurodegenerative
phenotype while RD2RD2 treatment in transgenic mice slowed down phenotype progression,
especially during the first treatment weeks. Consistent with the results of the behavioural and
motor coordination tests, RD2RD2-treatment significantly delayed disease onset in SOD16%%
mice. Thus, an early treatment was able to extend the time-span to disease onset between
placebo- and RD2RD2-treated SOD1%%* mice. Till the end of the behavioural experiments,
the difference in phenotype and motor performance of RD2RD2- vs placebo-treated SOD168%
mice were significant.

Immunohistochemical investigations of gliosis in the brain stem and lumbar spinal cord
resulted in significant differences between transgenic and non-transgenic mice and correlated
significantly with the neurodegenerative phenotype in the last treatment week. However, gliosis
in the brain stem of RD2RD2-treated SOD1%%%* mice was lower than in placebo-treated
littermates with a statistically significant difference. The data suggested that the treatment with
RD2RD2 could significantly prevent accumulation of activated glia cells in the brain stem of
SOD1%%A mice.

A defining feature of ALS is the fatal progression of neurodegeneration [65, 75]. Therefore, we
stained mature neurons in the brain stem and motor cortex of all mice and revealed a
significant survival of neurons in RD2RD2-treated SOD1%%* mice vs the placebo-treated
group. The density of mature neurons after RD2RD2 treatment was close to the level of non-
transgenic littermates, while neurodegeneration was significantly progressed in the brain stem
and motor cortex of the placebo-treated mice. Based on these results, we assume that
RD2RD2 has a neuroprotective effect in this mouse model of ALS not only on mature neurons,
but also on the survival of motor neurons.

Additionally, plasma samples were examined with a multiplex immunoassay to figure out,
whether RD2RD2 treatment had an effect on inflammatory markers, such as cytokines and
chemokines. Indeed, RD2RD2 administration normalised the levels of many inflammatory
plasma markers in SOD1%%%A mice towards levels found in non-transgenic mice. Inflammatory
markers reflect disease progression in human cases and the SOD1 mice of ALS and have
important roles in both toxic and neuroprotective functions depending on the stage of disease
progression [29, 30, 76, 77].

RD2RD2 was able to slow down disease progression and shift disease onset of treated
transgenic mice significantly when given in the pre-symptomatic phase of this animal model.
However, from a clinical point of view a later treatment start is more relevant, as treatment of

patients in almost all cases can only be started after the onset of symptoms. Based on the very
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promising results of this study an additional study analysing the therapeutic potential in already
diseased mice and on survival is hecessary to judge the full potential of this hew compound.

Considering the pathogenic mechanism of ALS, RD2RD2 might be a good therapeutic
candidate for a disease modifying treatment in ALS. However, the exact mechanism of action
for RD2RD2 has not been elucidated yet. The anti-neuroinflammatory effect of RD2RD2 was
a coincidental finding as the compound was originally developed for an anti-amyloid B-oligomer
directed treatment strategy against Alzheimer’s disease [43]. SOD1%%* mice only secrete
endogenous murine amyloid B, which is not capable of forming aggregates [78]. Therefore, an
amyloid B-related mechanism of action for RD2RD2 is unlikely. Instead, an off-target effect of
RD2RD?2 on a so far unknown target is suggested. Although neuroinflammation cannot trigger
ALS per se, activated central nervous system microglia and astrocytes, and immune cells of
the periphery, including the immune-modulating cytokines they release, are drivers of disease
progression. Not only activated microglia but also astroglia have been shown to exert
neurotoxic effects and induce ALS-like symptoms [79]. Accordingly, a direct effect of RD2RD2
on neuroinflammatory cells is able to explain its therapeutic efficacy in this study. The
underlying molecular mechanisms, however, need to be investigated in more detail in the

future.

Conclusion

In the hereby described work we examined the all-D-enantiomeric peptide RD2RD2 for its
therapeutic potential in an ALS mouse model. So far, the mechanism underlying and the direct
target of RD2RD2 are still unknown. Despite this, we were able to demonstrate that prolonged
oral treatment with RD2RD2 significantly increased its therapeutic efficacy in SOD1°%4 mice.
Treatment with RD2RD2 improved the phenotype of SOD1%%% mice in comparison to placebo,
led to a reduction of the inflammatory response and decreased neurodegeneration. RD2RD2
is a promising candidate for further development and testing towards a disease modifying

treatment in ALS.
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Figure 1. Development of body weight and phenotype in the p.o. treatment study.
Changes in body weight over time during treatment was analysed of transgenic and non-
transgenic mice (A and B). Phenotype assessment was performed using the SHIRPA test
battery (C). Subdivision of the SHIRPA parameters into a motor score revealed additional
information of motor symptom progression in RD2RD2- vs placebo-treated SOD1%%* (D). Data
is represented as mean + SEM. Statistical calculations were conducted by two-way RM
ANOVA with Fisher's LSD post hoc analysis, n = 14 each group (A to D). Results of analysis:
(A) absolute body weight (g), F(2,351) = 10.76, p < 0.001, Fisher LSD post hoc analysis, ntg
vs placebo p < 0.001, ntg vs RD2RD2 p < 0.001; (B) relative body weight (%), F(18,351) =
3.84, p < 0.001, Fisher LSD post hoc analysis, ntg vs placebo p < 0.001, ntg vs RD2RD2 p =
0.013; (C) SHIRPA test, F(2,351) = 255.58, p < 0.001, Fisher LSD post hoc analysis, ntg vs
placebo p < 0.001, ntg vs RD2RD2 p < 0.001 and F(1,234) = 146.26, p < 0.001, Fisher LSD
post hoc analysis, placebo vs RD2RD2 p < 0.001 and (D) SHIRPA motor test, F(1,234) =
53.39, p <0.001, Fisher's LSD post hoc analysis, placebo vs RD2RD2 p < 0.001. Asterisks (*)
indicate significance between non-transgenic and placebo group (ntg vs placebo or ntg vs
RD2RD2: * p = 0.05 and *** p < 0.001). Lozenges (¥) indicate significance between transgenic
treatment groups (placebo vs RD2RD2: ### p < 0.001).
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Figure 2: RD2RD2 administration prevented deficits in motor performance and delayed
onset of disease in SOD1%%*A mice. Motor skills from RD2RD2-treated mice vs placebo
treatment were analysed using different motor tests, i.e. the pole test (A). In grip strength and
splay reflex test of hind limbs (B and C) retardation of the motor impairments were measured.
Disease onset was assessed using the score of Mead et al. (2011) [51] (D). Data is
represented as mean + SEM. Statistical calculations were conducted by two-way RM ANOVA
with Fisher's LSD post hoc analysis, n = 14 each group (A to C) or by Kaplan-Meier survival
analysis with log-rank analysis (D), placebo = 14 and RD2ZRD2 n =13. Results of analysis: (A)
pole test, F(2,351) = 287.81, p < 0.001, ntg vs placebo p < 0.002, ntg vs RD2RD2 p < 0.012
and F(1,234) = 99.20, p < 0.001, Fisher LSD post hoc analysis, placebo vs RD2RD2 p <0.001;
(B) grip strength test, F(2,351) = 54.13, p < 0.001, ntg vs placebo p < 0.022, ntg vs RD2RD2
p <0.002 and F(1,234) =29.31, p <0.001, Fisher LSD post hoc analysis, placebo vs RD2RD2
p < 0.001 and (C) splay reflex test of hind limbs, F(2,351) = 250.93, p < 0.001, ntg vs placebo
p < 0.001, ntg vs RD2RD2 p < 0.047 and F(1,234) = 79.78, p < 0.001, Fisher LSD post hoc
analysis, placebo vs RD2RD2 p <0.001 and (D) probability of disease onset (%), log-rank test
= 18.31, DF = 1, placebo vs RD2RD2 p < 0.001. Asterisks (*) indicate significance between
non-transgenic and transgenic treatment groups (ntg vs placebo or ntg vs RD2RD2: *** p <
0.001). Lozenges (*) indicate significance between transgenic treatment groups (placebo vs
RD2RD2: ##p = 0.01 and #*## p < 0.001).
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Figure 3: Amelioration of neurodegeneration and neuroinflammation in brain and
lumbar spinal cord of SOD1°%4 mice by per oral treatment with RD2RD2. Investigations
of a potential reduction in either gliosis (A to D) or neuron loss (E to H) after RD2RD2 treatment
were performed using immunohistochemical analysis. Gliosis was analysed by microglia (A
and B) and astrocytes (C and D) staining in the brain stem and lumbar spinal cord. Preservation
of neurons was quantified after mature neuron (E and F) and motor neuron (G and H) staining
in different areas of the brain (brain stem and motor cortex). Data is represented as mean *
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SEM. Statistical calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher's LSD post hoc
analysis (A, C, E and G). Asterisks (*) indicate significance between non-transgenic and
transgenic treatment groups (ntg vs placebo or ntg vs RD2RD2: * p = 0.05, ** p = 0.001 and
*** p < 0.001). Lozenges (*) indicate significance between transgenic treatment groups
(placebo vs RD2RD2: # p = 0.05, ## p = 0.01 and *## p < 0.001). p values of > 0.05 was
considered to be statistically not significant (ns). IR: immunoreactivity
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Figure 4: Correlation between histological quantifications and SHIRPA scores over all
three groups. Significant correlation was observed between quantified microglia (A and B)
and astrocytes (C and D) in the spinal cord and the SHIRPA scores of mice. Calculation of the
correlation coefficient was performed between quantified mature neurons (E and F) in the
motor cortex and the SHIRPA scores over all three groups. Data were analysed using Pearson
correlation coefficient (r). IR: immunoreactivity
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Figure 5: Treatment with RD2RD2 led to differences in several cytokine levels vs non-
transgenic and placebo-treated SOD1%%3A mice. A multiplex immunoassay was used to
analyse a possible change of inflammatory cytokines at the end of the study. Cytokine
concentrations are given in picogram per milliliter (pg/mL). Data is represented as mean +
SEM. Statistical calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher's LSD post hoc
analysis (A to L), ntg n = 7, placebo n = 11 and RD2RD2 n = 11. Asterisks (*) indicate
significance between non-transgenic and transgenic treatment groups (ntg vs placebo and ntg
vs RD2RD2: * p = 0.05, ** p = 0.01 and *** p < 0.001). Lozenges (*) indicate significance
between transgenic treatment groups (placebo vs RD2RD2: # p = 0.05).
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Supplement
Methods
Stability measurement of RD2RD2

RD2RD2 were formulated in tailor-made jellies as described in the method section of the
manuscript. The concentration of RD2RD2 was analysed in freshly formulated (day 0) and 6
days-old jellies. Two different concentrations of RD2RD2 were measured which depends on
the dosage of 50 mg/kg and thus on the average weight of the mice (concentration A: 1257
MM (treatment start, average weight of transgenic mice 16.0 g) and concentration B; 1414 uM

(14 week-aged mice, average weight of transgenic mice 18.0 g)).
High-performance liquid chromatography

A metabolite profile of RD2RD2 incubated in jellies was recorded by reversed-phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC). To measure the concentration of RD2RD2,
200 pL of 20 % (w/v) trichloroacetic acid (TCA) (Roth, Karlsruhe, Germany) were added to the
samples and vortexed for at least 1 min at room temperature. The samples were centrifuged
at 14.000 x g for 10 min at 4 °C and the supernatant containing the derivatives was transferred
to new pre-chill tubes and used for the assessment of RD2RD2. Afterward, samples were
analysed by RP-HPLC using the Agilent 1260 Infinity 1l system (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Chromatography was performed with a C18 column (Agilent Technologies,
Zorbax 300SB-C18 5 pm, 4.6 mm x 250 mm; Santa Clara, USA) at 25 °C with a flow rate of 1
mL/min. Ultraviolet absorbance was recorded at 214 nm. The sample injection volume was 20
pL. Chromatograms were recorded and analysed by Agilent OpenLAB CDS (software version
2.5, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). For sample analysis from stability tests, mobile
phases consisted of water (A) and acetonitrile (B) each supplemented with 0.1 % (v/) TCA
(AppliChem, Darmstadt, Germany). The samples were measured isocratically at 10 % solvent
B for 10 min. Afterward, a gradient was applied from 10 % to 45 % of the acetonitrile solvent in
a measurement of 20 min. The samples were measured in triplicate and normalised peak areas
of each measurement were averaged. GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., USA) was

used for the graphic illustrations. Data are presented as mean £ SEM.
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Figure S1: Stability of RD2RD2 in tailor-made jellies. RD2RD2 was incubated in freshly
formulated (day 0) and 6 days-cld jellies in two different concentrations (A and B). RP-HPLC
measurements revealed a minimum loss of RD2RD2 after 6 days of incubation (A: 3.24 +
8.57 % and B: 1.95 + 3.69 %), however RD2RD2 remained stable. Data are presented as

mean + SEM (n = 3 of each concentration).
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Tables

Table $1: Analysis of ALS pathology in brain and lumbar spinal cord sections of
RD2RD2-treated SOD1%%4 mice and hon-transgenic littermates. Data indicate a significant
change in neurodegeneration (staining with NeuN and ChAT antibodies) and
neuroinflammation (staining with antibodies against CD11b and GFAP) upon 63 days of per
oral treatment with RD2RD2. Data is represented as mean £ SEM. Statistical calculations were
conducted by one-way ANOVA with Fisher's LSD post hoc analysis. Asterisks (*) indicate
significance between non-transgenic and transgenic treatment groups (ntg vs placebo or ntg
vs RD2RD2: * p = 0.05, ** p = 0.001 and *** p < 0.001). Lozenges (¥ indicate significance
between transgenic treatment groups (placebo vs RD2RD2:# p = 0.05, ## p = 0.01 and #*## p

< 0.001). p values of > 0.05 was considered to be statistically not significant (ns). IR:

immunoreactivity
IR (%) area ntg placebo RD2RD2 statistic
F(2,39) = 156, p < 0.001
brain s w # | Ntgvs placebo p < 0.001
stem 228 +0.34 5.34+043 3.86 £0.39 *, ntg vs RD2RD2 p = 0.006
placebo vs RD2RD2 p = 0.010
CD11b F(2,26) = 8.14, p = 0.002
lumbar ntg vs placebo p < 0.001
zer;al 1.58 +0.34 5.18 + 0.91 4.26 £0.65 ntg vs RD2RD2 p = 0.007

placebo vs RD2RD2 ns
F(2,36) = 19.1, p < 0.001

brain 2424030 | 675+089" | 424104p+# |N9VSPlacebop <0001

stem ntg vs RD2ZRD2 p = 0.016
placebo vs RD2RD2 p < 0.001
GFAP
F(2,27) = 5.88, p = 0.008
lumbar ntg vs placebo p = 0.012
i + + * + - -
2Z|rr;al 3.23+0.78 7.69+1.39 855+1.28 ntg vs RD2RD2 p = 0.004
placebo vs RD2RD2 ns
counts area ntg placebo RD2RD2 statistic
F(2,35) = 7.68, p = 0.002
brain ntg vs placebo p < 0.001
+ + *hk + i
ctem 316 +£29.9 182+ 16.4 2731271 ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 p = 0.009
NeuN F(2.06)=508, p=0014
motor ntg vs placebo p = 0.005
wh #
cortex 641 +33.8 509 + 321 605 + 23.6 ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 p = 0.038
F(2,30) = 5.32, p = 0.010
brain . ntg vs placebo p = 0.003
ChAT ctem 564 +45.2 402 +30.1 477+ 273 ntg vs RD2RD2 ns

placebo vs RD2RD2 ns
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Table S2: Pearson’s correlation coefficient between SHIRPA scores and cell
quantifications. Asterisks (*) indicate significance between all three treatment groups (overall

840  effect: ntg vs placebo vs RD2RD2: * p = 0.05, ** p = 0.01 and *** p < 0.001). r = Pearson
correlation coefficient, IR: immunoreactivity

SHIRPA score vs

area CD11b GFAP area NeuN area ChAT
(IR %) (IR %) (counts) (counts)

brain r=032 | r=067 | @M r=-051 " |

stem stem brain

s - stem r=-046*

urar r=04d9* | r=046" | r=-047"

spinal cord cortex

SHIRPA motor score vs

area CD11b GFAP area NeuN area ChAT
(IR %) (IR %) (counts) {counts)
brain stem | r=072% | r=0g5 | PN r=-052** |
stem brain
— - e | r=-081%
umbar r=066" | r=045+ |TO00" =044+
spinal cord cortex
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Table $3: Analysis of plasma revealed differences in several cytokine levels of SOD16%A
mice vs non-transgenic littermates and between RD2RD2 and placebo-treated mice.
Cytokine levels were determined using a multiplex immunoassay. Cytokine concentrations are
given in picogram per milliliter (pg/mL). Data is represented as mean + SEM. Statistical
calculations were conducted by one-way ANOVA with Fisher's LSD post hoc analysis, ntgn=
7, placebo n = 11 and RD2RD2 n = 11. Asterisks (*) indicate significance between non-
transgenic and transgenic treatment groups (ntg vs placebo and ntg vs RD2RD2: * p = 0.05,
**p=0.01and *** p <0.001). Lozenges (*) indicate significance between transgenic treatment
groups (placebo vs RD2RD2: # p = 0.05).

concentration
(pgimL)

ntg

placebo

RD2RD2

statistic

IL-1B

797 £33.1

545 +£97.0"

685 +70.2

F(2,22)=2.61,p=0.096
ntg vs placebo p= 0.033
ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 ns

283+245

256 +3.46

238 +281

F(2,18) =0.68, p=0.516
ntg vs placebo ns

ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 ns

IL-6

63.6+£2.94

43.9+£6.20"

57.1+£6.99

F(2,21)=2.62, p=0.096
ntg vs placebo p= 0.037
ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 ns

IL-10

254 +£9.55

158+ 154

217 + 23.6%

F(2,21) =6.33, p < 0.007

ntg vs placebo p= 0.002

ntg vs RD2RD2 ns

placebo vs RD2RD2 p = 0.033

IL-12p40

344 £22.6

554 £51.4*

533 £63.5"

F(2,26) = 3.64, p=0.040
ntg vs placebo p= 0.017
ntg vs RD2RD2 p = 0.031
placebo vs RD2RD2 ns

IL-13

1028 £ 59.0

546 £ 64.1 ™

748 £ 732 % ¢

F(2,24) = 11.48, p < 0.001

ntg vs placebo p< 0.001

ntg vs RD2RD2 p=0.011
placebo vs RD2RD2 p = 0.036

IL-17

214 £25.1

129 £20.1~

130 £26.8 ™

F(2,23) = 4.66, p=0.020

ntg vs placebo p= 0.007

ntg vs RD2RD2 p = 0.027
placebo vs RD2RD2 ns

INF-y

189 +£10.4

190 £23.5

173 £23.7

F(2,21)=0.21, p=0.816
ntg vs placebo ns

ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 ns

TNF-a

1456 + 105

1095 + 155

1363 £ 174

F(2,22)=1.45, p=0.255
ntg vs placebo ns

ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 ns

CCL-2

699 +48.4

444 £ 558"

612+554%

F(2,23) =5.25, p=0.013

ntg vs placebo p= 0.005

ntg vs RD2RD2 ns

placebo vs RD2RD2 p = 0.034

CCL-5

48.6 +4.47

43.6 + 4.36

453 +3.94

F(2,24)=10.30, p=0.740
ntg vs placebo ns

ntg vs RD2RD2 ns
placebo vs RD2RD2 ns

CXCLA1

732+437

123+ 11.7*

114 +11.4*

F(2,23)=5.63, p=0.010

ntg vs placebo p= 0.004

ntg vs RD2RD2 p =0.013
placebo vs RD2RD2 ns
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4 Weitere Ergebnisse
4.1 Material und Methoden

4.1.1 Stellungnahme

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde in einer ersten Pilotstudie das ALS-spezifische
Mausmodell SOD1*G93A in unserem Labor charakterisiet und verschiedenste
Verhaltenstests etabliert, um den Phanotyp mit aus der Literatur beschriebenen Daten
abzugleichen. Das Mausmodell gehért zu den Standards in der praklinischen ALS
Forschung und st bereits intensiv charakterisiert, weshalb die Daten der
Charakterisierungsstudie nur zum Teil in die Publikation ,A novel anti-inflammatory D-
peptide inhibits disease phenotype progression in an ALS mouse model“ (Kapitel 3.1)
integriert wurden und deshalb nachfolgend alle erhobenen Daten zusammengefasst sind.
Als Kontrollgruppe wurden nicht-transgene (ntg) Geschwistertiere untersucht. Nach der
Etablierung des SOD1*G93A Mausmodells in unserer Forschungseinrichtung und
spezifischer Anpassungen der Verhaltenstests, sowie der Versuchszeitrdume wurden drei
verschiedene Therapiestudien durchgefihrt. Aufgrund einer Fehllieferung des
Peptidherstellers wurde den Mausen in der dritten Therapiestudie (Uberlebensstudie) die
L-Form des Peptids appliziert, anstelle der D-Form wie in den vorherigen Studien.
Nachfolgend werden die zwei Peptide unterschieden durch die folgenden Bezeichnungen:
1.) RD2RD2, d.h. die D-enantiomere Form des Peptids wurde verwendet und 2.) L-
RD2RD2, d.h. die L-enantiomere Form des Peptids wurde verwendet. Die Daten der ersten
beiden Therapiestudien wurden zur Publikation eingereicht, wahrend die Ergebnisse der
dritten Therapiestudie nachfolgend zusammengefasst sind. Alle Versuche wurden nach
dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG §§ 7-9) und mit Genehmigung der ortlichen
Behorde (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV), Nordrhein-
Westfalen, Deutschland; Aktenzeichen AZ 84-02.04.2015.A106 und AZ 84-
02.04.2014.A423) durchgeflihrt.

4.1.2 Studienplan und Verhaltensanalysen

In allen durchgefuhrten Studien dieser Arbeit wurden weibliche Mause verwendet. Fir das
SOD1*G93A Mausmodell ist bekannt, dass transgene SOD1*G93A Weibchen weniger
Nachwuchs in Verpaarungen mit nicht-transgenen (Wildtyp) Mannchen erzeugen im
Gegensatz verpaarter transgener SOD1*G93A Mannchen mit nicht-transgenen (Wildtyp)
Weibchen (Leitner et al., 2009), weshalb die transgenen Bdcke fir die Zucht eingesetzt

wurden. Fir den Zuchtbeginn wurden transgene SOD1*G93A Mannchen von der Firma

82



The Jackson Laboratory (JAX; B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J, #004435, Bar Harbor, USA)
und C57BL/6J Weibchen von der Firma Charles River Laboratories (C57BL/6J (JAX
Mausstamm), Nummer 632, Sulzfeld, Deutschland) geordert. Der SOD1*G93A spezifische
Phanotyp wurde in einer ersten Studie in verschiedenen Verhaltensanalysen charakterisiert
(Abb. 2 a). In einem zweiwdchigen Intervall wurden transgene SOD1*G93A Mause (tg
n = 14) und nicht-transgene Geschwistertiere (ntg n = 14) in verschiedenen Verhaltenstests
untersucht. Die Mause waren zu Beginn der Charakterisierungsstudie vier Wochen alt und
der Versuchszeitraum betrug 16 Wochen. Im Alter von 10 und 20 Wochen wurde bei der
Halfte der Tiere eine Magnetresonanztomographie (MRT) des Zwillingswadenmuskels
(latein. Musculus (M.) gastrocnemius) durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Tiere per
zervikalen Dislokation getétet und fir die Organentnahme vorbereitet. Durch die
Organentnahme reduzierten sich die Versuchsgruppen der SOD1*G93A Mause und nicht-
transgenen Geschwistertiere auf je n = 7 fur den weiteren Versuchszeitraum. Bei

Versuchsende waren alle Mause 20 Wochen alt.

Nach zwei erfolgreichen praventiven Studien (Kapitel 3) wurde eine dritte (kurative)
Therapiestudie durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den ersten beiden Studien wurden die Tiere
ab einem Zeitpunkt behandelt, an dem sich die ersten klinischen Defizite in den motorischen
Tests einstellten (Abb. 2 b). Es wurde die kurative Wirkung von RD2RD2 untersucht, d.h.
es wurde die Frage gestellt, ob die Behandlung nach Ausbruch der Symptomatik ebenso
erfolgreich ist wie die Behandlung mit RD2RD2 vor Ausbruch der Symptomatik (praventiv).
Der Beginn des Behandlungszeitraum wurde auf der Grundlage der ermittelten Daten der
unbehandelten SOD1*G93A Mause (Placebo) der vorherigen drei Studien definiert. Daher
betrug das Durchschnittsalter bei Behandlungsbeginn 10 Wochen + 4 Tage. In der kurativen
Therapiestudie wurden SOD1*G93A Mause taglich oral (p.o.) mit 50 mg/kg L-RD2RD2 oder
Placebo (Trinkwasser) behandelt, die in speziell angefertigten Gelatinedrops formuliert
wurden (Schemmert et al., 2019b). Die RD2RD2-Menge in den Gelatinedrops wurde auf
der Grundlage der wdchentlich ermittelten durchschnittlichen Kérpergewichte der Mause
berechnet und angepasst. Die kurative p.o. Therapiestudie wurde in vier experimentelle
Gruppen unterteilt, bestehend aus je zwei Versuchsgruppen an transgenen SOD1*G93A
Mausen (RD2RD2 n = 14 und Placebo n = 14) und zwei Versuchsgruppen nicht-transgener
Geschwistertiere, die oral mit einer gleichen Dosis L-RD2RD2 wie die transgenen
SOD1*G93A Geschwistertiere behandelt wurden, um Nebenwirkungen des Peptids auf
gesunde Mause auszuschlieRen (Kontrollgruppen: ntg RD2D2 n = 8 und ntg n = 8). Eine
Woche vor Behandlungsbeginn wurden alle Tiere in den unten aufgefuhrten

Verhaltenstests untersucht.
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Die Behandlung der transgenen SOD1*G93A Mause in der kurativen Therapiestudie wurde
bis zum Erreichen definierter Abbruchkriterien durchgefuhrt (abnormale Koérperhaltung,
absolute Abwesenheit des Spreizreflexes und schwere Lahmung der Hintergliedmalen,
mehr als 10 % Gewichtsverlust Uber 48 h oder Verlust des Aufrichtreflexes innerhalb von
10 s), analog dem durch das LANUV genehmigten Beurteilungsbogen (Scoresheet). Eine
Woche nachdem das letzte transgene Tier die Abbruchkriterien erreicht hatte, wurde die

Behandlung der nicht-transgenen Gruppe beendet.

Zur Charakterisierung des SOD1*G93A spezifischen Phanotyps bzw. des
Behandlungseffekts wurden verschiedene Verhaltensanalysen in regelmaRigen Abstanden
durchgefuhrt (Offenfeldtest, SHIRPA (engl. SmithKline, Harwell, Imperial College, Royal
London Hospital, phenotype assessment)-Test, modifizierter Stabtest, Greifstarketest und
Spreizreflextest der Hinterbeine, Rotarod-Test) (Rogers et al., 1997, Rogers et al., 2001).
Die erste Studie umfasste mit der modifizierten Ganganalyse einen zusatzlichen
Verhaltenstest. In beiden Studien wurde jeder Verhaltenstest zu Beginn durchgefihrt
(Basismessungen). Die stratifizierte Randomisierung der transgenen Mause in zwei
gleichstarke Gruppen wurde auf Grundlage der folgenden Kriterien durchgefiihrt: delta-C;
(AC; engl. threshold cycle )-Wert aus der quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR; engl. real-
time quantitative polymerase chain reaction) (Kapitel 4.1.4) (Ohgomori et al., 2017) und den

ermittelten Ergebnissen des SHIRPA- und Stabtests vor Behandlungsbeginn.

Alle Tests wurden zur gleichen Tageszeit durchgefihrt, und vor jedem Test wurden alle
Mause 30 min in Einzelkafigen habituiert. Die Verhaltensanalysen (Offenfeldtest und
SHIRPA-Test) sowie die modifizierte Ganganalyse wurden je Versuchstag einmal
durchgefuhrt, wahrend die motorischen Tests (modifizierter Stabtest, Greifstarketest,
Spreiztest der Hinterbeine und Rotarod) je Versuchstag dreimal durchgefihrt wurden,
sofern nicht anders beschrieben. Die Mause wurden taglich auf das Fortschreiten der
Krankheit beobachtet. Am Ende der Studien wurden Gewebeproben von allen Tieren
genommen. Nach Erreichen der Abbruchkriterien in der kurativen Therapiestudie wurde

eine Herzpunktion zur Gewinnung von Blutproben durchgefihrt.
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Charakterisierungs- und kurativen Therapiestudie.

In einer ersten Studie wurde der spezifische Phanotyp der SOD1*G93A Mause in verschiedenen
Verhaltensanalysen (Offenfeldtest, SHIRPA-Test, modifizierter Stabtest, Greifstarketest,
Spreizreflextest der Hinterbeine, Rotarod-Test und Ganganalyse) charakterisiert (a). Nicht-
transgene Geschwistertiere dienten als Kontrollgruppe. Zusatzlich zu den Verhaltens- und
Motortests wurden die Tiere im Alter von 10 und 20 Wochen in einem Kleintier-MRT untersucht.
Weiterhin wurden Gewebeproben fir histologische Untersuchungen entnommen. In der kurativen
Therapiestudie wurden nicht-transgene und transgene Mause ab dem Alter von 10 Wochen mit
Placebo oder RD2RD2 oral behandelt (b). Im Zeitraum von 13 Wochen wurden alle Tiere in
verschiedenen Verhaltenstests untersucht. Die wdchentlich durchgefihrten Verhaltensanalysen
(SHIRPA-Test, modifizierter Stabtest, Greifstarketest, Spreizreflextest der Hinterbeine) wurden zu
bestimmten Zeitpunkten mit dem Rotarod-Test und Offenfeldtest erganzt. Die Behandlung wurde bis
zum Erreichen definierter Abbruchkriterien durchgefiihrt (abnormale Korperhaltung, absolute
Abwesenheit des Spreizreflexes und schwere Lahmung der HintergliedmalRen, mehr als 10 %
Gewichtsverlust Gber 48 h oder Verlust des Aufrichtreflexes innerhalb von 10 s). Nachdem Erreichen
der Abbruchkriterien schied das jeweilige Tier aus dem Versuch aus und Blut- und Gewebeproben

wurden fUr weitere Untersuchungen enthommen. Quelle: J. Post-Schulz
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Offenfeldtest

Der Offenfeldtest (OFT) ist ein standardisierter Verhaltenstest zur Untersuchung des
naturlichen Erkundungsverhaltens von Mausen (Gould et al., 2009, Hayworth and
Gonzalez-Lima, 2009). In ihrer nativen Umgebung meiden Mause zum Schutz vor
Fressfeinden offene Flachen ohne Rickzugsmaglichkeiten. Wird eine gesunde Maus in die
Test-Arena gesetzt, treibt der naturliche Instinkt des Tieres es einerseits an die Umgebung
zu erkunden, wahrend andererseits die Angst vor dem Unbekannten und moglicher
Gefahren besteht. Zeitgleich zur Analyse des angstassoziierten Verhaltens, kdnnen weitere
Parameter, wie z.B. die zurtuckgelegte Distanz, die lokomotorische Aktivitat untersucht
werden. Gesunde Tiere verbringen eine gewisse Zeitspanne im Zentrum der Test-Arena
und laufen zwischen den beiden Bereichen hin und her im Gegensatz zu motorisch
beeintrachtigten Tieren. Fur die Durchfihrung des OFT wurde die Test-Arena (44 cm X
44 cm x 30 cm) imaginar in zwei gleiche Bereiche unterteilt: Rand- und Zentrumsbereich
(Abb. 3).

Randbereich

N
> Zentrum
3

wa b
yaieiagpuey
yaiesagpuey

2Zcm

Randbereich
44 cm

Abb. 3 Der Offenfeld und die schematische Darstellung der analysierten Bereiche in der Test-
Arena.

Uber dem Offenfeldtest befindet sich eine Kamera, die die Aktivitat und das Laufverhalten der Mause
aufzeichnet und an einen mit der Kamera verbundenen Computer tbermittelt. Zeitgleich kénnen bis

zu vier Tiere im Offenfeld getestet werden. Die Messzeit betrug 30 min. Quelle: J. Post-Schulz

Die Mause durften die Arena 30 Minuten lang erkunden. Die Bewegungen der Mause
wurden mit einer Uber der Test-Arena angebrachten Videokamera aufgezeichnet und mit
der Software Ethovision XT11 (Noldus, Niederlande) aufgenommen. Analysiert wurde die
Distanz (cm), die die Tiere wahrend des Experiments zurlicklegten, die Laufgeschwindigkeit
(cm/s) und die explorative Zeit (s), die sich die Tiere in beiden Bereichen aufhielten. Nach

Ablauf der Testzeit beendete die Software automatisch die Aufnahme und die Mause
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wurden zurtick in den Kafig gesetzt. Die Test-Arena wurde nach jedem Durchlauf sorgfaltig

gesaubert, bevor die nachsten Tiere getestet wurden.

Korpergewicht und SHRIPA-Test

Das Gewicht der Tiere wurde mindestens dreimal pro Woche ab dem Alter von vier Wochen
(Beginn der Charakterisierungsstudie) bzw. ab Woche neun (Therapiestudie)
aufgezeichnet. Das Wiegen wurde immer zwischen 7 und 8 Uhr morgens durchgefiihrt, um
tageszeitliche Schwankungen zu vermeiden. Zur primaren Bewertung des Phanotyps der
Tiere wurde der SHIRPA (engl. SmithKline, Harwell, Imperial College, Royal London
Hospital, phenotype assessment)-Test verwendet (Rogers et al., 1997, Rogers et al., 2001).
Die Mause wurden einzeln in einer Arena von 42,5 cm x 18,0 cm x 26,5 cm (L x H x B)
getestet und begutachtet (Abb. 4).

\

Abb. 4 SHIRPA-Test.

Im SHIRPA-Test wird primar das Verhalten, die Motorik und die Reflexe der Mause in verschiedenen
Untertests evaluiert. Zeitgleich kdnnen zwei Tiere getestet werden. Daflr wurden die Mause einzeln
in je eine Arena gesetzt und begutachtet. Nach jedem Versuchsdurchlauf wurden die Arenen

gesaubert. Quelle: J. Post-Schulz

Der SHIRPA-Test besteht aus einer Batterie von Untertests, die vom Experimentator
bewertet und zu einem individuellen SHIRPA-Score zusammengefasst wurden
(1. Verhaltensparameter: Unruhe, Wachsamkeit, Schreckreaktion, Bertihrungsreaktion der
Ohren, Lidschlussreflex, Schmerzreflex, Pflege und Apathie und 2. motorische Parameter:
Kérperhaltung, Gangart, Stellreflex, Greif- und Streckreflex, Fahigkeit eines Klimmzuges,
Tremor der HintergliedmalRen). Alle Untertests wurden zusammen und zusatzlich separat
nach den Parametern Verhalten und Motorik analysiert. In den letzten sieben erwahnten
Untertests wurden die motorischen Fahigkeiten der Mause untersucht, wahrend die davor

genannten Untertests sich auf den Parameter Verhalten der Tiere bezogen. Jedes Tier
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wurde pro Untertest mit O bis 3 Punkten bewertet. Die Punktzahl wurde von 0 (&hnlich wie
ntg Geschwistertiere) bis 3 (extrem abnormal im Vergleich zu ntg Geschwistertiere)

definiert. Alle Bewertungen pro Maus und Gruppe wurden summiert und analysiert.

Modifizierter Stabtest

In dieser Arbeit wurde eine modifizierte Version des Standard-Stabtests verwendet (Ogawa
et al., 1985, Abramow-Newerly et al., 2006, Dunkelmann et al., 2018), um frihe
Veranderungen in der Motorik der SOD1*G93A Mause zu detektieren. Die folgenden
Modifikationen wurden vorgenommen: Die Mause wurden mit dem Kopf nach unten (statt
nach oben) am oberen Ende einer vertikalen Stange (Hohe 50 cm, Durchmesser 1,2 cm,
angeraute Oberflache) platziert (Abb. 5 a). Der Fuld der Apparatur wurde vorab in einer
Arena der GroRRe 19,5 cm x 55 cm x 33 cm (H x B x T) platziert und der Boden des Stabes

wurde 5 cm hoch mit Streumaterial bedeckt.

Abb. 5 Modifizierter Stabtest.

Die Tiere wurden an ihrem Schwanz hochgehoben und kopfiiber an das obere Ende des 50 cm
langen Stabes gefiihrt. Sobald das Tier mit allen vier Pfoten sicher die angeraute Stange griff, wurde
es am Schwanz losgelassen. Die Bewertung des Laufverhaltens startet ab dem Loslassen des

Mausschwanzes und wurde mit 1 bis 3 Punkten je nach Lauf bewertet. Quelle: J. Post-Schulz

Sobald die Maus die Stange mit allen vier Pfoten umgriff, lief das Tier den Stab entlang
nach unten zum Streumaterial (Abb. 5 a - f). Pro Maus gab es insgesamt drei Durchlaufe
im Abstand von 15 min. Jeder Lauf wurde mit O bis 3 Punkten (Pkt) bewertet (0 Pkt.:
kontinuierlicher, normaler Lauf, 1 Pkt.: Kombination von normalen Laufen mit teilweisem
Rutschen oder Fallen; 2 Pkt.: kontinuierliches runterrutschen und 3 Pkt.: direktes
runterfallen des Tieres). Zur Analyse wurde die Summe der Punkte pro Durchlauf

verwendet.
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Spreizreflextest der Hinterbeine

Eine weitere Methode zur Untersuchung motorischer Defizite ist der Spreizreflextest
(Leitner et al., 2009, Deitch et al., 2014). Im Verlauf der Krankheit kommt es zur Zerstérung
der Motorneurone im zentralen Nervensystem, was u.a. zu einer Muskelatrophie bis hin zur
vollstandigen Parese der Hinterbeine fuhrt. Beim Spreiztest der Hinterbeine wurden die
Mause am Schwanz gepackt, aus dem Kafig hochgehoben und die Spreizung der
Hintergliedmafen wurde beurteilt (Abb. 6). Eine gesunde Spreizung der Hintergliedmalden,
wie sie bei nicht-transgenen Mausen beobachtet wurde, erhielt einen Score von 0 Punkten
(Abb. 6 a und b). Die ,schwache Spreizung" einer Hintergliedmalle wurde mit einem Score
von 1 Punkt bewertet und mit 2 Punkten die ,schwache Spreizung“ beider Hinterbeine (Abb.
6 c). Der vollstandige Verlust der Spreizung beider HintergliedmalRen wurde mit einem
Score von 3 Punkten bewertet (Abb. 6 d). Dieses Verfahren wurde dreimal durchgefiihrt,

und die Summe aller drei Scorebewertungen wurde fir die Analyse verwendet.

Abb. 6 Spreizreflextest der Hinterbeine.

Fir die Beurteilung des Spreizreflexes wurden die Mause vorsichtig am Schwanz hochgehoben und
einige Zentimeter Giber den Streuboden in der Luft gehalten. ntg: nicht-transgen, tg: transgen. Quelle:
J. Post-Schulz

Greifstarketest

Im Greifstarketest wird die maximale Greifstarke der Vorderpfoten und/oder Hinterpfoten
gemessen, die die Tiere einsetzen, um sich an einem Zugsystem festzuhalten
(Greifstarkemeter, Ugo Basile, VA, ltalien) (Zheng et al., 2004, Lee et al., 2017). In der
Charakterisierungsstudie wurde die Greifstarke der Vorderpfoten gemessen. Fir die
Therapiestudien wurde zusatzlich mit Hilfe eines Greifgitters die Greifstarke der

Hinterpfoten gemessen (Abb. 7). Der Testablauf war bei beiden Messungen gleich. Der
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Habituierungskafig wurde neben dem Greifstarkegerat platziert, um die Strecke zwischen
Kafig und Gerat zu minimieren. Das Tier wurde an seinem Schwanz aus dem Kafig gehoben
und zu dem Zugsystem des Gerats gefuhrt, nach dem das Tier instinktiv greift. Danach
wurde das Tier auf die horizontale Ebene gebracht und in einer schnellen, gleichmaRigen
Bewegung von dem Zugsystem fortbewegt. Die maximale Greifstarke der Vorder- bzw.
Hinterpfoten wurde Uber einen Signalverstarker innerhalb des Gerates gemessen,
digitalisiert und nachtraglich in die Einheit Newton umgerechnet. Zwischen den Messungen

hatten die Tiere jeweils 15 Minuten Zeit zur Erholung.

Abb. 7 Versuchsaufbau zum Messen der Greifstéarke.

Mithilfe des Greifstarkemeters wird die neuromuskuldre Kraft der Mause in den Extremitaten
gemessen. Die Maus greift beim Zurlckziehen reflexartig nach dem Greifgitter. Wenn die nach
hinten ziehende Kraft die Muskelkraft der Maus Ubersteigt, lasst das Tier das Gitter los. Die
eingesetzte Kraft wird Uiber einen Signalverstarker an das Greifstarkemeter Ubertragen und kann auf
der Digitalanzeige abgelesen werden. In der Abbildung ist exemplarische der Aufbau zur Messung

der Muskelkraft in den Hinterbeinen der Mause gezeigt. Quelle: J. Post-Schulz

Rotarod-Test

Zur Beurteilung der motorischen Koordination und des Gleichgewichts der Tiere wurde der
Rotarod-Test durchgefuhrt (Mead et al., 2011). Die Tiere liefen auf einem rotierenden Stab
(Rotarod; engl. rotating rod) mit einer kontinuierlichen Beschleunigung (Abb. 8). Es wurde
die Zeit gemessen, die sich jede einzelne Maus auf dem rotierenden Stab hielt (Latenzzeit).
Die Zeit wurde gestoppt sobald das Tier herunterfiel oder Ermidungserscheinungen des
Tieres sichtbar wurden, z.B. die Rotation des Tieres mit dem Stab aufgrund des Festhaltens

mit den Vorderpfoten, Springen oder seitliches hin- und her laufen zwischen den
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Trennwanden. Mit der verwendeten Apparatur der Firma Ugo Basile (Gemonio VA, ltalien)
wurden simultan 5 Tiere getestet. Vor der ersten Testung wurden die Mause an drei
aufeinanderfolgenden Tagen darauf trainiert, mindestens 60 s, 120 s und 180 s bei einer
konstanten Geschwindigkeit von 10 Umdrehungen pro Minute (upm) in einer Blickrichtung
auf dem rotierenden Stab zu laufen. Erfullte ein Tier diese Kriterien nicht, wurde es aus dem
Versuch genommen. Am vierten Tag wurden die Tiere zum ersten Mal im Rotarod-Versuch
getestet. Ein Versuchstag bestand aus zwei Testsitzungen. Je eine Sitzung fand am
Vormittag und Nachmittag statt, welche in drei Durchlaufen von je 5 min und in einem
Abstand von je 30 min unterteilt waren. Zwischen den Sitzungen hatten die Tiere eine
dreistiindige Erholungsphase im eignen Kafig. Wahrend der 5-minltigen Testung stieg die
Rotationsgeschwindigkeit kontinuierlich von 4 upm auf 40 upm an. Die minimale
Zeitspanne, die ein Tier auf dem Rotarod laufen musste fur die Aufzeichnung der Rotarod-
Aktivitat, lag bei 5 s. War dies dem Tier aufgrund seiner motorischen Defizite nicht mdglich,
wurde der Durchlauf mit 0 s bewertet. Die gemessene Latenzzeit jedes Durchlaufs pro
Maus wurde zur Analyse der motorischen Leistung verwendet, wobei die maximale Zeit
300 s betrug.

Abb. 8 Rotarod-Test.

Im Rotarod-Test wird die motorische Koordination getestet. Die Mause werden auf einen Stab
gesetzt, der mit Versuchsstart beginnt zu rotieren. Mit der Zeit (max. 300 s) nimmt die Rotation von
4 upm auf 40 upm zu. Wenn ein Tier herunterfallt, 16st es die Kontaktplatte aus und die Zeit flir das
Tier wird gestoppt. Auf der Digitalanzeige kann die Latenzzeit in s abgelesen werden. Zeitgleich
kénnen funf Mause getestet werden. Bevor der nachste Versuchsdurchlauf mit neuen Tieren startet,

wird das Gerat gesaubert. Quelle: J. Post-Schulz
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Ganganalyse im FuBabdrucktest

Diese Analyse der Gangart im sogenannten Fufabdrucktest dient der Kontrolle der
motorischen Fahigkeiten der Tiere. Dazu wurden die Vorder- und Hinterpfoten der Mause
mit verschiedenfarbiger, ungiftiger und wasserldslicher Farbe (Fingermalfarben, Eberhard
Faber, Stein, Deutschland), markiert (Vorderpfoten: rot und Hinterpfoten: schwarz). Die
Mause wurden am Schwanz vom Boden hochgehoben und griffen intuitiv nach zwei mit
Farbe versetzten Wattestabchen, wodurch sich die Farbe an den Pfoten verteilte. Danach
wurden die Tiere vor einen 25 cm langen und 10 cm breiten Tunnel gesetzt, dessen Boden
mit einem DIN A4 Blatt Papier ausgelegt war (Abb. 9 a). Der Tunnel fuhrte in eine dunkle
Box in der ein Lockmittel (Kellogg‘s Fruit Loops) zur Belohnung platziert war. Die beim
Durchqueren des Tunnels hinterlassenen Farbabdriicke wurden nach Jaworski et al. (2006)
analysiert (Jaworski et al., 2006) (Abb. 9 b). Folgende Parameter wurden untersucht: 1. die
Schrittlange, d.h. der mittlere Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden Abdriicken der
linken bzw. der rechten Vorder- zur Hinterpfote, 2. die Zwischenschrittlange, d.h. der
diagonale Abstand zwischen der linken und rechten Vorder- bzw. Hinterpfote, 3. die
Gangbasis, d.h. Abstand zwischen der Vorder- und Hinterpfote der linken und rechten
Korperseite, was Aufschluss Uber Veranderungen des Gangbildes gibt und 4. die
Schrittanzahl, d.h. gesamte Anzahl der Schritte die bendtigt wurden bis zum Ende der
Teststrecke. Fur eine einheitliche Auswertung wurden die ersten 5 cm der gelaufenen
Strecke nicht in der Analyse bertcksichtigt, da einige Tiere nach dem Absetzen mit
schnellem Fortlaufen oder einem Sprung reagierten. Die analysierte Laufstrecke betrug

insgesamt 20 cm.
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Abb. 9 FuBabdrucktest zur Analyse der Gangart.

Die obere Abbildung zeigt den Versuchsaufbau und die verwendeten Materialien (Abb. 9 a). Die
Maus lauft mit farbig markierten Pfoten (Vorderpfoten: rot und Hinterpfoten: schwarz) durch einen 25
cm langen Tunnel Uber das Blatt Papier. Die beim Laufen entstandenen Pfotenabdriicke werden
verwendet, um die Schrittiange der Vorder- und Hinterpfoten, die Zwischenschrittiange von den
Vorder- bzw. Hinterpfoten der linken und rechten Korperhalfte, die Gangbasis und die Schrittanzahl
zu analysieren. Die untere Abbildung zeigt eine exemplarische Auswertung (Abb. 9 b). Quelle:
J. Post-Schulz

Analyse des Krankheitsbeginns und des Uberlebens

Um den Krankheitsverlauf der SOD1*G93A Mause zu uberwachen, wurden alle Tiere
taglich auf Anzeichen von motorischen Defiziten untersucht. Der Krankheitsbeginn wurde
nach Mead et al. (Mead et al., 2011) bestimmt, wenn die folgenden Kriterien erflllt waren:
"Zeitpunkt, an dem die Defekte in der Spreizung der Hintergliedmafien und ein verstarkter
Tremor mit einem Score von mindestens 1 Punkt in jeder Kategorie beobachtet wurden”. In
der kurativen Therapiestudie wurde zudem eine Uberlebenszeitanalyse der SOD1*G93A
Mause durchgefihrt. Die transgenen SOD1*G93A Mausen wurden bis zum Erreichen
definierter Abbruchkriterien behandelt (abnormale Koérperhaltung, absolute Abwesenheit
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des Spreizreflexes und schwere Lahmung der Hintergliedmalen, mehr als 10 %
Gewichtsverlust Uber 48 h oder Verlust des Aufrichtreflexes innerhalb von 10 s), analog
dem durch das LANUV genehmigten Beurteilungsbogen (Scoresheet). Die Behandlung der
nicht-transgenen Gruppen wurde eine Woche langer fortgesetzt als das letzte transgene
Tier lebte.

Magnetresonanztomographie des M. gastrocnemius

Der Zwillingswadenmuskel (latein. M. gastrocnemius) ist ein Skelettmuskel der
Unterschenkelmuskulatur, der der Wade die typische Form gibt und fiir die Flexion des
Knie- und oberem Sprunggelenks verantwortlich ist (Mohan et al., 2014). Wahrend des
Krankheitsverlaufes werden die motorischen Nervenbahnen geschadigt, spinale
Motoneuronen erleiden den Zelltod und Muskelfasern denervieren. Die Folge ist die
Atrophie der Hinterbeinmuskulatur, wodurch sich das Volumen der Muskeln reduziert
(Mohaijeri et al., 1998, Bruijn et al., 2004, Nijssen et al., 2017).

Zur Darstellung des M. gastrocnemius und dem Nachweis des Muskelabbaus im Zuge des
Krankheitsverlaufes wurde eine  Magnetresonanztomographie  (MRT)-Messung
durchgefthrt. Im Alter von 10 Wochen wurde das Muskelvolumen des M. gastrocnemius
mit einer T1-gewichteten MRT-Messung von transgenen und nicht-transgenen Mausen
bestimmt. Die Messung wurde am Institut fir Neurowissenschaften und Medizin in der
Abteilung Physik der Medizinischen Bildgebung (INM-4) zusammen mit Dr. Philip Lohmann
durchgefluhrt. Fir die Messungen wurde ein 9,4 Tesla Kleintier-MRT verwendet, dass mit
einer Siemens-Konsole (Erlangen, Deutschland) ausgestattet. Die installierte
Gradientenspule (Varian Inc., Palo Alto, CA, US) erlaubte eine maximale Gradientenstarke
von 600 mT/m pro Achse. Das Protokoll umfasste die folgende Sequenz mit einer
Schichtdicke von 1,5 mm (Spin-Gitter Relaxtionszeit (T1), Voxel res. 0,46875 mm,
0,46875 mm. 1,5 mm, Field of View (FOV) 256 x 256 mm, Repetititonszeit (TR) 2190 ms,
Echozeit (TE) 25 ms, Flipwinkel 180°). Die Tiere wurden mittels Inhalationsnarkose mit
1,5 % bis 3 % Isofluran betaubt. Die MRT-Messung dauerte 30 min bis 60 min. Fir eine
prazise Aufnahme des Muskels wurden die Tiere wahrend der Messung auf die linke
Korperseite gelegt und der rechte FulR wurde am Schwanz der Maus fixiert. Letzteres wurde
zur Verhinderung von Bewegungen des Tieres in der Narkose gemacht, da Bewegungen
wahrend einer MRT-Messung zu nicht verwertbaren (verwackelten) Aufnahmen fuhren. In
der ersten Messung (mit 10 Wochen) wurde der M. gastrocnemius aller 28 Tiere (ntg = 14
und tg = 14) vermessen. Danach wurde die Halfte der Tiere (tg und ntg je n = 7) durch
zervikale Dislokation getétet und der M. gastrocnemius enthommen. Insgesamt wurden
axial 40 Schnittbilder durch den M. gastrocnemius mit der Software PMOD (PMOD

94



Technologies LLC, Zurich, Schweiz) angefertigt. Die Analyse der Daten wurden mit dem
Programm Imaged, Version 1.48 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
durchgefuhrt (Schneider et al., 2012). Die geplante zweite Messung im Alter von 20 Wochen

konnte wegen eines Betriebsausfalls des MRT nicht durchgefuhrt werden.
4.1.3 Peptid

In  der letzten Therapiestudie wurde das L-Peptid RD2RD2 (Sequenz:
PTLHTHNRRRRRPTLHTHNRRRRR, Molekulargewicht 3,18 kDa) verwendet. L-RD2RD2
besteht aus 24 L-enantiomeren Aminosaureresten mit einem amidierten C-Terminus und

wurde von der Firma CBL Patras (Patras, Griechenland) synthetisiert.

4.1.4 Genotypisierung

Der Genotyp aller Mause wurde in einer quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR; engl. real-
time quantitative polymerase chain reaction) bestimmt. Spezifische Primer mit fluoreszenz-
markierten Sonden wurden verwendet, um die DNA Proben auf das Vorhandensein und die
Anzahl der Genkopien der humanen SOD1*G93A Mutation in den Mausen zu untersuchen.
Alexander et al. (2004) zeigten, dass die Anzahl der Genkopien der humanen SOD1*G93A
Mutation einen Einfluss auf die Krankheitsprogression der SOD1*G93A Mause hat
(Alexander et al., 2004). Ein relatives Mal} zur Bestimmung der Anzahl an Genkopien eines
Transgens ist der delta-C; (AC; engl. threshold cycle)-Wert, indem der Unterschied im
Schwellenwert (AC:) zwischen dem Transgen und einem Referenzgen in der gqRT-PCR
bestimmt wird, wie z.B. fir das humane Transgen SOD1*G93A in der Maus (Alexander et
al., 2004). Der AC: wurde fur die stratifizierte Randomisierung der transgenen Mause in

zwei gleichstarke Behandlungsgruppen verwendet (Kapitel 4.1.2).

Die Isolierung und Aufreinigung der DNA wurde gemaf den Herstellerangaben des my-
Budget DNA Mini Kits (Bio-Budget Technologies, Krefeld, Deutschland) durchgefihrt. Es
wurden DNA Proben von Ohrmarkierungen verwendet, die von den Mitarbeitern der

zentralen Tierhaltung zur Verfligung gestellt wurden.

Der bendtigte Reaktionsansatz fur die gqRT-PCR wurde nach der Angabe der Firma The
Jackson Laboratory hergestellt (JAX, stock #004435, Protocol 30009, Version 5.0). Die
erforderlichen Primer wurden von der Firma BioTez Berlin-Buch (Biochemisches-
Technologisches Zentrum, Berlin, Deutschland) synthetisiert (Tab. 3) und zu einem
gebrauchsfertigen Mastermix (Kapa Probe Fast qPCR, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) pipettiert. Das murine Apolipoprotein B wurde in der gRT-PCR als interne
Kontrolle eingesetzt (Liu et al., 2003).
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Tab. 3 Sequenzen verwendeter Primer fiir die qRT-PCR.
6-FAM: 6-Carboxyfluorescein, HEX: Hexachlorofluorescein, BHQ: Black Hole Quencher

Primer Sequenz (5°—» 3’)

hSOD1 Transgen forward GGG AAGCTGTTG TCC CAAG

hSOD1 Transgen reverse CAA GGG GAG GTA AAA GAG AGC

[Fluorophor]-hSOD1 [6-FAM]-CTG CAT CTG GTT CTT GCA AAA CAC CA-[BHQ-1]

Transgen-[Quencher]

Interne Kontrolle forward CAC GTG GGC TCC AGC ATT

Interne Kontrolle reverse TCACCAGTCATTTCTGCCTTITG

[Fluorophor]-Interne Kontrolle- | [HEX]-CCA ATG GTC GGG CAC TGC TCA A-[BHQ-2]

[Quencher]

Der finale Reaktionsansatz zur Analyse einer DNA Probe bestand aus 7 uL der Primer-
Mastermix-Losung und 5 uL der aufgereinigten DNA (12 uL Gesamtvolumen pro Reaktion).
Fir jede zu untersuchende Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Der
Reaktionsansatz wurde in den Thermocycler CFX96 RealTime System C1000 (Bio-Rad
Laboratories, Feldkirchen, Deutschland) gegeben und das entsprechende Programm
gestartet (Tab. 4).

Tab. 4 Programm der SOD1 qRT-PCR.
Die Reihenfolge der einzelnen Reaktionsschritte mit Beriicksichtigung der Temperatur und Dauer

jedes Reaktionsschrittes.

PCR-Schritt Temperatur Dauer Zykluszahl
Initiale DNA-Denaturierung 95 °C 300 s 1x
Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 65 °C 30s 35 x
Extension 72°C 45 s

Finale Amplifikation 72°C 180 s 1x
Abkiihlung 4°C 0

Anschlieend wurden die Daten mit dem Programm Bio-Rad CFX Manager (Version 3.1,
Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, Deutschland) ausgewertet. Die Ergebnisse von
.ransgen identifizierten Mausen wurden zur Quantifizierung des AC-Wertes
herangezogen und zusammen mit einer eingesetzten Referenzprobe ausgewertet
(Ohgomori et al., 2017).
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4.1.5 Plasma

Sobald die Abbruchkriterien erreicht wurden, kam es in der kurativen Therapiestudie zur
Entnahme der Blutproben per Herzpunktion. Die Blutproben wurden in ein EDTA-Ks
beschichtetes Rdéhrchen (Microvette 500, Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Deutschland)
Uberfiihrt und fiir 10 min bei 2000 g zentrifugiert. Der Uberstand (Plasma) wurde bei - 80
°C gelagert.

Die biochemische Analyse der Plasmaproben auf verschiedene Entzindungsmarker sollte
mit einem Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Mouse Cytokine Assay, 23-plex, Bio-Rad
Laboratories, Feldkirchen, Deutschland) analysiert werden wie in Post et al. (2021)
beschrieben (Kapitel 3.2). Nach der Feststellung, dass es sich bei der Testsubstanz um ein

L-Peptid handelte, wurde diese Analyse nicht durchgefihrt.
4.1.6 Organpraparation und Aufarbeitung des Gewebes

Am Ende der Studien bzw. nach der ersten MRT-Messung wurden die SOD1*G93A Mause
und ihre nicht-transgenen Geschwistertiere per zervikaler Dislokation getdtet. Zur
Verifizierung des vor den Studien ermittelten Genotyps wurde erneut eine Schwanzbiopsie
genommen und diese in einer gRT-PCR analysiert wie im Kapitel 4.1.4 beschrieben. Von
allen Mausen wurde das Gehirn und der rechte M. gastrocnemius entnommen. Das
Gewicht des M. gastrocnemius wurde nach der Entnahme mittels einer Feinwaage
gewogen. Alle Gewebeproben wurden fir die spatere Nutzung in Isopentan
schockgefrostet und bei -80°C weggefroren. Die Hirn- und Muskelproben aus der
Charakterisierungsstudie wurden zur Etablierung histologischer Farbemethoden verwendet
und mit einem Kryotom (Leica Biosystems Nussloch, Wetzlar, Deutschland) sagittal 20 um
bzw. transversal 12 um dick geschnitten. Daflir wurden die Organproben auf einem Halter
mit Gewebekleber fixiert und im Kryostaten befestigt. Die angefertigten Kryoschnitte wurden
auf einen Objekttrager aufgenommen, bei 37 °C auf einer Heizplatte getrocknet und
anschlielend bei - 80 °C gelagert. Am Ende der Therapiestudie wurde zusatzlich noch das
Ruckenmark entnommen. Fir die immunhistologische Analyse wurden 12 pm
Transversalschnitte des lumbalen Rickenmarks (L1-L5 Trakt) angefertigt nach demselben
Ablauf wie oben beschrieben. Die lumbale Region des Rickenmarks wurde wie zuvor
beschrieben identifiziert (Tadros et al., 2012, Hugnot, 2013).

4.1.7 Immunhistochemie

Die Gewebeproben von Hirn und Rickenmark der vier Behandlungsgruppen aus der

kurativen Therapiestudie wurden histologisch auf eine Gliose und Neurodegeneration
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untersucht wie im Manuskript Kapitel 3.1 beschrieben. Erganzend wurde die Anzahl an
cholinergen Neuronen in den Gewebeproben von Hirnschnitten der praventiven p.o.
Therapiestudie quantifiziert (Manuskript Kapitel 3.2). Die immunhistochemischen Analysen

wurden wie vorher beschrieben durchgefuhrt (Manuskripte Kapitel 3.1 und 3.2).
4.1.8 Statistische Auswertungen

Die statistische Analyse wurde mit den Programmen InVivoStat Version 3.5 (Clark et al.,
2012, Bate and Clark, 2014) und SigmaPlot Version 11 (Systat Software, Deutschland)
durchgefluihrt. Fur die grafische Darstellung der Daten wurde das Programm GraphPad
Prism Version 8 (GraphPad Software Inc., USA) verwendet. Die Normalverteilung der
Daten wurde je nach Programm entweder in einem ,Normality Probability Plot* (InVivoStat)
oder mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Normalitatstests analysiert (SigmaPlot). Zum Vergleich von
zwei Gruppen (Charakterisierungsstudie) mit normalverteilten Daten wurde der ungepaarte
t-Test genutzt. Im Fall von metrisch nicht normalverteilten Daten von zwei Gruppen wurde
der Mann-Whitney-Test angewendet. Der gepaarte t-Test wurde fur die Analyse
verbundener Stichproben verwendet, d.h. zum Vergleich der Ergebnisse innerhalb der

Versuchsgruppe bestehend aus denselben nicht-transgenen bzw. transgenen Mausen.

Die zweifaktorielle wiederholte Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieendem Fisher's
Least Significant Difference (LSD) Post-hoc-Test fur normalverteilte Daten wurde
angewandt, um die Unterschiede zwischen den Parametern der nicht-transgenen und
transgenen Gruppen Uber einen bestimmten Zeitraum zu bewerten (Therapiestudie). Post-
hoc-Tests vergleichen die Unterschiede zwischen den Mittelwerten verschiedener
Behandlungsgruppen, um signifikante Unterschiede zu differenzieren. Die Ergebnisse der
histochemischen Analyse (Quantifizierung) wurden mittels einer einfaktoriellen ANOVA mit
dem Fisher's LSD Post-hoc-Test analysiert. Die statistischen Analysen vom
Krankheitsbeginn und der Uberlebenszeit wurden mit dem Kaplan-Meier-Verfahren mit
Log-Rank-Test durchgefihrt. Der Log-Rank-Test untersucht, ob sich die Uberlebenszeit
mehrerer Gruppen unterscheidet. Die ermittelten Daten sind als Mittelwert + Standardfehler

(SEM) dargestellt. Ein p-Wert von = 0,05 wurde als nicht signifikant (ns) angesehen.
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4.2 Ergebnisse
4.2.1 Charakterisierung des transgenen SOD1*G93A Mausmodells

Die Etablierung der Mauslinie durch die phanotypische Charakterisierung des transgenen
SOD1*G93A Mausmodells war das erste Ziel dieser Arbeit. Zur Charakterisierung wurden
transgene SOD1*G93A Mause und nicht-transgene Geschwistertiere in regelmafigen
Abstanden (alle zwei Wochen) in verschiedenen Verhaltens- und motorischen Tests ab

einem Alter von vier Wochen untersucht.
4.2.1.1 Priméare Verhaltensanalysen

Offenfeldtest

Im Offenfeldtest wurde das Verhalten und die motorische Aktivitat der Tiere wahrend der
Progression des Phanotyps evaluiert. Im Rahmen der 30-mindtigen Testphase wurden die
Bewegungen der Tiere Uber eine Kamera aufgenommen und die Parameter
Geschwindigkeit (cm/s), zurlickgelegte Distanz (cm) und Explorationszeit (s) ausgewertet.
Die Analyse der Daten zeigte keinen Effekt des Genotyps auf die motorische Leistung
(Geschwindigkeit und Distanz) der transgenen SOD1*G93A Mause im Vergleich zur nicht-
transgenen Gruppe bis zu einem Alter von 18 Wochen. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede in der motorischen Leistung mit Ausnahme der gelaufenen Geschwindigkeit
in Testwoche 6 detektiert (Abb. 10 a, t-Test, t(26) = 2,098; ntg vs. tg p = 0,046). In der
letzten Testung im Alter von 20 Wochen liefen die nicht-transgenen Mause signifikant
schneller in der Arena umher und signifikant eine langere Distanz im Vergleich zu den
transgenen SOD1*G93A Geschwistertieren (Abb. 10 a, Geschwindigkeit, t-Test, t(12) =
4,186; ntg vs. tg p = 0,001 und Abb. 10 b, Distanz, t-Test, t(12) = 3,241; ntg vs. tg p = 0,007).
Die Explorationszeit ist als Zeit, die die Tiere in der inneren Zone (Zentrum) oder in der
aulleren Zone (Randbereich) verbrachten, definiert. An zwei Versuchstagen wurde ein
Unterschied in der Explorationszeit zwischen den beiden Versuchsgruppen detektiert. Im
Alter von 8 und 18 Wochen verbrachten die SOD1*G93A Mause signifikant mehr Zeit im
Randbereich als die nicht-transgenen Tiere (Abb. 10 ¢, Explorationszeit, t-Test, Woche 8:
t(26) = - 2,3; ntg vs. tg p = 0,030 und Woche 18: t(12) = - 2,637; ntg vs. tg p = 0,022).
Insgesamt wurde ein Anstieg der Explorationszeit im Randbereich von beiden
Versuchsgruppen Uber die Versuchsdauer von 16 Wochen beobachtet (Abb. 10 ¢, ntg
Woche 4: Zentrum = 269 s und Randbereich = 1531 s vs. ntg Woche 20: Zentrum = 155 s
und Randbereich = 1645 s; tg Woche 4: Zentrum = 264 s und Randbereich = 1536 s vs. tg
Woche 20: Zentrum = 152 s und Randbereich = 1648 s). Die nicht-transgenen Mause

hielten sich signifikant langer im Randbereich als im Zentrum der Arena im Vergleich der
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ersten und letzten Testung auf (t-Test, ntg Woche 4 vs. Woche 20: t(19) =-2,762; p = 0,012
und tg Woche 4 vs. Woche 20: t(19) = - 2,292; p = 0,034). Darlber hinaus zeigten die
transgenen SOD1*G93A Mause keine Auffalligkeiten im explorativen Verhalten (Abb. 10 c,

Explorationszeit).
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Abb. 10 Verhaltensanalyse des SOD1*G93A Mausmodells im Offenfeldtest.

Die Analyse der Geschwindigkeit (a) und der zuriickgelegten Distanz (b) zeigte nach 16 Wochen
Versuchsdauer einen Unterschied in der motorischen Aktivitat von transgenen SOD1*G93A Mausen
zu nicht-transgenen Geschwistertieren. Die Explorationszeit (c) von beiden Versuchsgruppen im
Zentrum bzw. Randbereich der Arena unterschied sich nicht, was darauf schlieRen lie}, dass es
keinen Genotypeffekt auf das Verhalten gab. Die gestrichelte Linie gibt die zeitliche Veranderung der
Anzahl pro Versuchsgruppen wieder (Versuchszeitpunkte 4 bis 10 Wochen: ntg und tg je n = 14 und
Versuchszeitpunkte 12 bis 20 Wochen: ntg und tg je n = 7). Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM.
Die statistische Analyse der Daten wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Sternchen (*) zeigen eine
Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und transgenen Versuchsgruppe; * p < 0,05. Ein p-Wert

von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant (ns) angesehen. ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Diese Daten lieRen die Schlussfolgerung zu, dass das Verhalten der transgenen
SOD1*Mause dem der nicht-transgenen Geschwistertiere entsprach, trotz zunehmender
motorischer Beeintrachtigung. Des Weiteren lielen die Daten zum explorativen Verhalten

der nicht-transgenen Versuchstiere darauf schlief3en, dass die hohe Testfrequenz dazu
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fuhrte, dass sich die Mause innerhalb der Versuchsdauer von 16 Wochen an die Testarena
gewdhnt hatten. Zusammenfassend konnte fir die Charakterisierung des transgenen
SOD1*G93A Phanotyps gezeigt werden, dass trotz einiger abweichender
Verhaltensweisen der SOD1*G93A Mause im Offenfeldtest, keine statistisch

entscheidenden Verhaltensanderungen mit der Progression der Krankheit impliziert sind.

Analyse des Korpergewichts und SHIRPA-Tests

Fur das SOD1*G93A Mausmodell ist bekannt, dass es wahrend der Krankheitsprogression
zur Reduzierung des Koérpergewichts kommt (Weydt et al., 2003, Apolloni et al., 2013,
Kreilaus et al., 2020). Ein weiteres Merkmal ist, dass es einen Gewichtsunterschied
zwischen gesunden, d.h. vor Ausbruch der ALS Symptomatik, adulten transgenen und
nicht-transgenen Tieren gibt, bei dem die transgenen Mause weniger als die nicht-
transgenen Geschwistertiere wiegen (Miana-Mena et al., 2005, Hayworth and Gonzalez-
Lima, 2009).

Beide Versuchsgruppen nahmen wahrend der ersten sechs Versuchswochen stetig an
Korpergewicht zu. Ab dem Alter von 10 Wochen stieg das Korpergewicht der transgenen
SOD1*G93A Mause langsamer als die Wochen zuvor an, wahrend die nicht-transgenen
Tiere weiter deutlich an Kérpergewicht zunahmen. Ab dem Alter von 14 Wochen bis zum
Ende der Studie wogen die nicht-transgenen Tiere signifikant mehr als die transgenen
SOD1*G93A Geschwistertiere (Abb. 11 a; t-Test, Woche 14: t(12) = 2,851; p = 0,015 und
Woche 20: t(12) = 4,98; p < 0,001). Mit 15 Wochen stagnierte das Kdérpergewicht der
SOD1*G93A Mause bis zum Alter von 20 Wochen im Durchschnitt bei 19,18 g £ 0,12 g,
wahrend die nicht-transgenen Mause im Durchschnitt 21,12 g + 0,16 g wogen und

wdchentlich an Gewicht zunahmen (Abb. 11 a).

Im SHIRPA-Test wurde eine quantitative Aussage zum Allgemeinzustand der Mause
getroffen anhand der Beobachtung und Bewertung vom Aussehen, der Motorik und dem
Verhalten der Mause, bezogen auf der im Kapitel 4.1.2 aufgeflhrten Untertests. Je hoher
der SHIRPA-Score ausfiel, desto differentieller war das Verhalten der transgenen Mause in
den einzelnen Kriterien in Bezug zu den nicht-transgenen Geschwistertieren. Ab der ersten
Versuchswoche entwickelten die transgenen SOD1*G93A Mause signifikant Defizite im
Vergleich zur nicht-transgenen Gruppe (Abb. 11 b, SHIRPA, t-Test, Woche 4: {(26) =
- 3,309; p = 0,003). Im Verlauf der Zeit pragten sich die Verhaltens- und Motordefizite der
SOD1*G93A Mause weiter aus.
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Abb. 11 Primére Untersuchung des Korpergewichts und Beurteilung im SHIRPA-Test.

Die Veranderungen des Korpergewichts Uber die Zeit wurde detektiert und beide Versuchsgruppen
pro Testzeitpunkt miteinander verglichen (a). Die Untersuchung des Phanotyps wurde mit der
SHIRPA-Testbatterie durchgefiihrt (b). Die Unterteilung der SHIRPA-Parameter ergab zusatzliche
Informationen zum Verhalten und die motorische Leistung der transgenen SOD1*G93A Mause
wahrend der Progression der Krankheit (c und d). Die gestrichelte Linie gibt die zeitliche
Veranderung der Anzahl pro Versuchsgruppen wieder (Versuchszeitpunkte 4 bis 10 Wochen: ntg
und tg je n = 14 und Versuchszeitpunkte 12 bis 20 Wochen: ntg und tg je n = 7). Dargestellt sind die
Mittelwerte £+ SEM. Die statistische Analyse der Daten wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Sternchen
(*) zeigen eine Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und transgenen Versuchsgruppe;
*p<0,05 *p<0,01und *** p<0,001. Ein p-Wert von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant
(ns) angesehen. ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Da im Offenfeldtest keine signifikante Anderung im explorativen Verhalten der SOD1*G93A
Mause festgestellt wurde im Gegensatz zur motorischen Aktivitat der Tiere, wurde der
SHIRPA-Test nach den Parametern Verhalten und motorische Leistung separiert und
analysiert (Abb. 11 ¢ und d). Die Analyse der einzelnen Parameter ergab, dass die
ermittelten signifikanten Unterschiede zwischen den transgenen SOD1*G93A und nicht-
transgenen Geschwistertieren der ersten vier Untersuchungen im SHIRPA-Test im Alter
von 4 bis 10 Wochen im Wesentlichen auf Scorepunkte der motorischen Parameter
basierten. Ab dem Alter von 12 Wochen zeigten die transgenen SOD1*G93A Mausen erste

deutliche Verhaltensanderungen im Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren,
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welche ab der nachsten Testung im Alter von 14 Wochen bis Versuchsende signifikant
auffalliger wurden (Abb. 11 ¢, SHIRPA - Verhaltensparameter, t-Test, Woche 14: 1(12) =
- 7,778; p < 0,001). Defizite der motorischen Leistung transgener SOD1*G93A Mause
wurden dagegen frihzeitig im SHIRPA-Test detektiert. Verglichen mit den nicht-transgenen
Geschwistertieren nahm die motorische Leistung der transgenen Tiere ab einem Alter von
8 Wochen signifikant ab (Abb. 11 d, SHIRPA - motorische Parameter, t-Test, Woche 8: t(26)
= - 8,0; p < 0,001). In den Untertests Greif- und Streckreflex, sowie der Fahigkeit einen
Klimmzug zu absolvieren, zeigten die transgenen Mause frihzeitig Defizite, die zu mind.
einem Bewertungspunkt flhrten. Wahrend der gesamten Testung zeigten die nicht-
transgenen Mause keine Verhaltensanderungen und motorischen Defizite, nur eine

geringe, aber normale Variabilitat in ihrer taglichen Leistung.
4.2.1.2 Motorische Verhaltensanalyse

In der Charakterisierungsstudie wurde die motorische Leistung der Mause durch die
folgenden Verhaltenstests evaluiert: dem modifizierten Stabtest, dem Greifstarketest, dem

Spreizreflextest der Hinterbeine, dem Rotarod-Test und der modifizierten Ganganalyse.

Modifizierter Stabtest

Zur Evaluierung von motorischen Defiziten wurde eine modifizierte Version des Stabtests
verwendet, um friihe Veranderungen in der Motorik der SOD1*G93A Mause zu detektieren.
Anstelle mit dem Kopf nach oben, wurden die Mause direkt mit dem Kopf nach unten am
oberen Ende einer 50 cm langen, vertikalen Stange platziert. Das Laufverhalten der Mause
wurde, wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, bewertet. Je hdoher der Beurteilungspunkt war,
umso defizitarer war die motorische Leistung. Im Alter von 6 Wochen wiesen die transgenen
SOD1*G93A Mause erste signifikante Defizite im Vergleich zu den nicht-transgenen
Geschwistertieren auf (Abb. 12 a, t-Test, ntg vs. tg, Woche 6: t(26) = - 2,280; p = 0,031).
Dieser Trend setzte sich bis zum Versuchsende weiter fort (Abb. 12 a, t-Test, ntg vs. tg,
Woche 20: t(12) = - 17,690; p < 0,001).

Greifstarketest

Im Greifstarketest wurden die Mause mit den Vorderpfoten an ein Zugsystem gefuhrt, an
dem sich die Tiere instinktiv festhielten. Durch eine kurze und gleichmaRig starke
Zugbewegung wurden die Mause vom System weggezogen. Die maximale Greifstarke
wurde Uber einen Signalverstarker innerhalb des Gerates gemessen. Ab dem Alter von vier
Wochen nahm die Greifstarke beider Versuchsgruppen zu. Innerhalb von vier Wochen
besal} die Gruppe der nicht-transgenen Mause eine um 96,3 % gesteigerte Greifstarke und

die Gruppe der transgenen SOD1*G93A Mause steigerte die Greifstarke um 34,2 %. In der
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zweiten Versuchshalfte im Alter von 12 Wochen wurde eine signifikanten Beeintrachtigung
in der Greifstarke zwischen den nicht-transgenen und transgenen Geschwistertieren
gemessen (Abb. 12 b, t-Test, ntg vs. tg, Woche 12: 1(12) =-5,511; p < 0,001). Dieser Trend
setzte sich bis zum Ende der Charakterisierungsstudie fort (Abb. 12 b, t-Test, ntg vs. tg,
Woche 20: t(12) = 3,862; p = 0,002).

Spreizreflextest der Hinterbeine und Evaluierung der Krankheitsprogression

Ein charakteristisches Merkmal der Krankheitsprogression im SOD1*G93A Mausmodell ist
der Verlust des Spreizreflex der Hinterbeine (Mead et al., 2011, Lee et al., 2019). Beide
Versuchsgruppen zeigten in den ersten Versuchswochen einen gesunden und normalen
Spreizreflex der Hinterbeine. Ab dem Alter von acht Wochen zeigten sich erste Defizite in
der Motorik der transgenen SOD1*G93A Mause, die ab diesem Zeitpunkt wochentlich
zunahmen. Im Alter von 12 Wochen war der Spreizreflex der Hinterbeine der SOD1*G93A
Mausen signifikant defizitar im Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren (Abb.
12 ¢, t-Test, t(12) = 2,847; p = 0,015). Motorische Defizite in der Spreizung wurden bei 11
von 14 transgenen SOD1*G93A Mausen festgestellt, bevor die Versuchsgruppen im Alter
von 10 Wochen halbiert wurden. Im Spreizreflextest erhielten die transgenen SOD1*G93A
Tiere im Alter von durchschnittlich 73 + 9 Tagen das erste Mal eine Bewertung von 1 Pkt.

(,schwache Spreizung" einer Hintergliedmalie, Kapitel 4.1.2).

Fir das SOD1*G93A Mausmodell wurde der Zeitpunkt ,Krankheitsbeginn“ nach den
Kriterien von Mead et al. (2011) definiert (Kapitel 4.1.2). Als ,Krankheitsbeginn® gilt der
Zeitpunkt, zu dem bei einer Maus zeitgleich ein Defizit des Spreizreflexes und ein deutlicher
Tremor in den Hinterbeinen detektiert wird. Die Entwicklung eines Tremors in den
Hinterbeinen der transgenen SOD1*G93A Mausen ist wahrend der Krankheitsprogression
des Phanotyps ein weiteres motorisches Merkmal. Ein Tremor ist eine unwillkirliche,
rhythmische, zitternde Bewegung eines Muskels, welcher in naturlicher Form oder in Folge
einer Erkrankung durch die Uberanstrengung einer Muskelgruppe ausgeldst wird. Der
mittlere Krankheitsbeginn der SOD1*G93A Gruppe betrug 96 + 14 Tage (Abb. 12 d). Die
nicht-transgenen  Geschwistertiere  zeigten  keinen  Tremor  wahrend  des
Versuchszeitraums. Der beginnende Verlust des Spreizreflexes tritt zeitlich vor dem
Einsetzen eines Tremors auf. Die statistische Analyse ergab, dass der Spreizverlust der
Hinterbeine zeitlich signifikant vor dem Zeitpunkt ,Krankheitsbeginn® lag (Abb. 12 d, t-Test,
t(12) = 3,726; p = 0,003).
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Abb. 12 Untersuchungen der motorischen Leistung von nicht-transgenen und transgenen
Mause, sowie Bestimmung des Zeitpunkts ,, Krankheitsbeginn“ der transgenen SOD1*G93A
Versuchsgruppe.

Die Analyse der motorischen Leistung erfolgte mit verschiedenen Tests, wie dem modifizierten
Stabtest (a), dem Greifstarketest (b) oder dem Spreiztest der Hinterbeine (c). Der Zeitpunkt
.Krankheitsbeginn® wurde anhand der Definiton nach Mead et al. (2011) mittels
Wahrscheinlichkeitsanalyse nach Kaplan-Meier ermittelt (d). Die gestrichelte Linie gibt die zeitliche
Veranderung der Anzahl pro Versuchsgruppen wieder (Versuchszeitpunkte 4 bis 10 Wochen: ntg
und tg je n = 14 und Versuchszeitpunkte 12 bis 20 Wochen: ntg und tg je n = 7). Dargestellt sind die
Mittelwerte £+ SEM. Die statistische Analyse der Daten wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Sternchen
(*) zeigen eine Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und transgenen Versuchsgruppe;
*p <0,05 **p<0,01und ** p <0,001. Ein p-Wert von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant
(ns) angesehen. ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Rotarod-Test

Die motorische Leistung der Mause wurde zusatzlich im Rotarod-Test untersucht. Hierbei
salden die Tiere auf einen sich beschleunigenden Zylinder und es wurde die Zeit gemessen
bis die Tiere vom Zylinder herunterfielen. Die sogenannte Latenzzeit ist ein Mal} zur
Bewertung der motorischen Leistung und wurde zur Analyse verwendet. Dazu wurde der

Mittelwert der sechs Durchgange pro Testtag genutzt.
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Abb. 13 Charakterisierung der motorischen Leistung von transgenen SOD1*G93A Mausen
und nicht-transgenen Geschwistertiere im Rotarod-Test.

Ab einem Alter von 4 bis 10 Wochen wurde die Motorik der transgenen und nicht-transgenen
Geschwistertiere (SOD1*G93A und ntg je n = 14) wochentlich zweimal im Rotarod-Test iberprift
und nach der Halbierung der Versuchsgruppen (SOD1*G93A und ntg je n = 7) einmal pro Woche
bis zum Versuchsende mit 20 Wochen. Die gestrichelte Linie gibt die zeitliche Veranderung der
Anzahl pro Versuchsgruppen wieder (Versuchszeitpunkte 4 bis 10 Wochen: ntg und tg je n = 14 und
Versuchszeitpunkte 11 bis 20 Wochen: ntg und tg je n = 7). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
Die statistische Analyse der Daten wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Sternchen (*) zeigen eine
Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und transgenen Versuchsgruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01
und *** p<0,001. Ein p-Wert von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant (ns) angesehen. ntg:

nicht-transgen, tg: transgen

Ab dem Alter von vier Wochen war eine signifikant verringerte, motorische Leistung der
transgenen SOD1*G93A Mause sichtbar (Abb. 13, t-Test, ntg vs. tg, Woche 4: t(26) = 3,578;
p < 0,001). Die motorische Leistung der transgenen SOD1*G93A Mause nahm in den
ersten sechs Wochen signifikant ab (Abb. 13, gepaarter t-Test, tg Woche 4 vs. tg Woche
10: t(13) = 6,703; p < 0,001), wahrend die Leistung der nicht-transgenen Geschwistertiere
auf dem gleichen Level blieb (Abb. 13, gepaarter t-Test, ntg Woche 4 vs. tg Woche 10: t(13)
= 0,466; p = 0,05). Beide Gruppen zeigten zeitliche Schwankungen in der motorischen
Leistung abhangig vom Versuchstag pro Woche im Zeitraum 4 bis 10 Wochen (erster
Versuchstag vs. zweiter Versuchstag). Die Latenzzeit der transgenen Tiere betrug am
ersten Versuchstag pro Woche 233 + 12,1 s und am zweiten Versuchstag pro Woche 229
1 9,07 s. Eine Analyse mittels gepaarten t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied der
Latenzzeit in der Versuchsgruppe der transgenen SOD1*G93A Mause. Die motorische

Leistung der nicht-transgenen Mause war am ersten Versuchstag signifikant starker im
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Vergleich zum zweiten Versuchstag (gepaarten t-Test, ntg, erster Versuchstag (Latenzzeit:
279 £ 3,94 s) vs. zweiter Versuchstag (Latenzzeit: 270 £ 6,76 s): t(83) =- 3,733; p < 0,001).

In der zweiten Versuchshalfte von Woche 11 bis Woche 20, nahm die motorische Leistung
der verbliebenen sieben transgenen SOD1*G93A Mause signifikant weiter ab im Vergleich
zu den verbliebenen sieben nicht-transgenen Geschwistertieren. Im Alter von 20 Wochen
betrug die durchschnittliche Latenzzeit der transgenen Tiere 118 £ 13,7 s, wahrend die
nicht-transgenen Mause eine Latenzzeit von 241 + 5,9 s auf dem Rotarod aufwiesen (Abb.
13, Rotarod, t-Test, ntg vs. tg, Woche 20: t(6) = - 8,265; p < 0,001). Wahrend der Dauer
des gesamten Versuches reduzierte sich die motorische Leistung der transgenen
SOD1*G93A vom ersten bis zum letzten Versuchstag um 52,3 %. Dem gegenuber nahm
die Leistung der nicht-transgenen Geschwistertieren um 10,7 % ab, welches auf das

motorische Lernverhalten der Mause zuriickzufiuhren ist.

Ganganalyse

Die Ganganalyse wurde zur weiteren Untersuchung des Phanotyps der transgenen
SOD1*G93A Mauslinie durchgefiihrt. Die folgenden Parameter wurden analysiert: die
Schrittlange, die Zwischenschrittlange, die Gangbasis und die Schrittanzahl (Kapitel 4.1.2).
Die Ganganalyse der Vorder- bzw. Hinterpfoten der linken und rechten Korperseite ergab
keinen Unterschied in den untersuchten Parametern. Daher sind folgend nur die Ergebnisse

aus der Analyse der Hinterpfoten aufgefihrt.

Die Schrittlange der beiden Versuchsgruppen war bis zu einem Alter von 14 Wochen gleich
dem Wildytpniveau (Mittelwert der Schrittlange von Woche 4 bis 14: ntg = 5,17 cm vs. tg =
4,99 cm). Ab dem Alter von 16 Wochen reduzierte sich die Schrittlange der transgenen
SOD1*G93A Mause signifikant gegenlber der Schritttnge der nicht-transgenen
Geschwistertiere (Woche 16: ntg = 5,91 + 0,28 cm vs. tg = 5,23 £ 0,16 cm; Woche 18: ntg
=6,43 £ 0,23 cmvs. tg = 5,59 + 0,30 cm und Woche 20: ntg = 6,33 + 0,21 cm vs. tg = 5,21
+ 0,23 cm). In der 16. Woche und am letzten Versuchstag wurde eine signifikante
Verklrzung der Schrittldnge von transgenen SOD1*G93A Mausen im Vergleich zur
Schrittlange der nicht-transgenen Gruppe beobachtet (Abb. 14 a, t-Test, Woche 16: {(12) =
- 2,503; p = 0,028 und Woche 20: t(12) = 4,195; p < 0,001).

Zusatzlich zur Schrittlange, wurde mithilfe der Ganganalyse die Zwischenschrittlange
analysiert, d.h. der diagonale Abstand der linken und rechten Pfotenabdriicke. Im ersten
Versuchszeitraum stieg die Zwischenschrittlange signifikant innerhalb der nicht-transgenen
Versuchsgruppe (Abb. 14 b, gepaarter t-Test, 1(13) = - 13,347; p < 0,001, ntg: Woche 4 =

2,61 £ 0,08 cm vs. Woche 10 = 3,87 + 0,08 cm), als auch innerhalb den transgenen
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Versuchsgruppe an (Abb. 14 b, gepaarter t-Test, t(13) = - 8,315; p < 0,001, tg: Woche 4 =
2,60 + 0,09 cm vs. Woche 10 = 3,72 £ 0,08 cm). Bis zum Alter von 14 Wochen gab es
keinen signifikanten Unterschied in der Zwischenschrittlange der nicht-transgenen und der
transgenen Versuchsgruppe. Die nicht-transgenen Tiere zeigten einen kontinuierlichen
Anstieg der Zwischenschrittiange bis zum Versuchsende, wahrend die transgenen
SOD1*G93A Mause ab einem Alter von 16 Wochen bis zum Versuchsende eine signifikante
Abnahme der Zwischenschrittlange aufwiesen (Abb. 14 b, t-Test, t(12) = 2,436; p < 0,001,
ntg vs. tg, Woche 16).

Mit der Gangbasis wurde der mittlere Abstand der parallel zueinander gelaufenen linken
und rechten Pfotenabdriicke analysiert, d.h. Abstand zwischen der linken zur rechten
Vorderpfote bzw. der linken zur rechten Hinterpfote. In der ersten Versuchshalfte
vergrolerte sich die Gangbasis der nicht-transgenen Versuchsgruppen signifikant (Abb. 14
c, gepaarter t-Test, t(13) = - 4,838; p < 0,001, ntg: Woche 4 = 1,96 + 0,11 cm vs. Woche 10
= 2,70 £ 0,11 cm), sowie die Gangbasis der transgenen SOD1*G93A Mause
Versuchsgruppen (Abb. 14 c, gepaarter t-Test, t(13) = - 5,946; p < 0,001, tg: Woche 4 =
1,81 £ 0,04 cm vs. Woche 10 = 2,45 + 0,09 cm). Die Analyse der Gangbasis ergab keine
signifikante Anderung vom Laufverhalten der transgenen vs. nicht-transgenen

Versuchsgruppe wahrend der gesamten Versuchszeit.

Weiterfuhrend liel3 sich in der Ganganalyse die Anzahl der pro Maus gelaufenen Schritte
untersuchen. In der ersten Versuchswoche, d.h. im Alter von vier Wochen, war die bendtigte
Schrittanzahl in beiden Versuchsgruppen am héchsten. Die Anzahl der Schritte der nicht-
transgenen Versuchsgruppe betrug im Mittel 10 Schritte und 10,2 Schritte in der transgenen
SOD1*G93A Versuchsgruppe. Mit dem Heranwachsen der Jungtiere zu adulten Mausen
reduzierte sich die durchschnittliche Schrittanzahl pro Versuchsgruppe im Alter von 10
Wochen auf 7,3 Schritte (ntg) bzw. 7,6 Schritte (tg). Es gab in den ersten Versuchswochen
eine signifikante Abnahme der Zwischenschrittiange innerhalb der jeweiligen
Versuchsgruppe, nicht aber zwischen den beiden Versuchsgruppen (Abb. 14 d, t-Test, ntg
vs. tg, Woche 4 bis Woche 14; p = 0,05). Erst im Alter von 16 Wochen bendétigten transgene
SOD1*G93A Mause signifikant mehr Schritte fur die zurlickzulegende Strecke im Vergleich
zu den nicht-transgenen Geschwistertieren (Abb. 14 d, t-Test, 1(12) = - 2,782; p = 0,017).
Der signifikante Trend setzte sich bis zum Versuchsende fort. Im Alter von 20 Wochen
brauchten die transgenen SOD1*G93A Mause durchschnittlich 7,9 Schritte zum
zurlckzulegen der vorgegebenen Strecke, wahrend die nicht-transgenen Geschwistertiere
6,4 Schritte bendtigten. Damit lag die Schrittanzahl der transgenen Versuchsgruppe
signifikant héher im Vergleich zur nicht-transgenen Versuchsgruppe (Abb. 14 d, t-Test, t(12)
=-4,330; p < 0,001).
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Abb. 14 Untersuchungen der Gangart im FuBabdrucktest.

Ab einem Alter von 4 Wochen wurden die Gangart von transgenen SOD1*G93A Mausen und nicht-
transgenen Geschwistertieren in regelmafRigen Abstadnden bis zu einem Alter von 20 Wochen
untersucht. Die Ganganalyse erfolgte anhand der Parameter: Schrittlange (a), Zwischenschrittlange
(b), Gangbasis (c) und Schrittanzahl (d). Die gestrichelte Linie gibt die zeitliche Veranderung der
Anzahl pro Versuchsgruppen wieder (Versuchszeitpunkte 4 bis 10 Wochen: ntg und tg je n = 14 und
Versuchszeitpunkte 12 bis 20 Wochen: ntg und tg je n = 7). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
Die statistische Analyse der Daten wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Sternchen (*) zeigen eine
Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und transgenen Versuchsgruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01
und *** p<0,001. Ein p-Wert von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant (ns) angesehen. ntg:

nicht-transgen, tg: transgen

Zusammengefasst zeigten die transgenen SOD1*G93A Mause im Versuchsverlauf ab
einem Alter von 16 Woche eine veranderte Gangart im Vergleich zu den nicht-transgenen

Geschwistertieren.
4.2.1.3 Analyse des M. gastrocnemius

Fur die weitere phanotypische Charakterisierung des Krankheitsverlaufes der SOD1*G93A
Mause wurde das Volumen und Gewicht des M. gastrocnemius untersucht (Abb. 15 und
Abb. 16).
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Hierfir wurde im Alter von 10 Wochen eine MRT-Messung vom rechten M. gastrocnemius
aller 28 Versuchstiere durchgefuhrt wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben. Fir die Berechnung
des Muskelvolumens (cm?®) wurde die zu analysierende Flache des Muskels freihandig
eingekreist, um das Wadenbein, die Gewebeschichten und das Fett von der Analyse
auszuschlie®en. Aufgrund eines Betriebsausfall des MRT zu einem spateren Zeitpunkt,
konnte nur die geplante Messung im Alter von 10 Wochen durchgeflhrt werden. Das
Volumen (cm?3) des Zwillingswadenmuskels der transgenen SOD1*G93A Mause war
signifikant reduziert im Vergleich zum Muskelvolumen (cm?3®) der nicht-transgenen
Geschwistertiere (Abb. 15 a, ntg 0,016 + 0,001 cm? und tg 0,012 + 0,001 cm?, t-Test, {(26)
= 6,096; p < 0,001). Auch das Volumen des M. gastrocnemius pro g Képergewicht wurde
analysiert. Hierbei ergab sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied im Muskelvolumen pro
Korpergewicht (cm?3/g) zwischen den nicht-transgenen und transgenen Geschwistertieren
(Abb. 15 b, t-Test, t(12) = 3,240; p=0,007).

a b

0.04 0.004- B ntg
M tg

0.034 0.003+

0.024

Muskelvolumen
M. gastrocnemius (cm?)

Volumen/g Kérpergewicht {cm?g)

10 10

Alter (Wochen) Alter (Wochen)

Abb. 15 T1-gewichtetet MRT-Messung des M. gastrocnemius im Alter von 10 Wochen.

Das Muskelvolumen des M. gastrocnemius wurde mit Hilfe einer MRT-Messung evaluiert (a) und in
Relation zum Kérpergewicht gesetzt (b). In den Abbildungen ¢ und d sind exemplarisch die MRT-
Aufnahmen des M. gastrocnemius einer nicht-transgenen und transgenen Maus im Alter von
10 Wochen gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Analyse der Daten wurde
mittels t-Test durchgefiihrt. Sternchen (*) zeigen eine Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und

transgenen Versuchsgruppe; ** p < 0,01 und *** p < 0,001. ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Zusatzlich zur Bestimmung des Muskelvolumens wurde das Gewicht des M. gastrocnemius
untersucht. Zu diesem Zweck wurden wie im Kapitel 4.1.2 beschrieben 7 Tieren pro
Versuchsgruppe nach der MRT-Messung aus dem Versuch genommen. Von den
verbliebenen 14 Tieren wurde der M. gastrocnemius nach Versuchsende entnommen und
gewogen. Mit 10 Wochen betrug das Gewicht des M. gastrocnemius der transgenen
SOD1*G93A Mause 0,08 + 0,002 g im Vergleich zur nicht-transgenen Versuchsgruppe mit
einem Gewicht von 0,11 +0,001 g. Das Muskelgewicht der transgenen SOD1*G93A

110



Mausen war signifikant reduziert (Abb. 16 a, t-Test, t(12) = 12,512; p < 0,001). Die

Gewichtsanalyse aus der Gewebeentnahme stutzte das Ergebnis der MRT-Daten.

a b
0.20- .= Hnig 0.20- links
e Mg ! _ rechts

Gewicht

M. gastrocnemius (Q)
Gewicht

M. gastrocnemius (9)

10 20
Alter (Wochen) 10 Wochen 20 Wochen

Abb. 16 Gewichtsanalyse des M. gastrocnemius im Krankheitsverlauf.

Dargestellt ist das Gewicht vom M. gastrocnemius von je 7 nicht-transgenen und transgenen
Versuchstiere nach der Praparation im Alter von 10 und 20 Wochen (a) und differenziert in den linken
und rechten Muskel zum jeweiligen Versuchszeitpunkt (b). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
Die statistische Analyse der Daten wurde mittels t-Test durchgefihrt. Sternchen (*) zeigen eine

Signifikanz zwischen der nicht-transgenen und transgenen Versuchsgruppe; ** p < 0,01 und

*kk

p < 0,001. ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Im Verlauf der nachsten 10 Wochen kam es zum weiteren Abbau vom Muskelgewebe. Im
Alter von 20 Wochen betrug das Gewicht vom M. gastrocnemius der transgenen
SOD1*G93A Mause mit 0,05 £ 0,001 g signifikant weniger als das Gewicht der Muskeln der
gleichaltrigen nicht-transgenen Geschwistertiere mit 0,13 £0,01 g (Abb. 16 a, t-Test, t(12)
= 10,759; p<0,001). Weiterhin veranderte sich das Gewicht des M. gastrocnemius
innerhalb der Versuchsgruppen zwischen der ersten und zweiten Muskelenthahme
signifikant (Abb. 16 a, Woche 10 vs. Woche 20). Wahrend die nicht-transgene Gruppe das
Gewicht vom M. gastrocnemius signifikant steigerte, reduzierte sich das Gewicht vom M.
gastrocnemius der transgenen SOD1*G93A Mause signifikant (Abb. 16 a, ntg: t-Test, t(12)
= - 3,254; p = 0,007 und tg: t-Test, t(12) = 9,113; p < 0,001). Eine separate Analyse der
Gewichte vom linken und rechten M. gastrocnemius zu beiden Zeitpunkte zwischen den
zwei Versuchsgruppen spiegelte die vorher ermittelten Signifikanzen wider (Abb. 16 b, ntg
vs. tg, 10 Wochen; links: t-Test, t(12) = 11,159; p < 0,001 und rechts: t-Test, t(12) = 13,633;
p < 0,001; 20 Wochen; links: t-Test, t(12) = 12,339; p < 0,001 und rechts: t-Test, t(12) =
9,126; p < 0,001).
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4.2.2 Kurative Therapiestudie

In den Abbildungen der kurativen Therapiestudie sind die statistisch analysierten Daten von
Placebo-behandelt, nicht-transgenen vs. Placebo-behandelt, transgenen Mausen,
L-RD2RD2-behandelt, nicht-transgenen vs. L-RD2RD2-behandelt, transgenen Mausen und

Placebo-behandelt, transgenen vs. L-RD2RD2-behandelt, transgenen Mausen dargestellt.
4.2.2.1 Primare Verhaltensanalyse

Offenfeldtest

Der Offenfeldtest wurde verwendet, um die Auswirkungen von L-RD2RD2 auf das
Explorationsverhalten und die Bewegungsaktivitat sowohl bei transgenen als auch bei
nicht-transgenen Mausen zu bewerten (Abb. 17). Zum Zeitpunkt Basismessung
(Behandlungswoche 0) waren die jeweiligen Versuchsgruppen wie im Kapitel 4.1.2
beschrieben nicht stratifiziert. In der Behandlungswoche 0, d.h. vor Behandlungsbeginn mit
L-RD2RD2, liefen die den Behandlungsgruppen ntg L-RD2RD2 und L-RD2RD2
zugeordneten nicht-transgenen und transgenen Mause mehr und mit einer erhohten
Laufgeschwindigkeit in der Arena umher im Vergleich zu den nicht-transgenen und
transgenen Mausen, die der Placebo Behandlungsgruppe (ntg und Placebo) zugeordnet
waren. Die L-RD2RD2-behandelte, transgene Gruppe lief signifikant schneller in der Arena
umher und legte in Behandlungswoche 0 eine weitere Distanz zurtck als die Placebo-
behandelten, transgenen Geschwistertiere (Abb. 17 a und c¢, Behandlungswoche O,
einfaktorielle ANOVA, Laufgeschwindigkeit: f(3,40) = 2,685; p = 0,059, Fisher’s LSD Post-
hoc Analyse, Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,050 und Distanz: f(3,40) = 2,822; p = 0,051,
Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,046). In der zweiten Testung
zeigte sich, dass alle Versuchsgruppen im Verlauf der Zeit signifikant reduzierter in der
Testarena umher liefen, mit Ausnahme der nicht-behandelten, nicht-transgenen Mause
(Abb. 17 b und d). Sowohl die Laufgeschwindigkeit, als auch die zurtickgelegte Distanz
waren im Vergleich zur Basismessung (Behandlungswoche 0) der zweiten Messung
(Behandlungswoche 10) bei den L-RD2RD2-behandelten, nicht-transgenen und
transgenen Mausen, sowie den Placebo-behandelten SOD1*G93A Geschwistertieren
signifikant reduziert (Abb. 17 b und d, gepaarter t-Test, Laufgeschwindigkeit: ntg t-Test, t(8)
=1,348; p = 0,220 (ns); ntg L-RD2RD2 t-Test, {(8) = 4,504; p = 0,003; Placebo t-Test, t(14)
= 3,649; p = 0,003 und L-RD2RD2 t-Test, t(14) = 4,718; p < 0,001; Distanz: ntg t-Test, (8)
=1,288; p = 0,239 (ns); ntg L-RD2RD2 t-Test, t(8) = 4,515; p = 0,003; Placebo t-Test, t(14)
= 3,507; p = 0,004 und L-RD2RD2 t-Test, t(14) = 4,512; p < 0,001). Die Laufaktivitat der
Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause hat bis zur 10. Behandlungswoche
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soweit abgenommen, dass die Laufgeschwindigkeit und die gelaufene Distanz im Vergleich
zur Placebo-behandelten, nicht-transgenen Kontrollgruppe signifikant reduziert waren
(Abb. 17 a und c¢, Behandlungswoche 10, einfaktorielle ANOVA, Laufgeschwindigkeit:
f(3,40) = 3,592; p = 0,022, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, ntg vs. Placebo p = 0,003 und
Distanz: f(3,40) = 3,511; p = 0,024, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, ntg vs. Placebo
p = 0,003).

L-RD2RD2 hat bei den behandelten, nicht-transgenen Mausen und den behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mausen im Vergleich zu ihren Placebo-behandelten, transgenen
Geschwistertieren keinen signifikanten Einfluss auf die motorische Aktivitat oder das

spontane Explorationsverhalten.

Allerdings waren die mit Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause im
Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren im Offenfeldtest weniger aktiv (Abb.
17). Zu Beginn der Studie verbrachten Placebo-behandelte SOD1*G93A Mause im
Vergleich zu nicht-transgenen Geschwistertieren signifikant mehr Zeit im Randbereich und
weniger im Zentrum der Arena, was auf eine erhdhte Angstlichkeit und ein vermindertes
Erkundungsverhalten hinweist (Abb. 17 e, einfaktorielle ANOVA, Zentrum: f(3,40) = 2,592;
p = 0,066 (ns), Fisher's LSD Post-hoc Analyse, ntg vs. Placebo SOD1*G93A p = 0,014 und
Randbereich Zentrum: f(3,40) = 2,615; p = 0,064 (ns), Fisher's LSD Post-hoc Analyse, ntg
vs. Placebo SOD1*G93A p = 0,012). Nach 10 Wochen Behandlung verschwand dieser

Unterschied jedoch.
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Abb. 17 Analyse des Erkundungsverhaltens und der Bewegungsaktivitat aller L-RD2RD2-
behandelten Mause und Placebo-behandelter Geschwistertiere im Offenfeldtest.

Im Offenfeldtest wurde die Bewegungsaktivitat der Tiere durch die Laufgeschwindigkeit (a und b)
und zurtickgelegte Strecke (c und d), sowie das explorative Verhalten (e) zum Zeitpunkt vor und 10
Wochen nach Behandlungsbeginn evaluiert. Die Placebo-behandelten SOD1*G93A Mause wiesen
im Vergleich zu den nicht-behandelten, nicht-transgenen Geschwistertieren eine signifikant
geringere Bewegungsaktivitdt nach 10 Wochen Behandlung auf (a bis e). Die Behandlung mit L-

RD2RD2 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die motorische Aktivitat oder das spontane
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Explorationsverhalten behandelter Tiere. Die statistischen Berechnungen wurden mittels
einfaktorielle ANOVA mit anschlieRendem Fisher's LSD Post-hoc Analyse durchgefiihrt. Die
Sternchen (*) und die Rauten (¥) weisen auf eine Signifikanz zwischen den Behandlungsgruppen hin
(ntg vs. tg SOD1*G93A: * p = 0,05, ** p = 0,001, *** p < 0,001 und Placebo vs. L-RD2RD2:
#p=0,05,##p =0,01, ### p < 0,001). ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Analyse des Korpergewichts

Das Koérpergewicht der vier Versuchsgruppen wurde Uber die gesamte Behandlungsdauer
gemessen (Kapitel 4.1.2). Wahrend der Behandlung gab es einen signifikanten Unterschied
im absoluten Korpergewicht (g) der transgenen vs. nicht-transgenen Versuchsgruppen und
zwischen den Placebo- und L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen
(Abb. 18 a, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(3,505) = 72,82; p < 0,001, Fisher's LSD
Post-hoc Analyse, ntg vs. Placebo p < 0,001, ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2 p < 0,001 und
Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,028). Das relative Kérpergewicht (%), d.h. die prozentuale Zu-
oder Abnahme Uber die Behandlungsdauer bezogen auf das Kérpergewicht zu Beginn der
Behandlung der Mause, unterschied sich signifikant zwischen den transgenen und nicht-
transgenen Kontrollgruppen, nicht aber zwischen den Placebo- und L-RD2RD2-
behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen (Abb. 18 b, zweifaktorielle wiederholte
ANOVA, 1(3,505) = 35,294; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, ntg vs. Placebo p <
0,001, ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2 p < 0,001). Beide transgene Gruppen erreichten ihr
Gewichtsmaximum in der achten Behandlungswoche (Abb. 18 a und b). Danach stagnierte
das Koérpergewicht der transgenen SOD1*G93A Mause oder das Gewicht der Tiere nahm
ab (Abb. 18 a, Placebo: Woche sechs bis acht = 19,5 g, Woche neun = 19,2 g; L-RD2RD2:
Woche acht = 18,7 g, Woche neun = 18,5 g, Woche zehn = 18,1 g). Zum Ende der 10.
Behandlungswoche erreichten die ersten Tiere der transgenen Gruppen die
Abbruchkriterien (markiert als gepunktete Linien in Abb. 18 a und b). Zwischen den
L-RD2RD2-behandelten und nicht-behandelten, nicht-transgenen Mausen (ntg L-RD2RD2
vs. ntg) gab es keinen Gewichtsunterschied wahrend der Behandlung. Alle nicht-
transgenen Mause nahmen ohne Unterschied zwischen L-RD2RD2-Behandlung oder
Placebo konsistent an Gewicht zu (Abb. 18 a und b).
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Abb. 18 Das Korpergewicht im Verlauf der Therapiestudie.

Ab Beginn der Therapiestudie wurde das Korpergewicht drei Mal pro Woche bzw. nach Scoresheet
beurteilt, bis die letzte transgene Maus die Abbruchkriterien erreicht und der Versuch in der 14.
Behandlungswoche beendet wurde. Die gepunktete Linie gibt den Zeitpunkt an, zudem das erste
transgene Tier die Abbruchkriterien erreichte und getétet wurde. Die Daten werden als Mittelwert £
SEM dargestellt. Die statistischen Berechnungen wurden mittels zweifaktorieller wiederholter
ANOVA mit anschlieRendem Fisher's LSD Post-hoc durchgefiihrt. Die Sternchen (*) und die Rauten
(*) weisen auf eine Signifikanz zwischen den Behandlungsgruppen hin (ntg vs. tg SOD1*G93A:
**p =0,001, *** p<0,001 und Placebo vs. L-RD2RD2: # p = 0,05). ntg: nicht-transgen, tg: transgen

SHIRPA-Test
Zu der primaren Verhaltensanalyse gehort die SHIRPA-Testbatterie. Die SHIRPA-

Testbatterie wurde zur Uberwachung der Progression des neurodegenerativen Phanotyps
von transgenen Placebo- oder L-RD2RD2-behandelten Mausen verwendet. Drei Wochen
nach Behandlungsbeginn wurde der erste signifikant erhohte Score von Placebo-
behandelten SOD1*G93A Mausen im Vergleich zu Placebo-behandelten, nicht-transgenen
Geschwistertieren gemessen (Abb. 19 a, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(3,400) =
109,96; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 3: ntg vs. Placebo
p = 0,030). Die L-RD2RD2-Behandlung verzdgerte das Fortschreiten des Phanotyps
transgener SOD1*G93A Mause im Vergleich zu Placebo-behandelten SOD1*G93A
Geschwistertieren (Abb. 19 a, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(1,260) = 38,87;
p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 4: Placebo vs. L-RD2RD2
p = 0,032). Vier Wochen nach Behandlungsbeginn waren erstmals signifikante
Unterschiede phanotypischer Charakteristika zwischen den L-RD2RD2-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mausen vs. den L-RD2RD2-behandelten, nicht-transgenen
Geschwistertieren nachweisbar (Abb. 19 a, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(3,400) =
109,96; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 4: ntg L-RD2RD2
vs. L-RD2RD2 p = 0,024). Die Aufteilung der Untertests in die Parameter Verhalten und

Motorik spiegelte diese Tendenzen wieder (Abb. 19 b und c). Die motorischen Defizite
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wurden zeitlich vor den Verhaltensdnderungen der transgenen SOD1*G93A Mause
detektiert, verglichen mit den nicht-transgenen Geschwistertieren (Abb. 19 b vs. c,
Verhaltensparameter vs. motorische Parameter: ntg vs. Placebo = Behandlungswoche 4
vs. Behandlungswoche 3 und ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2 = Behandlungswoche 8 vs.
Behandlungswoche 4). Beide nicht-transgenen Gruppen zeigten wahrend des gesamten

Versuchszeitraums ein normales Verhalten.
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Abb. 19 Untersuchung des Allgemeinzustandes nach L-RD2RD2- oder Placebo-Gabe bei
SOD1*G93A Mausen und nicht-transgenen Geschwistertieren im SHIRPA-Test.

Die Evaluation der Daten aus der SHIRPA-Testbatterie zeigte eine signifikant gesteigerte
Entwicklung des neurodegenerativen Phanotyps Placebo-behandelter SOD1*G93A Mause
gegeniber den nicht-transgenen und L-RD2RD2-behandelten, transgenen Geschwistertieren, sowie
die Verzogerung des neurodegenerativen Phanotyps von L-RD2RD2-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Mausen. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die statistischen
Berechnungen wurden mittels zweifaktorieller wiederholter ANOVA mit anschlieRBendem Fisher's
LSD Post-hoc (a) durchgefiihrt. Die Sternchen (*) und die Rauten (¥) weisen auf eine Signifikanz
zwischen den Behandlungsgruppen hin (ntg vs. tg SOD1*G93A: * p = 0,05, *** p < 0,001 und Placebo
vs. L-RD2RD2: # p = 0,05, ## p < 0,001). ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Die orale Behandlung mit L-RD2RD2 fluhrte zu einer Stagnation des Phanotyps von
transgenen SOD1*G93A Mausen und hatte keinen Einfluss auf das Verhalten von nicht-

transgenen Geschwistertieren.
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4.2.2.2 Motorische Verhaltensanalyse

In den motorischen Tests wurde in regelmafRigen Abstanden die Motorik der L-RD2RD2-
behandelten und nicht-behandelten, nicht-transgenen und transgenen Mause evaluiert.
Hierfir wurden die nicht-transgenen und transgenen Tiere wdchentlich im modifizierten
Stabtest (Abb. 20 a), Greifstarketest (Abb. 20 b) und Spreizreflextest der Hinterbeine (Abb.

20 c), sowie jede zweite Woche im Rotarod-Test untersucht (Abb. 20 d).

Modifizierter Stabtest
Die L-RD2RD2- und Placebo-behandelten, nicht-transgenen Mause (ntg L-RD2RD2 und

ntg) zeigten wahrend der gesamten Versuchsdauer zu keinem Zeitpunkt Anzeichen
motorischer Defizite (Abb. 20 a bis d). Die Behandlung mit L-RD2RD2 fuhrte zu einer
signifikanten Verzdgerung motorischer Defizite und zu einer stabileren motorischen
Leistung im modifizierten Stabtest in transgenen SOD1*G93A Mausen vs. Placebo-
behandelten, transgenen Geschwistertieren (Abb. 20 a, zweifaktorielle wiederholte
ANOVA, f(1,260) = 29,15; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Placebo vs.
L-RD2RD2 p < 0,001). Trotz dieser Verzdgerung wiesen die beiden transgenen
Versuchsgruppen im Vergleich zu den nicht-transgegen Geschwistertieren ab der zweiten
Behandlungswoche signifikante Leistungsdefizite der Motorik im modifizierten Stabtest auf
(Abb. 20 a, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, (3,400) = 141,55; p < 0,001, Fisher's LSD
Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 2: ntg vs. Placebo p = 0,004 und ntg L-RD2RD2 vs.
L-RD2RD2 p = 0,032).

Greifstarketest

Im Gegensatz zur Charakterisierungsstudie wurde in allen Therapiestudien ein Greifgitter
verwendet, das einzig zur Messung der Greifstarke der Hinterbeine ausgelegt war (Kapitel
4.1.2). Von Beginn der Therapiestudie an wiesen alle transgenen SOD1*G93A Mause im
Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren bereits signifikante Defizite in der
Greifstarke der Hinterbeine auf (Abb. 20 b, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(3,400) =
147,01; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 0: ntg vs. Placebo
p = 0,006 und ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2 p = 0,003). Ab der zweiten Behandlungswoche
war die Greifstarke der Hinterbeine L-RD2RD2-behandelter, transgener SOD1*G93A
Mause signifikant starker im Vergleich zu Placebo-behandelten, transgenen Mause (Abb.
20 b, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(1,260) = 38,58; p < 0,001, Fisher's LSD Post-
hoc Analyse, Behandlungswoche 2: Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,027). Die Greifstarke der
Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause nahm ab der flnften

Behandlungswoche kontinuierlich bis zum Versuchende ab (Abb. 20 b). Die Behandlung
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mit L-RD2RD2 in den transgenen Geschwistertieren verzogerte die Abnahme der
Greifstarke bis in die siebte Behandlungswoche, jedoch verringerte sich die motorische
Leistung ab diesem Zeitpunkt kontinuierlich und analog der Leistung Placebo-behandelter,
transgener SOD1*G93A Geschwistertiere (Abb. 20 b).

Spreizreflextest der Hinterbeine

Wie in den vorherigen Studien wurden die Tiere wahrend der kurativen Therapie auf einen
gesunden und normalen Spreizreflex der Hinterbeine untersucht. Die L-RD2RD2- und
Placebo-behandelten, nicht-transgenen Mause zeigten Uber die gesamte Versuchsdauer
einen gesunden und normalen Spreizreflex der Hinterbeine im Vergleich zu den transgenen
Geschwistertieren (Abb. 20 c, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(3,400) = 259,61;
p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse ntg vs. Placebo p < 0,001 und ntg L-RD2RD2 vs.
L-RD2RD2 p < 0,001). Ab der dritten Behandlungswoche war der Spreizreflex in den
Hinterbeinen von Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen signifikant
defizitar im Vergleich zur L-RD2RD2-behandelten, transgenen Versuchsgruppe (Abb. 20 c,
zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(1,260) = 41,31; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc
Analyse, Behandlungswoche 3: Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,025). Bis zum Ende der
Versuchsdauer war das Fortschreitung des motorischen Verlustes des Spreizreflexes in
L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen signifikant verlangsamt im
Vergleich zu Placebo-behandelten, transgenen Geschwistertieren (Abb. 20 c,
zweifaktorielle wiederholte ANOVA, (1,260) = 41,31; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc
Analyse, Behandlungswoche 10: Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,010).

Rotarod-Test

Die motorische Leistung der transgenen SOD1*G93A Mause und der nicht-transgenen
Geschwistertiere wurde zusatzlich im Rotarod-Test alle zwei Wochen evaluiert. Die
Latenzzeit aller transgenen Tiere betrug am ersten Versuchstag (Behandlungswoche 0)
243 £ 5,60 s, wahrend die nicht-transgenen Tiere im Durchschnitt 275 £ 4,89 s auf dem
Rotarod liefen. Es wurde eine kontinuierliche Abnahme der motorischen Leistung im
Rotarod ab der Basismessung (Behandlungswoche 0) in den transgenen
Behandlungsgruppen beobachtet (Abb. 20 d, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(3,239)
= 63,38; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 0: ntg vs. Placebo
p = 0,041 und ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2 p = 0,030). Die motorische Leistung der
transgenen SOD1*G93A Mause wurde wochentlich signifikant defizitarer im Vergleich zur
motorischen Leistung nicht-transgener Geschwistertiere (Abb. 20 d, zweifaktorielle
wiederholte ANOVA, f(3,239) = 63,38; p < 0,001, Fisher's LSD Post-hoc Analyse,
Behandlungswoche 10: ntg vs. Placebo p = 0,041 und ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2
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p = 0,030). Die Leistung der L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause blieb
innerhalb der ersten 2zwei Behandlungswochen auf demselben motorischen
Leistungsniveau (Latenzzeit L-RD2RD2: Behandlungswoche 0 = 245 + 6,34 s vs.
Behandlungswoche 2 = 244 £ 10,3 s), wahrend sich die motorische Leistung der Placebo-
behandelten, transgenen SOD1*G93A Versuchsgruppe um - 24,1 + 11,4 s verringerte
(Placebo: Behandlungswoche 0 = 243 + 9,48 s vs. Behandlungswoche 2 = 218 £ 8,18 s).

Trotz des kontinuierlichen motorischen Leistungsverlustes der L-RD2RD2-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Versuchsgruppe Uber die gesamte Versuchsdauer, wurde in den
ersten zwei Behandlungswochen ein signifikanter Unterschied in der motorischen
Leistungsfahigkeit im Vergleich zu der Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A
Mausen detektiert (Abb. 20 d, zweifaktorielle wiederholte ANOVA, f(1,156) = 8,72;
p = 0,007, Fisher's LSD Post-hoc Analyse, Behandlungswoche 2: Placebo vs. L-RD2RD2
p = 0,043). Die Behandlung mit L-RD2RD2 verzogerte signifikant den motorischen
Phanotyp von SOD1*G93 Mausen in der frihen Behandlungsphase.
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Abb. 20 Stagnation der motorischen Leistung bei L-RD2RD2-behandelten SOD1*G93A
Mausen in den motorische Tests.

In allen motorischen Tests (modifizierter Stabtest (a) Greifstarke- (b) und Spreizreflextest der
Hinterbeine (c), sowie im Rotarod-Test (d)) war eine Verbesserung des motorischen Phanotyps der
L-RD2RD2- vs. Placebo-behandelter SOD1*G93A Mause in den ersten Behandlungswochen
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feststellbar. Alle L-RD2RD2-behandelten, nicht-transgenen Mause wiesen wahrend des gesamten
Versuchszeitraums normale motorische Fahigkeiten wie die Placebo-behandelten, nicht-transgenen
Geschwistertiere auf. Die Daten werden als Mittelwert £+ SEM dargestellt. Die statistischen
Berechnungen wurden mittels zweifaktorieller wiederholter ANOVA mit anschlieBendem Fisher's
LSD Post-hoc durchgefiihrt. Die Sternchen (*) und die Rauten (¥) weisen auf eine Signifikanz
zwischen den Behandlungsgruppen hin (ntg vs. tg SOD1*G93A: * p = 0,05, ** p = 0,01, *** p < 0,001
und Placebo vs. L-RD2RD2: # p = 0,05, # p = 0,01, #* p < 0,001). ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Krankheitsprogression und Uberlebenszeitanalyse

In den Verhaltensanalysen zeigte sich, dass die Progression des Phanotyps in den
L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen signifikant verlangsamt werden
konnte, vor allem in der frihen Behandlungsphase. Daher wurde zusatzlich tGberprift, ob
die Behandlung mit L-RD2RD2 Auswirkungen auf den Zeitpunkt des Krankheitsbeginns und
auf die Uberlebenszeit der transgenen Tiere hatte. Unter Anwendung definierter Kriterien
nach Mead et al. (2011) (Mead et al., 2011) wurden der Spreizreflex und Tremor der
Hintergliedmalien bewertet, um den Krankheitsbeginn zu definieren. Die Kaplan-Meier-
Analyse verglich den Krankheitsbeginn und das Uberleben zwischen den L-RD2RD2- und
Placebo-behandelten Mausen eines Genotyps (ntg vs. ntg L-RD2RD2 und Placebo vs.
L-RD2RD2).

Die Analyse der Daten L-RD2RD2-behandelter, transgener SOD1*G93A Mause bestatigte
eine Verzdgerung des durchschnittlichen Krankheitsbeginns gegentber Placebo-
behandelten SOD1*G93A Mausen (Abb. 21 a und Tab. 5, Kaplan-Meier-Analyse mit Log-
Rank-Test, Placebo vs. L-RD2RD2 p < 0,001). Der durchschnittliche Krankheitsbeginn von
L-RD2RD2-behandelten SOD1*G93A Mausen lag bei 114 Tagen (n = 14, zwischen
107 Tagen * 124 Tage) und der durchschnittliche Krankheitsbeginn von Placebo-
behandelten, transgenen Geschwistertieren bei 106 Tage (n = 14, zwischen 96 Tagen *
118 Tage). Obwohl der Krankheitsausbruch L-RD2RD2-behandelter SOD1*G93A Mausen
signifikant verzdogert wurde, bewirkte die Behandlung mit L-RD2RD2 keine signifikant
verlangerte Uberlebenszeit in SOD1*G93A Mausen im Vergleich mit Placebo-behandelten
Geschwistertieren (Abb. 21 b). Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve zeigt, dass die mit L-
RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause ein mittleres Uberleben von
162 Tagen (n = 14, zwischen 150 Tagen + 174 Tage) und die mit Placebo-behandelten,
transgenen Geschwistertiere von 159 Tagen (n = 14, zwischen 150 Tagen = 172 Tage)
aufwiesen. Die Behandlung mit L-RD2RD2 hatte keinen Einfluss auf das Uberleben von
nicht-transgenen Mausen. Die Gruppen von nicht-transgenen Mausen lebten nach dem
Ende der Studie ohne erkennbare Nebenwirkungen. Weder die L-RD2RD2-, noch die

Placebo-behandelte, nicht-transgene Versuchsgruppe zeigten Krankheitssymptome in
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irgendeiner Art (Tab. 5, Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test, ntg vs. ntg L-RD2RD2 p
= 0,275 (ns)). Die Behandlung mit L-RD2RD2 hatte ebenso keinen Einfluss auf das
Uberleben der nicht-transgenen Mause und entsprach der Uberlebenszeit Placebo-
behandelter, nicht-transgener Geschwistertiere (Tab. 6, Kaplan-Meier-Analyse mit Log-
Rank-Test, ntg vs. ntg L-RD2RD2 p = 0,275 (ns)). Die nicht-transgenen Tiere wurden flr
weitere histologische Untersuchungen, eine Woche nach dem das letzte transgene Tier die

Abbruchkriterien erreicht hatte, getotet.
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Abb. 21 Berechnung des Zeitpunktes “Krankheitsbeginn” und Uberlebensanalyse der
transgenen Behandlungsgruppen.

Anhand der beschriebenen Parameter im Kapitel 4.1.2 wurde die Wahrscheinlichkeit des Zeitpunktes
Krankheitsbeginn (a) und die Uberlebenszeit berechnet (b). Die Behandlung mit L-RD2RD2
verzdgerte den Krankheitsbeginn signifikant in den transgenen SOD1*G93A Mausen (a, Log-Rank-
Test, p < 0,001), verlangerte die Uberlebenszeit der behandelten SOD1*G93A M&use gegenliber
den mit Placebo-behandelten Geschwistertieren jedoch nur geringfiigig (b, Log-Rank-Test,
p = 0,237). Die Behandlung mit L-RD2RD2 hatte keinen Einfluss auf das Uberleben der nicht-
transgenen Mause. Die Daten werden als Mittelwert £+ SEM dargestellt. Die statistischen
Berechnungen wurden mittels Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test durchgefihrt. Die Rauten
(*) weisen auf eine Signifikanz zwischen den transgen Behandlungsgruppen hin (Placebo vs.
L-RD2RD2: ## p < 0,001).
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Tab. 5 Zeitpunkt Krankheitsbeginn - Deskriptive Statistik und Normalverteilung der vier
Behandlungsgruppen.

In einer ersten deskriptiven Analyse wurden die Parameter Mittelwert, Standardabweichung, Median
sowie Minimum und Maximum in Bezug auf den Zeitpunkt Krankheitsbeginn ermittelt. Die
statistischen Berechnungen wurden mittels Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test durchgefihrt.
Ein p-Wert von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant (ns) angesehen. n: Anzahl der
untersuchten Tiere pro Versuchsgruppe, Min: Minimum, Max: Maximum, ns: nicht signifikant, ntg:

nicht-transgen, SD: Standardabweichung, tg: transgen

Geno- Behand- Tiere | Mittelwert SD Median Min Max Normal- Log-
typ lung (n) Alter (Tagen) Alter (Tagen) verteilung Rank
. Placebo 8 179 0,46 179 179 180 nein p= 0,275
ntg
L-RD2RD2 8 179 128 | 179 178 182 ja (ns)
Placebo 14 106 1,47 108 9% 118 ja
tg p <0,001
L-RD2RD2 14 114 1,37 115 107 124 ja
Tab. 6 Uberlebenszeit - Deskriptive Statistik und Normalverteilung der vier

Behandlungsgruppen.

In einer zweiten deskriptiven Analyse wurden die Parameter Mittelwert, Standardabweichung,
Median sowie Minimum und Maximum in Bezug auf die Tage der Uberlebenszeit ermittelt. Die
statistischen Berechnungen wurden mittels Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test durchgefuhrt.
Ein p-Wert von = 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant (ns) angesehen. n: Anzahl der
untersuchten Tiere pro Versuchsgruppe, Min: Minimum, Max: Maximum, ns: nicht signifikant, ntg:

nicht-transgen, SD: Standardabweichung, tg: transgen

Geno- Behand- Tiere Mittelwert SD | Median Min Max | Normal- Log-
typ lung (n) Alter (Tagen) Alter (Tagen) verteilung Rank
t Placebo 8 179 046 | 179 179 180 nein b= 0.275
ntg
L-RD2RD2 8 179 128 | 179 178 182 ja (ns)
t Placebo 14 159 6,65 160 150 172 ja p = 0,237
g
L-RD2RD2 14 162 738 | 160 150 174 ja (ns)
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4.2.2.3 Histologische Untersuchungen

Am Ende der kurativen Behandlungsstudie wurden allen Mausen Gewebeproben (Hirn,
Ruckenmark und M. gastrocnemius) fir immunhistochemische Analysen entnommen und

untersucht, wie in den Kapitel 4.1.6 und 4.1.7 beschrieben.

a b
24+ T 16+ ke [ ] ntg
I — —_—

204 bermeeeeeesre e eeeeevaneed . o s | @ ntg 1-RD2RD2
gj"* % — 124 Il Placebo
EESRTY £ M -RD2RD2
ol LI_ n'e
L|_ — —

o2 12 gL 8
o= -;ﬂu_
]
£0 9
= "5 4,
= 4 — <
0- , 0-
Nachhirn Nachhirn
c d
1507 . __ 12007 e W i
L —
2 2 10501 B ntg .-RD2RD2
DO 1204 %] . !
5@ S® gpo- — l Placebo
e} L 0 L 1
235 23 W -RD2RD2
] c 90+ Hyl c 7504
L 5 L w s
c 5 c 5 600
$3 23
52 SZ as0]
i 2T 3004
Z g a0 z
< < 150
0' T 0' T
Nachhirn Motorkortex

Abb. 22 Immunhistochemische Analyse der ALS-dhnlichen Pathologie im Hirnstamm und im
motorischen Kortex nach Behandlung mit L-RD2RD2.

Aktivierte Mikroglia (a) und Astrozyten (b) im Hirnstamm wurden nach Abschluss der Studie
analysiert. Zusatzlich wurde die Anzahl an Neuronen im Hirnstamm (c) und motorischen Kortex (d)
untersucht. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die statistischen Berechnungen
wurden mittels einfaktorieller ANOVA mit anschlieBendem Fisher's LSD Post-hoc durchgefiihrt. Die
Sternchen (*) weisen auf eine Signifikanz zwischen den nicht-transgenen und transgenen
Behandlungsgruppen hin (ntg vs. tg SOD1*G93A: * p = 0,05, ** p < 0,001). IR: Immunreaktive

Flache (%), ntg: nicht-transgen, tg: transgen

Die Analyse der histopathologischen Quantifizierungen ergab eine signifikant gesteigerte
neuroinflammatorische Reaktion im Nachhirn transgener SOD1*G93A Mause (Abb. 22 a
und Tab. 7, Mikroglia: ntg vs. Placebo p < 0,001 und ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2
p < 0,001; Abb. 22 b und Tab. 7, Astrozyten: ntg vs. Placebo p < 0,001 und ntg L-RD2RD2
vs. L-RD2RD2 p < 0,001), sowie eine signifikante Neurodegeneration im Nachhirn und
Motorkortex transgener SOD1*G93A Mause (Abb. 22 ¢ und Tab. 7, Nachhirn: ntg vs.
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Placebo p = 0,036; Abb. 22 d und Tab. 7, Motorkortex: ntg vs. Placebo p < 0,001 und ntg
L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2 p < 0,001). Zwischen den L-RD2RD2- und Placebo-behandelten,

transgenen SOD1*G93A Mausen wurde keine signifikante Reduktion der Gliose oder ein

signifikantes Neuronen-Uberleben gefunden (Abb. 22 und Tab. 7).

Tab. 7 Analyse der ALS-dhnlichen Pathologie von L-RD2RD2- und Placebo-behandelten

SOD1*G93A Mausen und nicht-transgenen Geschwistertieren.

Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die statistischen Berechnungen wurden mittels
einfaktorieller ANOVA mit anschlieRendem Fisher's LSD Post-hoc durchgefuhrt. Ein p-Wert von

= 0,05 wurde als statistisch nicht signifikant (ns) angesehen. Die Sternchen (*) weisen auf eine

Signifikanz zwischen den nicht-transgenen und transgenen Behandlungsgruppen hin (ntg vs. tg
SOD1*G93A: * p = 0,05, *** p < 0,001). IR: Immunreaktive Flache (%). IR: Immunreaktive Flache

(%), ns: nicht signifikant, ntg: nicht-transgen, tg: transgen

IR (%)

Flache

ntg

ntg L-
RD2RD2

Placebo

L-
RD2RD2

Statistik

Mikroglia

Nach-

hirn

3,41+
0,67

4,21+
0,72

13,08 £
0,87***

12,44 £
1 ’22***

F(3,37) = 22,4; p < 0,001

ntg vs. Placebo p < 0,001

ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2

p < 0,001

ntg vs. ntg L-RD2RD2 p = 0,654 (ns)
Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,620
(ns)

Astrozyten

Nach-

hirn

0,74 +
0,23

0,73 +
0,19

9,39 +
1,23

7,82+
1,24**

F(3,39) = 15,8; p < 0,001

ntg vs. Placebo p < 0,001

ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2

p < 0,001

ntg vs. ntg L-RD2RD2 p = 0,997 (ns)
Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,271
(ns)

Anzahl

Flache

ntg

ntg L-
RD2RD2

Placebo

L=
RD2RD2

Statistik

Neurone

Nach-

hirn

904 +
16,4

91,7 £
25,0

51,7 =
6,26*

56,7 £
7,27

F(3,37) =2,91; p= 0,047

ntg vs. Placebo p = 0,036

ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2

p = 0,054 (ns)

ntg vs. ntg L-RD2RD2 p = 0,950 (ns)
Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,737
(ns)

Motor

kortex

884 +
36,2

863 +
46,1

505 +
23,4%*

534 +
14,8+

F(3,37) = 50,2; p < 0,001

ntg vs. Placebo p < 0,001

ntg L-RD2RD2 vs. L-RD2RD2

p < 0,001

ntg vs. ntg L-RD2RD2 p = 0,654 (ns)
Placebo vs. L-RD2RD2 p = 0,411
(ns)
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Daruber hinaus weisen die Daten auf keine Veranderung in der Pathologie L-RD2RD2-
behandelter, nicht-transgener Mause im Vergleich zu den Placebo-behandelten, nicht-
transgenen Geschwistertieren hin (Abb. 22 und Tab. 7). Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die L-RD2RD2-Behandlung bei gesunden Mausen keine Nebenwirkungen
hatte.

Nach der immunhistochemischen Quantifizierung der Astrozyten, Mikroglia und Neurone in
den Hirnschnitten wurde festgestellt, dass in der Therapiestudie die L-enantiomere Form
von RD2RD2 appliziert wurde, anstelle der D-Form. Die weiteren Gewebeproben vom
Rickenmark und M. gastrocnemius, sowie die gewonnenen Plasmaproben wurden nicht
weiter analysiert und sollen als Kontrollen fir zuklnftige Therapiestudien verwendet

werden.
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5 Diskussion

Die ALS ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, die das motorische
Nervensystem betrifft (Cleveland and Rothstein, 2001, Kiernan et al., 2011, Longinetti and
Fang, 2019). Aufgrund der alternden Weltbevélkerung kam es in den letzten Jahrzehnten
zu einer steigenden Inzidenz von ALS Fallen (Arthur et al.,, 2016). Trotz intensiver
Forschung ist die Ursache immer noch unbekannt und die Behandlung derzeitig nur
symptomatisch méglich (Ludolph, 2014, Dorst et al., 2017). Es gibt immer mehr Belege
daflir, dass bei der ALS eine Dysregulierung des Immunsystems zu umfangreichen
Entziindungsreaktionen fihrt. (McCauley and Baloh, 2019, Beers and Appel, 2019).
Frihere Studien zeigen, dass die durch die Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten
verursachte Neuroinflammation (Boillée et al., 2006, Hensley et al., 2006, Haidet-Phillips et
al., 2011), eine Schlusselrolle bei der Krankheitsprogression einnimmt. Aus diesem Grund
scheint es ein vielversprechender Ansatz in der ALS Forschung zu sein, durch eine
modulierende Beeinflussung der Neuroinflammation der Entwicklung der ALS entgegen zu

wirken.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war in drei Abschnitte gegliedert. Zuerst wurde der Phanotyp
des transgenen SOD1*G93A Mausmodells wahrend der Krankheitsprogression,
zusammen mit nicht-transgenen Geschwistertieren (wildtypische Kontrollgruppe), in
verschiedenen Verhaltens- und motorischen Tests charakterisiert. Im nachsten Abschnitt
dieser Doktorarbeit wurde untersucht, ob die Behandlung transgener SOD1*G93A Mause
mit RD2RD2 einen Einfluss auf die Progression des neurodegenerativen Phanotyps und
der Neuroinflammation der ALS gegenlber nicht-behandelten, transgenen
Geschwistertieren hat. Zu diesem Zweck wurde RD2RD2 mit zwei verschiedene
Applikationsformen unterschiedlicher Dosierung Uber 2zwei unterschiedlich lange
Therapiezeitrdumen verabreicht (i.p. 10 mg/kg Uber 28 Tagen und p.o. 50 mg/kg taglich fur
neun Wochen). In einer Uberlebensstudie (kurative Therapiestudie) sollte darauffolgend der
Einfluss von RD2RD2 auf nicht-transgene Mause und transgene SOD1*G93A
Geschwistertiere untersucht werden. Aufgrund einer Fehllieferung des Peptidherstellers
wurde den Mausen in der Uberlebensstudie die L-Form des Peptids appliziert wie in Kapitel
4.1.1 erklart.
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5.1 Charakterisierungsstudie

Die fruhe Entdeckung der Mutation des humanen SOD1 Gens in Zusammenhang mit der
SALS und fALS (Rosen et al., 1993, Renton et al., 2014, Taylor et al., 2016) fuhrte zur
Entwicklung mehrerer Tiermodelle fir die ALS Grundlagenforschung (Gurney et al., 1994,
Aoki et al., 2005, Joyce et al., 2011). Vor allem das transgene SOD1*G93A Mausmodell
weist eine hohe Ahnlichkeit mit dem klinischen und pathologischen Krankheitsbild von ALS
Patienten auf (Alexianu et al., 2001, Bendotti and Carri, 2004, Acevedo-Arozena et al.,
2011, Beers et al.,, 2011a). Das etablierte und intensiv charakterisierte SOD1*G93A
Mausmodell ist ein Standardmodell der ALS Forschung und aus diesem Grund fir die
Erforschung von neuen Wirkstoffen in praklinischen Therapiestudien gegen die ALS
geeignet. Da verschiedene endogene Faktoren, wie z.B. das Geschlecht, das Alter oder
der weibliche Zyklusstand und exogene Faktoren, wie z.B. das Haltungssystem, das Futter
oder die Beleuchtung in einem Tierhaltungsraum, einen Einfluss auf das Verhalten und die
Auspragung klinischer Symptome der Versuchstiere haben konnen, wurde vor der ersten
praklinischen Therapiestudie, und zur Vergleichbarkeit der ermittelten Daten mit der
Literatur, eine Pilotstudie zur spezifischen Charakterisierung des Phanotyps von weiblichen
SOD1*G93A Mausen wahrend der Krankheitsprogression durchgefuhrt. Des Weiteren

wurde das Behandlungszeitfenster fir die erste praklinische Therapiestudie definiert.

Verhaltenstests

Weibliche transgene SOD1*G93A Mause und nicht-transgene Geschwistertiere wurden in
regelmafigen Intervallen in verschiedenen Verhaltens- und Motortests untersucht (Kapitel
4.1.2). Zusatzlich wurden alle Tiere wochentlich mehrmals analog dem durch das LANUV
genehmigten Beurteilungsbogen (Scoresheet) begutachtet und gewogen. In der Pilotstudie
sollte der Phanotyp der transgenen Mause wahrend der Progression des Phanotyps vom
gesunden Tier bis zum Einsetzen einer schwerwiegenden Symptomatik charakterisiert
werden. Zu Beginn der Pilotstudie, das Alter der Mause betrug vier Wochen, wiesen die
transgenen Tiere keine sichtbaren klinischen Symptome der ALS Erkrankung auf und ihre
Leistung in den Verhaltenstests entsprach derer nicht-transgener Geschwistertiere mit
Ausnahme des Rotarod-Tests (Kapitel 4.2.1.1 und 4.2.1.2.). Von Versuchsbeginn an war
eine signifikant verringerte motorische Leistung der transgenen SOD1*G93A Mause im
Rotarod-Test messbar. Seitdem die transgene SOD1*G93A Mauslinie in unserem Labor
etabliert ist, beobachten wir immer wieder, dass die transgenen SOD1*G93A Mause von
Geburt an in ihrer Kérperanatomie kleiner sind als ihre gleichaltrigen, nicht-transgenen
Geschwistertiere, genau wie der Wurf transgener SOD1*G93A Mause der Pilotstudie.

Aufgrund des Unterschieds in der Kdrperanatomie und keiner weiteren festgestellten
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Defizite, z.B im Korpergewicht der transgenen SOD1*G92A Mause, kann man
schlussfolgern, dass die nicht-transgenen Mause einen Vorteil durch die groRere
Kdrperanatomie besalien und somit einen Vorteil beim Laufen auf der sich drehenden
Walze in den ersten Versuchswochen hatten. Diese Annahme wird durch die bis in die
7. Woche zunehmende motorische Leistung der transgenen SOD1*G93A Mause im
Rotarod-Test unterstitzt. Dies wird durch andere Verhaltensstudien unterstitzt, in denen
nur eine begrenzte Sensitivitdt des Rotarod-Tests bis zum Erreichen einer schweren

Symptomatik gezeigt ist (Fischer et al., 2005, Apolloni et al., 2013).

Mit zunehmenden Alter kam es zur Progression des motorisch-neurodegenerativen
Phanotyps, in Folge dessen es zu einer steigenden, defizitdren motorischen Leistung der
transgenen SOD1*G93A Mause kam. Sichtbar war dies zum einen in der MRT-Messung,
sowie in den Verhaltenstests (Kapitel 4.2.1.3). Die Daten aus der durchgefiuihrte MRT-
Messung ergaben eine signifikante Reduzierung im Volumen und Gewicht des
Zwillingswadenmuskels M. gastrocnemius von transgenen und nicht-transgenen
Geschwistertieren im Alter von zehn Wochen. Der Zwillingswadenmuskel ist fiir die Flexion
des Knie- und Sprunggelenks verantwortlich (Mohan et al., 2014). Durch die progressive
Atrophie der Hinterbeinmuskulatur als Folge der Krankheitsprogression degeneriert der
Muskel und die motorische Leistung der transgenen Mause wird vermindert (Mohajeri et
al., 1998, Brooks et al., 2004, Mead et al., 2011). Dieses motorische Defizit wurde frih in
der SHIRPA-Testbatterie (motorische Parameter) und dem modifizierten Stabtest
detektiert, wahrend die signifikant reduzierte motorische Leistung der transgenen
SOD1*G93A Mause im Spreiz- und im Greifstarketest erstmals im Lebensalter von
12 Wochen detektiert wurde (Kapitel 4.2.1.1) In der Ganganalyse per Fufldabdrucktest
wurden im Alter von 16 Wochen weitere signifikante Defizite in der Motorik der transgenen
SOD1*G93A Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe messbar (Kapitel 4.2.1.2). Der
FuRabdrucktest wird dazu verwendet, um das Laufverhalten von Mausen zu untersuchen
und um Bewegungsstdrungen festzustellen (Jaworski et al., 2006). Die Schrittcharakteristik
der transgenen Tiere veranderte sich ab der 16. Lebenswoche (Abb. 14). Die
Zwischenschrittlange der transgenen SOD1*G93A Mause war signifikant verkirzt, wodurch
die Tiere mehr Schritte bendtigten, um die geforderte Laufstrecke zurlickzulegen. Aufgrund
der Atrophie der Hinterbeinmuskulatur veranderte sich das Laufverhalten der transgenen
Tiere, die den Muskelschwund in den Hinterbeinen und einem damit verbundenen
unsicheren Gang durch kleinere Schritte zu kompensieren versuchten. Ahnliche
Ergebnisse wurden in anderen Tierversuchsstudien mit dem SOD1*G93A Mausmodell
dokumentiert (Garbuzova-Davis et al., 2002, Golko-Perez et al., 2017). Im Offenfeldtest

konnte erstmals im Alter von 20 Wochen eine geringere motorische Aktivitat der transgenen
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SOD1*G93A Mause im Vergleich zu der nicht-transgenen Kontrollgruppe detektiert werden.
Dies weist daraufhin, dass trotz der ansteigenden defizitdren motorischen Leistung der
transgenen SOD1*G93A Mausen, die von Mead et al. (2011) als ,schwerwiegend®
beschriebene Symptomatik (Mead et al., 2011) bis zur Beendigung der Pilotstudie mit 20

Wochen ausblieb.

Die transgenen SOD1*G93A Mause zeigten in den ersten Versuchswochen nur
geringfugige Verhaltensanderungen verglichen mit gleichaltrigen nicht-transgenen
Geschwistertieren (SHIRPA-Testbatterie, Kapitel 4.2.1.1). Im Offenfeldtest konnte Uber den
gesamten Versuchszeitraum von 16 Wochen keine durch die Krankheitsprogression
verursachende Veranderung im Verhalten der transgenen Tiere im Vergleich zu der
Kontrollgruppe detektiert werden (Kapitel 4.2.1.1). Die Ergebnisse der Verhaltensparameter
aus dem SHRIRPA-Test und dem Offenfeldtest weisen ebenfalls daraufhin, dass die
Progression des motorisch-neurodegenerativen Phanotyps weniger weit fortgeschritten war
als in den gleichaltrigen, transgenen Tieren in der Studie von Mead et al. (2011) (Mead et
al., 2011).

Das Behandlungszeitfensters fir die erste praklinische Therapiestudien wurde in
Anlehnung an die Publikation von Mead et al. (2011) gewahlt (Mead et al., 2011). Die
Forschergruppe definierte den “Krankheitsbeginn” anhand phanotypischer Parameter
(Kapitel 4.1.2), welche die transgenen Tiere im Versuch von Mead et al. (2011) im Alter von
11 Wochen zeigten. Die in der Pilotstudie erhobenen Daten, nach den Kriterien von Mead
et al. (2011) ausgewertet, zeigten einen ,Krankheitsbeginn® mit einem Alter von 16 Wochen
fur die transgenen SOD1*G93A Mause unserer Kohorte. Im Vergleich mit den Ergebnissen
von Mead et al. (2011) ist die Auspragung des Phanotyps der transgenen SOD1*G93A
Mause zeitlich um funf Wochen verschoben. Die verschiedenen Verhaltenstests
verifizierten dieses Ergebnis. Die einfachste Erklarung fir diese Diskrepanz zu Mead et al.
(2011) konnte die Variabilitat durch unterschiedliche Experimentatoren sein. Darlber
hinaus wurden die Tiere in dieser ersten Studie ,nur® in einem zweiwdchigen
Versuchsintervall auf den Verlust des Spreizreflexes und der Entwicklung eines Tremors in
den Hinterbeinen begutachtet, die zur Definierung des Zeitpunkts ,Krankheitsbeginn®
genutzt wurden (diese zwei Parameter waren zu diesem Zeitpunkt kein
Begutachtungskriterium des Scoresheets). Dies bedeutet, dass es sein kénnte, dass der
.reale® Zeitpunkt ,Krankheitsbeginn® in unserer Kohorte zwischen der 14. Lebenswoche
(nach Ende der Verhaltenstests) und der 16. Lebenswoche gelegen hat. Eine weitere
Erklarung kénnte in der Genetik des von Mead et al. (2011) verwendeten C57BL/6J OlaHsd
Mausunterstamms zur Zucht der transgenen SOD1*G93A Mause liegen. Die SOD1*G93A
Tiere wurden Uber 20 Generationen mit B6.SJL.Tg(SOD1*G93A)1Gur/J Mannchen x
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C57BL/6J OlaHsd Weibchen zuriickgekreutzt (Mead et al., 2011). Der C57BL/6J OlaHsd
ist ein Unterstamm des urspringlichen C57BL/6J Mausstamms der Firma The Jackson
Laboratory (C57BL/6-J, Nr. #000664) (Specht and Schoepfer, 2001) flr den gezeigt wurde,
dass es phanotypische Verhaltensunterschiede gegentber dem C57BL/6J Mausstamm
gibt (Pena-Oliver et al., 2014, Siegmund et al, 2005). Phanotypische
Verhaltensunterschiede finden sich auch schon zwischen den verschiedenen C57BL/6
Mausstammen (Bryant et al., 2008, Matsuo et al., 2010). Matsuo et al. (2010) merken an,
dass der gewahlte Mausstamm Einfluss auf den mutierten Phanotyp haben kann. Es
besteht auch die Mdglichkeit, dass feine genetische Variationen/Gen-Interaktionen
zwischen den Unterstammen epistatisch mit der Mutation interagieren, d.h. dass ein Gen
die Unterdrickung der phanotypischen Auspragung eines anderen Gens unterschiedlich
stark beeinflusst, was wiederum Einfluss auf den Phanotyp des Nachwuchses haben kann
(Jackson et al., 2002, Tyler et al.,, 2017). Des Weiteren ist publiziert, dass transgene
SOD1*G93A Tiere aus der Zucht der kongenen Mauslinie B6.Cg.Tg(SOD1*G93A)1Gur/J
mit C57BL/6J Mausen einen spateren Krankheitsbeginn mit durchschnittlich 90 bis 110
Tagen aufweisen, als der Nachwuchs der hybriden Mauslinie
B6.SJL.Tg(SOD1*G93A)1Gur/J aus der Zucht mit C57BL/6J Mausen (Pfohl et al., 2015).
Zu den zuletzt genannten Zuchttieren zahlen die von Mead et al (2011) getesteten
transgenen SOD1*G93A Mause. Zudem ist der Zeitpunkt ,Krankheitsbeginn® in weiblichen
SOD1*G93A Mausen verzdgert, verglichen mit mannlichen transgenen SOD1*G93A
Geschwistertieren (Hayworth and Gonzalez-Lima, 2009, Pfohl et al., 2015).

Neben der defizitdren Motorik wird das Korpergewicht der transgenen Mause als ein
Parameter zur Beurteilung der phanotypischen Krankheitsprogression im transgenen
SOD1*G93A Mausmodell eingesetzt (Weydt et al., 2003, Garbuzova-Davis et al., 2007b,
Marcuzzo et al., 2011, Hatzipetros et al., 2015, Kreilaus et al., 2020). Mit dem Auftreten
erster motorischer Defizite stagniert das Korpergewicht der transgenen Tiere, gefolgt von
einem stetigen Gewichtsverlust in Abhangigkeit von der Schwere der motorischen Defizite.
Die Stagnation des Kdrpergewichtes der transgenen SOD1*G93A Mause wurde erstmals
von der 14. Lebenswoche auf die 15. Lebenswoche dokumentiert. Eine Reduzierung des
Kdrpergewichtes nach der 16. Lebenswoche, wie u.a. von Lewis et al. (2014) beschrieben
(Lewis et al., 2014), wiesen die transgenen SOD1*G93A Tiere bis zum Versuchsende nicht
auf. Zum einen aufgrund der nicht so weit fortgeschrittenen Progression des Phanotyps und
zum anderen aufgrund der behordlichen Bestimmungen, den Tieren ab der 13. Woche
zusatzlich Futter und Wasser in Form eines Futtergelkissens auf den Kafigboden zu legen.
Letzteres hat einen Einfluss auf den Parameter Képergewicht. Fir die ubliche Futter- und

Trinkwasseraufnahme missen sich die Mause auf die Hinterbeine stellen und
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hochstrecken. Durch das Gelkissen wurde die weitere Futter- und Wasseraufnahme
gewahrleistet, unabhangig von der kérperlichen Verfassung eines Tieres, wodurch eine
Beeintrachtigung auf den Parameter ,Kdrpergewicht* nicht ausgeschlossen werden kann.
Unsere Ergebnisse unterstitzten frihere Beobachtungen, dass das Gewicht der kongenen
SOD1*G93A Mause Uber mehrere Wochen zweitweise stagniert, wahrend die motorischen
Defizite weiter signifikant messbar voranschreiten (Apolloni et al., 2013, Lewis et al., 2014).
Das absolute Gewicht (g) sollte daher nicht als primarer Faktor zur Beurteilung der

phanotypischen Krankheitsprogression im Mausmodell genutzt werden.

Die erhobenen Daten der Pilotstudie zeigen, dass sich die Auspragung des spezifischen
Phanotyps der transgenen SOD1*Mause in unserer hausinternen Kohorte zeitlich
gegenuber der Kohorte von Mead et al. (2011) verzdgert. Unter Bertcksichtigung des als
.Krankheitsbeginn“ bezeichneten Zeitpunktes, an dem die transgenen Tiere gleichzeitig
einen Spreizungsdefekt und Tremor in den Hinterbeinen zeigten, und der in den
verschiedenen Verhaltenstests (SHIRPA-Test, modifizierter Stabtest, Greifstarketest und
Spreiztest der Hinterbeine) festgestellten motorischen Defizite im Alter von 12 Wochen,
wurde der Behandlungsstart der ersten praklinischen Therapiestudie auf ein Alter von
12 Wochen festgelegt. Der Zeitpunkt wurde vier Wochen vor dem Zeitpunkt
~Krankheitsbeginn® gelegt, da zuerst in einer praventiven Behandlung untersucht werden
sollte, ob die Behandlung mit RD2RD2 einen generellen therapeutischen Effekt auf den
neurodegenerativen Phanotyp und die neuroinflammatorischen Prozesse im SOD1*G93A
Mausmodell hat. Die praventiven Therapiestudien wurden mit einem Alter der Tiere von
16 Wochen beendet.

Anpassungen fiir die Therapiestudien

Der FuRabdrucktest war von allen motorischen Tests in seiner Ausfuhrung am
zeitaufwandigsten und am wenigsten sensitiv zur Detektion motorischer Defizite im
Vergleich zum modifizierte Stabtest, dem Greifstarketest oder dem Spreizreflextest. Aus
diesen Grinden wurde der Test in den Therapiestudien nicht weiter durchgefuhrt. Des
Weiteren wurde beschlossen, die unten aufgeflihrten Verhaltenstests wdchentlich
durchzufiihren, da festgestellt wurde, dass ein zweiwochiges Versuchsintervall fur den
SHIRPA-Test, modifizierten Stabtest, Greifstarke- und Spreizreflextest der Hinterbeine zur
Beurteilung der phanotypischen Krankheitsprogression und der potentiell therapeutischen
Wirkung von RD2RD2 in diesem Mausmodell ein zu groRBer Zeitabstand ist, um die
Progression des motorisch-neurodegenerativen Phanotyps zu monitorieren. Zudem wurde
das MRT Messverfahren zur Detektion der Neurodegeneration im M. gastrocnemius gegen

das PET getauscht. Bei RD2RD2 handelt es sich um ein potentiell antiinflammatorisch
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wirkendes Peptid. Es besteht eine Korrelation zwischen Aktivierung von Mikrogliazellen und
dem Schweregrad der ALS Symptome (Hall et al., 1998, Boillée et al., 2006, D'Ambrosi et
al.,, 2009, Lewis et al., 2014). Die PET-Messungen vom Hirn wurden durchgefihrt, um
zusatzlich zu den histologischen Untersuchungen aktivierter Gliazellen im Gehirn den
Behandlungserfolg von RD2RD2 auf die Neuroinflammation von transgenen SOD1*G93A
Mausen zu untersuchen. In einer Studie von Corcia et al. (2012) (Corcia et al., 2012) konnte
gezeigt werden, dass die molekulare Bildgebung mittels ['8F] DPA-714 (DPA; N, N-Diethyl-
2-[4-phenyl]-5,7-dimethylpyrazolo [1,5-a] pyrimidin-3-acetamid) PET-Messung eine
erfolgsversprechende Methode ist, therapiebegleitend einen Behandlungserfolg in Bezug
auf die Neuroinflammation im Gehirn und speziell die mikrogliale Aktivierung zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden am Ende der praventiven i.p. Therapiestudie alle
transgenen und nicht-transgenen Tiere im PET gemessen. In den p.o. Therapiestudien
wurden die transgenen SOD1*G93A zudem ein zweites Mal im PET gemessen (1. Messung
vor Behandlungsbeginn und 2. Messung am Ende der Therapiestudie), um den
Behandlungseffekt von RD2RD2 auf die Neuroinflammation nachzuweisen, sowohl
innerhalb der RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Versuchsgruppe (1.
Messung vs. 2. Messung), als auch zwischen den RD2RD2- und Placebo behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mausen am Ende der Therapiestudie (RD2RD2 vs. Placebo). Die
erste PET-Messung wurde vor Behandlungsbeginn durchgefihrt, um eine potentielle
Beeinflussung von RD2RD2 auf die Neuroinflammation ausschlielRen zu kénnen. Die PET-
Messungen wurden in Kooperation mit Dr. Antje Willuweit am INM-4 von M.Sc. Michael
Schoneck durchgefiihrt. Verwendet wurde der ['®F] DPA-714 Radioligand des 18 kDa
Translokator Proteins, das als Marker fir aktivierte Mikroglia bekannt ist. Die Daten werden
z.Zt. ausgewertet und sind nicht Teil dieser Doktorarbeit. Die Erwahnung dient der
Erklarung, warum die Behandlung der Tiere in den Therapiestudien nicht direkt nach
Abschluss der Basismessungen gestartet sind. Daruber hinaus wurde der
Beurteilungsbogen (Scoresheet) angepasst und um die Beurteilung der Parameter zum
Verlust der Spreizung und der Entwicklung eines Tremors erweitert (Score: 0 = normale
Spreizung beider Hinterbeine, kein Tremor; 1 = eingeschrankte Spreizung eines oder beider
Hinterbeine und deutlicher Tremor in mindestens einem Bein; 2 = Tier zieht teilweise beim
Laufen ein Bein nach, volliges Fehlen der Spreizung beider Hinterbeine und 3 = vollstandige

Lahmung von mind. 2 Gliedmalen).
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5.2 Praventive Therapiestudien

Die bisherigen Arbeiten unserer Forschungsgruppe zielten auf die Entwicklung eines
Wirkstoffes zur krankheitsmodulierenden Behandlung der AD ab. Die aus D-enantiomeren
Aminosaureresten aufgebauten Peptide, die in vitro die vielversprechendsten Ergebnisse
lieferten (Olubiyi et al., 2014, Klein et al., 2017, van Groen et al., 2017, Kutzsche et al.,
2017), wurden in praklinischen Behandlungsstudien an mehreren AD Mausmodellen
getestet (Funke et al., 2010, van Groen et al., 2017, Kutzsche et al., 2017, Schemmert et
al., 2019b, Schemmert et al., 2019a). Im Zuge dieser Forschung wurde RD2RD2 in einer
Screeningkampagne gegen AR entdeckt. Trotz vielversprechender in vitro Ergebnisse einer
durch RD2RD2 signifikant reduzierten AB-induzierten Zelltoxizitat (Kutzsche et al., 2017),
zeigte die in vivo Behandlung mit RD2RD2 in sieben Monate alten transgenen APP/PS1
Mausen weder einen Einfluss auf die Konzentration von AR, noch auf die Performance der
Tiere (Manuskript Kapitel 3.1). Daftr wurde in den RD2RD2-behandelten, transgenen AD
Mausen eine signifikante Reduzierung neuroinflammatorischer Marker nachgewiesen. Als
Astrozyten-spezifischer Zellmarker diente das glial fibrillary acidic protein (GFAP) und zur
Identifizierung aktivierte Mikrogliazellen wurde das ionized calcium-binding adapter
molecule 1 (Iba1) verwendet. Fur das APP/PS1 Mausmodell ist beschrieben, dass im Alter
von sechs Monaten eine hohe Anzahl von GFAP-positiven Astrozyten und Iba1-positiven
Mikrogliazellen in der Nahe der sich entwickelnden A Ablagerungen im Kortex vorliegt
(Gordon et al., 2002). Am Ende der vierwtchigen Behandlung waren die Tiere acht Monate
alt und eine entsprechende Neuroinflammation wurde vorausgesetzt. Die Behandlung mit
RD2RD2 reduzierte die Anzahl der aktivierten Gliazellen im Kortex und Hippocampus der
behandelten APP/PS1 Mause nahezu auf das Niveau der nicht-transgenen
Geschwistertiere, wahrend die Placebo-behandelte, transgene  SOD1*G93A
Versuchsgruppe eine signifikant ausgepragte Gliose entwickelte (Manuskript Kapitel 3.1).
Des Weiteren ergab eine biochemische Analyse von Plasmaproben eine signifikante
Abnahme der Zytokinspiegel in RD2RD2-behandelten, transgenen APP/PS1 Mausen
(Manuskript Kapitel 3.1). Die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wird durch die
Aktivierung von Gliazellen beeinflusst (Heneka et al., 2015). Aufgrund dieser Daten wurde
die Hypothese aufgestellt, dass RD2RD2 eine entziindungsmodulierende Wirkung besitzt,
die zu einer geringeren Aktivierung von Gliazellen im Gehirn und damit verbundenen
Senkung des Zytokinspiegels im Plasma RD2RD2-behandelter, transgener APP/PS1
Mausen fuhrt, ohne das RD2RD2 eine direkte Wirkung auf die AB Pathologie hat. Um die
antiinflammatorische Wirkung von RD2RD2 ausflihrlicher zu charakterisieren, wurde ein
Tiermodell gesucht, in der neuroinflammatorische Prozesse nach aktuellem Wissensstand

eine Schlusselrolle in der Krankheitsprogression spielen (Tortelli et al., 2020, Filipi et al.,
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2020). Aufgrund der Ahnlichkeit humaner klinischer Merkmale und Pathologie wurde das
SOD1*G93A Mausmodell ausgewahlt. In der ersten praklinischen Therapiestudie wurden
nicht-transgene und transgene Mause mittels einer i.p. implantierten osmotischen
Minipumpe mit RD2RD2 oder Placebo (isotonischer Kochsalzlésung 0,9 %) Gber die Dauer

von 28 Tagen behandelt, analog der vorherigen AD Studie.

Verhaltenstests

Anhand des SHIRPA-Tests, konnte gezeigt werden, dass die RD2RD2-Behandlung
transgener SOD1*G93A Mause signifikant die Progression des Phanotyps verzogerte im
Vergleich zu Placebo-behandelten Geschwistertieren. Wahrend die Placebo-behandelten
Mause innerhalb der vierwdchigen Behandlungsdauer eine signifikante Progression ihres
Phanotyps zeigten, verzdgerte die RD2RD2-Behandlung sowohl das Fortschreiten des
spezifischen Phanotyps, als auch der motorischen Defizite in den mit D-Peptid-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Geschwistertieren (Manuskript Kapitel 3.1). Die Verlangsamung
der Progression des neurodegenerativen Phanotyps in RD2RD2-behandelten SOD1*G93A
Mausen wurde durch den modifizierten Stabtest verifiziert, wahrend die Beeintrachtigung
der motorischen Leistung der Placebo-behandelten SOD1*G93A Mause langsam, aber
signifikant voranschritt. Signifikante Veranderungen zwischen den RD2RD2- und Placebo-
behandelten, transgenen Mausen waren im SHIRPA-Test (motorische Parameter) bereits
nach zwei Behandlungswochen erkennbar (Manuskript Kapitel 3.1). Wie in der Pilotstudie
wurde in der praventiven i.p. Therapiestudie der Zeitpunkt “Krankheitsbeginn” nach den
Kriterien von Mead et al. (2011) definiert (Mead et al., 2011). Die Behandlung verzdgerte
den Ausbruch der Symptome bei RD2RD2-behandelten SOD1*G93A Mausen, jedoch
ergab die Kaplan-Meier-Analyse keinen signifikanten Unterschied im Zeitpunkt
“Krankheitsbeginn” zur Placebo-behandelten SOD1*G93A Versuchsgruppe (RD2RD2-
behandelt: 104 Tage und Placebo-behandelt: 101,5 Tage) (Manuskript Kapitel 3.1).
Durchschnittlich lag der Zeitpunkt der zwei Behandlungsgruppen in der 14. Woche und
damit zum einen zwei Wochen nach dem Start der i.p. Therapiestudie und zum anderen
zwei Wochen vor dem berechneten Zeitpunkt ,Krankheitsbeginn® in der Pilotstudie. Die
Erfahrung aus der Pilotstudie, die wochentlichen Verhaltenstests (Spreizreflextest) und die
engmaschigere Begutachtung der Tiere per Beurteilungsbogen flhrte zu einer exakteren
Eingrenzung des Zeitpunktes ,Krankheitsbeginn® als der bestimmte Zeitpunkt in der
Pilotstudie, welcher der Literatur entsprach (Pfohl et al., 2015, Hayworth and Gonzalez-
Lima, 2009).

In der zweiten praventiven Therapiestudie wurden die transgenen SOD1*G93A Mause und

nicht-transgene Geschwistertiere taglich p.o. mit RD2RD2 oder Placebo (Trinkwasser)
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behandelt (Manuskript Kapitel 3.2), die in speziell angefertigten Gelatinedrops formuliert
wurden (Schemmert et al., 2019b). Die orale Behandlung wurde aufgrund verschiedener
vorteilhafter Grinde als Verabreichungsform gewahlt, die lauten: Die Applikation von
Arzneimitteln findet Ublicherweise in oraler Form statt, es ist die am wenigsten invasive
Applikationsform der Arzneimittelgabe bei Patienten und bringt in der Langzeitanwendung
die hochste Therapietreue mit sich. Des Weiteren war die Behandlungsdauer mit RD2RD2
in der praventiven i.p. Therapiestudie durch die begrenzte Nutzungszeit der osmotischen
Minipumpe auf 28 Tagen limitiert. Das Ziel dieser praventiven Therapiestudie war es
einerseits, das therapeutische Potential von RD2RD2 auf die ALS Pathogenese nach oraler
Verabreichung zu untersuchen und andererseits, die therapeutische Wirkung von RD2RD2
zu evaluieren, wenn der Behandlungszeitraum verlangert wird. In einigen SOD1*G93A
Therapiestudien mit entziindungshemmenden Substanzen ist publiziert, dass ein
Behandlungsstart, der deutlich vor dem Auftreten erster klinischer Symptome stattfand,
einen signifikanten Effekt auf die Neuroinflammation und die Krankheitsprogression in
transgenen SOD1*G93A Mausen gezeigt hat (Keller et al., 2011, Patel et al., 2015, Apolloni
et al., 2016). Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse aus der i.p. Therapiestudie
entschieden wir uns daftir die Behandlung in der p.o. Therapiestudie friher zu starten. Der
Behandlungsbeginn lag aus diesem Grund bei einem Durchschnittsalter der Mause von
sieben Wochen und somit funf Wochen vor Behandlungsbeginn der praventiven i.p.

Therapiestudie.

In der p.o. Therapiestudie konnten eine erhdhte in vivo Wirksamkeit von RD2RD2 entgegen
der i.p. Therapiestudie nachgewiesen werden. Placebo-behandelte, transgene
SOD1*G93A Mause zeigten ein signifikantes Fortschreiten des neurodegenerativen
Phanotyps verglichen mit RD2RD2-behandelten, transgenen Mausen (Manuskript Kapitel
3.2). Die Ergebnisse des SHIRPA-Tests und der zusatzlichen motorischen Tests
(modifizierte Stabtest, Greifstarke- und der Spreizreflextest der Hinterbeine) zeigten eine
signifikant verlangsamte Progression des motorisch-neurodegenerativen Phanotyps von
RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen, insbesondere in den ersten
Behandlungswochen. Die RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause nahmen
wahrend des Versuchszeitraumes relativ mehr an Gewicht zu als die mit Placebo-
behandelten, transgenen Geschwistertiere (Manuskript Kapitel 3.2). Im Durchschnitt wogen
die beiden transgenen SOD1*G93A Versuchsgruppen weniger als die nicht-transgenen
Geschwistertiere (Daten unpubliziert). Zur Beurteilung der Krankheitsprogression und des
Zeitpunktes “Krankheitsbeginn” wurden die transgenen SOD1*G93A Tiere mindestens
dreimal pro Woche nach den Kriterien von Mead et al. (2011) auf den Verlust des

Spreizreflexes und dem gleichzeitigen Auftreten eines Tremors in den Hinterbeinen
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untersucht (Mead et al., 2011) (Manuskript Kapitel 3.2). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der verschiedenen Verhaltensanalysen verzogerte die orale RD2RD2-

Behandlung den Krankheitsausbruch im transgenen SOD1*G93A Mausmodell signifikant.

Es konnte gezeigt werden, dass die orale Verabreichung von 50 mg/kg RD2RD2
ausreichend ist, um einen therapeutischen Effekt im transgenen SOD1*G93A Mausmodell
zu erreichen. Verglichen mit der i.p. Therapiestudie konnte festgestellt werden, dass eine
frihere RD2RD2 Behandlung im transgenen SOD1*G93A Mausmodell die phanotypische
ALS Symptomatik effektiv verzdgert, wie zuvor von anderen Forschergruppen publiziert
(Keller et al., 2011, Patel et al., 2015, Apolloni et al., 2016). Die nicht-transgenen
Geschwistertiere zeigten wahrend der beiden praventiven Therapiestudien ein normales,

wildtypisches Verhalten und keine Defizite in der motorischen Leistung.

Immunhistochemische Quantifizierungen

Neben den klinischen Symptomen ist die Neuroinflammation ein prominentes
pathologisches Merkmal der ALS. In der friihen Phase der Erkrankung erzeugen aktivierte
Gliazellen eine schitzende Immunantwort, wahrend im weiteren Verlauf der Erkrankung
eine UbermaRige Gliazellreaktion schadlich ist und zu einer neurotoxischen Reaktion fuhrt
(Beers et al., 2006, Hooten et al., 2015). Die Aktivierung von Gliazellen fihrt zu
Veranderungen in der Produktion und Freisetzung von Entzindungsmarkern (Evans et al.,
2013, Becher et al.,, 2017, Mammana et al., 2018), wodurch die Krankheitsprogression
fortschreitet. Als Reaktion auf die Krankheitsprogression verandern z.B. Astrozyten ihre
Morphologie und Funktion. Dieser Prozess umfasst umfangreiche, molekulare
Veranderungen, die zur Hypertrophie und Proliferation der Astrozyten flhrt (Kushner et al.,
1991, Levine et al., 1999, Diaz-Amairilla et al., 2011). Mikroglia sind wie Astrozyten primare
Immunzellen des zentralen Nervensystems, die als Reaktion der Krankheitsprogression
aktiviert werden, wobei die Zellen abgestufte und zeitliche Veranderungen in ihrer
Morphologie und Genexpression durchlaufen (Henkel et al., 2009, Ohgomori et al., 2016).
Zur Validierung der Ergebnisse aus den Verhaltensversuchen der praventiven i.p.
Therapiestudie wurde in einer histologischen Untersuchung bei allen Mausen die
Aktivierung von Entziindungsmarkern (Astrozyten und Mikroglia) im Hirnstamm sowie die
neuronale Dichte im motorischen Kortex untersucht (Manuskript Kapitel 3.1). Weiterhin
analysierten wir Gewebeschnitte des lumbalen Rickenmarks, in dem die motorischen
Bahnen aus dem Gehirn zu den Hintergliedmalen verlaufen. Fir die pathologische Analyse
wurde die Anzahl der aktivierten Gliazellen und die Anzahl der Neuronen durch
immunhistochemische Farbung bestimmt und quantifiziert. Die RD2RD2-Behandlung fuhrte

im transgenen SOD1*G93A Mausmodell zu einer Verringerung der Gliose im Hirnstamm
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und im Ilumbalen Ruckenmark verglichen mit Placebo-behandelten, transgenen
Geschwistertieren (Manuskript Kapitel 3.1), was darauf hindeutet, dass die RD2RD2-

Behandlung die Neuroinflammation effizient reduziert.

Weiterhin untersuchten wir die Dichte der Neurone im motorischen Kortex und im
Hirnstamm. Neurone im motorischen Kortex regulieren die Kontrolle der motorischen
Leistung und degenerieren selektiv wahrend der Krankheitsprogression im transgenen
SOD1*G93A Mausmodell (Fogarty et al., 2015). Die progressive Degeneration der Neurone
des motorischen Kortex und des Hirnstamms fihren zur Atrophie u.a. der
Hinterbeinmuskulatur und somit zu Defiziten in der motorischen Leistung der Tiere. Die
Analyse der neuronalen Kerne im Hirnstamm und im motorischen Kortex in Gewebeproben
der transgenen SOD1*G93A Mausen vs. der nicht-transgenen Geschwistertiere ergab
einen Verlust an Neuronen analog publizierter Daten (An et al., 2014, Solomonov et al.,
2016). Dennoch war die Anzahl der Neuronen im motorischen Kortex und im Hirnstamm
signifikant hoher in RD2RD2-behandelten SOD1*G93A Mausen als in der Placebo-
behandelten transgenen Versuchsgruppe (Manuskript Kapitel 3.1). Aufgrund dieses
Ergebnisses, wird ein positiver Effekt von RD2RD2 auf das neuronale Uberleben im

transgenen SOD1*G93A Mausmodell nicht ausgeschlossen.

Analog der ersten Therapiestudie wurden immunhistochemische Analysen von Hirn- und
Ruckenmarkgewebe der drei Versuchsgruppen nach der Beendigung der praventiven p.o.
Therapiestudie  durchgefuhrt  (Manuskript Kapitel 3.2). Zur Beurteilung der
Neuroinflammation in Abhangigkeit der phanotypischen Krankheitsprogression wurde der
Hirnstamm und das lumbale Ruckenmark auf die Anzahl aktivierter Mikrogliazellen und
Astrozyten quantifiziert. Die immunhistochemischen Analysen ergaben eine signifikant
erhohte Gliose im Hirnstamm und lumbalen Rickenmark transgener Mause im Vergleich
zu den nicht-transgenen Geschwistertieren. Jedoch war die Anzahl aktivierter
Mikrogliazellen und Astrozyten im Hirnstamm der RD2RD2- vs. Placebo-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mause signifikant reduzierter (Manuskript Kapitel 3.2). Die Daten
der immunhistochemischen Quantifizierung korrelierten zudem signifikant mit den
erhobenen Daten aus dem SHIRPA-Test zum neurodegenerativen Phanotyp in der letzten
Behandlungswoche (Manuskript Kapitel 3.2). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Behandlung mit RD2RD2 einen Einfluss auf den inflammatorischen Prozess und die

Aktivierung von Gliazellen im Hirnstamm transgener SOD1*G93A Mausen hat.

Ein definierendes Merkmal der ALS-ahnlichen Symptomatik ist die fatale Progression der
Neurodegeneration (Boillée et al., 2006, Lewis et al., 2014, Fogarty et al., 2015). Aufgrund

der normalisierten motorischen Leistung der RD2RD2-behandelten, transgenen
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SOD1*G93A Mausen, untersuchten wir, ob die RD2RD2-Behandlung einen Effekt auf die
Anzahl der Neurone hat (Manuskript Kapitel 3.2). Dazu farbten wir reife und cholinerge
Neurone im Hirnstamm und im motorischen Kortex aller Mduse nach Versuchsende an. In
beiden Hirnarealen war die Anzahl der Neurone der RD2RD2-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Mause anndhernd auf dem Niveau der nicht-transgenen Geschwistertiere
(Manuskript Kapitel 3.2). Die Quantifizierung im Hirnstamm zeigte eine signifikante
Degeneration der Neurone in Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen vs.
nicht-transgener Geschwistertiere und eine signifikant fortgeschrittene Neurodegeneration
im motorischen Kortex der Placebo-behandelten, transgenen Tiere (Manuskript Kapitel
3.2). Die Daten der immunhistochemischen Quantifizierung der Neurone korrelierten
zudem signifikant mit den erhobenen Daten aus dem SHIRPA-Test zum
neurodegenerativen Phanotyp in der letzten Behandlungswoche (Manuskript Kapitel 3.2).
Ausgehend von diesen Ergebnissen kann man schlussfolgern, dass RD2RD2 im
SOD1*G93A Mausmodell einen neuroprotektiven Effekt hat.

Zusammenfassend wurde in den praventiven Therapiestudien gezeigt, dass die
Behandlung mit RD2RD2 im transgenen SOD1*G93A Mausmodell zu einer Reduktion
aktivierter Gliazellen im Rickenmark und Hirnstamm fiihrte, sowie zur Neuroprotektion der

reifen und cholinergen Neurone im Gehirn.

Biochemische Analyse

Zusatzlich zu den immunohistochemischen Quantifizierungen der Gliazellen der
praventiven p.o. Therapiestudie wurde ein Multiplex-Immunoassay durchgefihrt unter der
Fragestellung, ob die Behandlung mit RD2RD2 einen antiinflammatorischen Effekt auf
Entzindungsmarker wie Zytokine und Chemokine im Plasma behandelter, transgener
SOD1*G93A Mausen hat. Hierfir wurden Plasmaproben am Versuchsende extrahiert, wie
in Kapitel 4.1.5 beschrieben. Die Messung wurde am Deutsches Diabetes-Zentrum (DDZ)
des Leibniz-Zentrum fir Diabetes-Forschung an der Heinrich-Heine-Universitat in
Dusseldorf von Dr. Sonja Hartwig durchgefuhrt. Nicht alle Proben konnten im Multiplex-
Immunoassay aufgrund einer limitierenden Probenanzahl des Assays gemessen werden.
Die Daten wurden nach Herstellerangabe ausgewertet, was bedeutet, dass alle Werte

unterhalb der Nachweisgrenze von der Analyse ausgeschlossen wurden.

Die Behandlung mit RD2RD2 flihrte zu einer Normalisierung einiger Entzindungsmarker
(Interleukine: IL-1B3, IL-6, IL-10 und Chemokin: CCL-2) im Plasma der transgenen
SOD1*G93A Mause verglichen mit den gemessenen Konzentrationen im Plasma der nicht-
transgenen Geschwistertiere (Manuskript Kapitel 3.2). Die Analyse ergab des Weiteren eine

signifikante Erhdhung bzw. Reduzierung mehrerer Zytokine und Chemokine (IL-183, IL-6,
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IL-10, IL-12p40, IL-13, IL-17, CCL-2 und CXCL-1) in Plasmaproben von Placebo-
behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen vs. nicht-transgenen Geschwistertieren.
Die Messung der Interleukine 10 und 13 und des Chemokins CCL-2 ergab zu dem einen
signifikant erhdhten Wert im Plasma von RD2RD2- vs. Placebo-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Méause.

Sowohl in ALS Patienten, als auch im transgenen SOD1 Mausmodell spielen
Entzindungsmarker, wie Zytokine, eine Rolle in der Pathogenese der ALS (Elliott, 2001,
Beers et al., 2011a, Prado et al., 2018). Abhangig von einem komplexen Zusammenspiel
zwischen verschiedenen Immunzellen und Mediatoren, wirken die Entzindungsmarker je
nach Stadium der Krankheitsprogression toxisch oder neuroprotektiv (Elliott, 2001,
Jeyachandran et al.,, 2015). Zudem ist die Induktion der Zytokine im zentralen
Nervensystem weitgehend von der Aktivierung der Gliazellen abhangig (Boillée et al., 2006,
Hensley et al., 2006, Haidet-Phillips et al., 2011). Ein wichtiges Zytokin ist das bifunktionale
IL-6, was sowohl als proinflammatorischer Botenstoff (Scheller et al., 2011), als auch als
antiinflammatorisches Myokin (Pedersen and Febbraio, 2008) in physiologischen
Prozessen fungiert. In transgenen Mausen mit mutierten SOD1*G93A setzen aktivierte
Mikrogliazellen TNF-a frei (Weydt et al., 2004), das die Produktion von IL-6 in Astrozyten-
und Mikrogliazellen stimuliert, was im zentralen Nervensystem zu einer reaktiven Gliose
fuhrt (Gruol and Nelson, 1997). Die Reduktion der neuroinflammatorischen
Gliazellexpression im Gehirn der RD2RD2- vs. Placebo-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Mause und die Ergebnisse der Zytokinmessung geben diesen

Zusammenhang wieder.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte folgendes mit bedacht werden: Es ist moglich,
dass die Zytokinlevel der Mause durch induzierten korperlichen Stress vor der Gewinnung
der Plasmaproben beeinflusst wurden. In einem Experiment von Cheng et al. (2015) wird
gezeigt, dass sich durch induzierten Belastungsstress die Zytokinlevel im Plasma von
C57BL/6 Mausen erhdhen (Cheng et al., 2015). Durch die kurzzeitige Inhalationsnarkose
(max. 2-3 min) vor der finalen Herzpunktion der nicht-transgenen Tiere, sowie die max. 60-
minltige Inhalationsnarkose inkl. PET-Messung der transgenen SOD1*G93A Mause,
haben die Tiere ein erhéhtes Stresslevel erfahren als nicht-transgene Tiere, die direkt zur
Organentnahme finalisiert werden. Der Stressfaktor der nicht-transgenen und transgenen
Tiere kdnnte zudem unterschiedlich stark gestiegen sein, aufgrund der unterschiedlichen

Zeit, die die Tiere in der Narkose verbrachten, sowie der Applizierungen des PET-Tracers.
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Zusammenfassung der praventiven Therapiestudie

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die praventive Behandlung mit RD2RD2 im
transgenen SOD1*G93A Mausmodell therapeutische Wirksamkeit zeigt. Die Behandlung
mit RD2RD2 stoppte das Fortschreiten des Phanotyps der transgenen SOD1*G93A Mause
ab Behandlungsbeginn und es kam wahrenddessen zu keiner signifikanten Progression
des neurodegenerativen Phanotyps. In den RD2RD2-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Mausen kam es zu einer Reduktion der aktivierten Gliazellen im Hirnstamm
und im lumbalen Rickenmark. Die Analysen der Neuronen in verschiedenen Gehirnarealen
zeigten eine neuroprotektive Funktion in den RD2RD2-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Tieren.

Die Behandlungsdauer in den praventiven Therapiestudien wurde durch behdrdliche
Vorschriften auf den Zeitpunkt vor dem Einsetzen der schwerwiegenden Symptomatik in
den transgenen SOD1*G93A Mausen eingeschrankt, der durch den Zeitpunkt
“Krankheitsbeginn” (16 Wochen) in der Pilotstudie definiert wurde. Aus diesem Grund,
konnte vorerst keine Aussage zum Behandlungseffekt von RD2RD2 auf transgene
SOD1*G93A Mause Uber diesen Zeitpunkt hinaus getroffen werden. Nachdem die
Wirksamkeit von RD2RD2 im transgenen SOD1*G93A Mausmodell nachgewiesen wurde,
durfte eine kurative Therapiestudie (Uberlebensstudie) durchgefiihrt werden, d.h. die
RD2RD2-Behandlung von transgenen SOD1*G93A Mause wurde Uber das Alter von 16

Lebenswochen weitergefuhrt bis zum Erreichen definierter Abbruchkriterien (Kapitel 4.1.2).
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5.3 Kurative Therapiestudie

Behandlungseffekte nach oraler Applikation von L-RD2RD2

Basierend auf den Erkenntnissen der durchgefihrten praventiven RD2RD2
Behandlungsstudien im SOD1*G93A Mausmodell, sollte in einem nachsten Schritt das
therapeutische Potential von RD2RD2 in einer kurativen p.o. Studie untersucht und validiert
werden. Fur die kurative Behandlungsstudie wurde erneut die orale Verabreichung gewahlt,
da dies die bevorzugte Applikationsmethode beim Menschen ist. Um zu untersuchen, ob
RD2RD2 einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf und das Uberleben hat, wurden die
transgenen SOD1*G93A Mausen taglich mit 50 mg/kg Peptid- oder Placebo-Geleedrops
geflttert. Um unerwiinschte Nebenwirkungen bei Wildtyp-Mausen auszuschlielRen, wurde
eine Gruppe von nicht-transgenen Geschwistertieren mit einer aquivalenten Dosis an
Peptid behandelt. Die Behandlung der transgenen SOD1*G93A Mausen wurde bis zum
Erreichen definierter Abbruchkriterien durchgefiihrt (Kapitel 4.1.2), wahrend die
Behandlung der nicht-transgenen Gruppen eine Woche langer durchgefiihrt wurde. Wie in
der Stellungnahme (Kapitel 4.1.1) erklart, kam es aufgrund einer Fehllieferung des
Peptidherstellers zur Applikation von L-RD2RD2, anstelle der D-Form wie in den vorherigen

praventiven Therapiestudien.

Verhaltenstests

Die beiden nicht-transgenen Gruppen zeigten wahrend des gesamten Versuchszeitraums
ein normales Wildtyp-Verhalten und eine normale motorische Leistung. Die L-RD2RD2-
Behandlung der nicht-transgenen Mause hatte keine Auswirkungen auf das Verhalten oder
die motorische Leistung der Tiere. Uber den gesamten Behandlungszeitraum gab es keine
signifikanten Gewichts- und Verhaltensunterschiede zwischen den L-RD2RD2- vs. Placebo
behandelten, nicht-transgenen Mausen, oder Anzeichen von Unwohlsein oder
gesundheitlichen Defizite in der Gruppe der L-RD2RD2-behandelten, nicht-transgenen
Mause. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Behandlung mit L-RD2RD2 in

gesunden Tieren keine Nebenwirkungen verursachte.

Die mit Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mause zeigten Uber den gesamten
Versuchszeitraum eine signifikante Progression des neurodegenerativen Phanotyps im
SHIRPA-Test, wahrend die L-RD2RD2-Behandlung im transgenen SOD1*G93A
Mausmodell zu einer langsameren Progression des Phanotyps flhrte. Vorallem in den
ersten drei Therapiewochen bewirkte die Behandlung mit L-RD2RD2 eine =zeitliche
Verschiebung der phanotypischen Auspragung in transgenen SOD1*G93A Mausen, die bis

zum letzten Versuchstag detektiert wurde. Dartber hinaus waren die lokomotorische
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Aktivitdt und das spontane Explorationsverhalten der mit L-RD2RD2-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mause im Offenfeldtest nach zehn Wochen Behandlung auf dem
Niveau der nicht-transgenen Mause. Die Untersuchung der motorischen Defizite in den
verschiedenen Verhaltenstests (Rotarod-Test, modifizierten Stabtest, Greifstarke- und
Spreizreflextest) ergab, dass die motorische Leistung der Placebo-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mause ab der Basismessung (Behandlungswoche 0) wdchentlich
defizitarer wurde, wahrend eine signifikante Verzégerung der motorischen Defizite von
L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen gemessen wurde. Nach der
dritten Behandlungswoche wurde wie in der Placebo-behandelten, transgenen
SOD1*G93A Versuchsgruppe ein stetiger Anstieg der phanotypischen Progression und der
motorischen Defizite in der mit L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Gruppe
detektiert, der ab diesem Zeitpunkt signifikant wurde im Vergleich zur Versuchsgruppe
L-RD2RD2-behandelter, nicht-transgener Mausen. Dennoch war der neurodegenerative
Phanotyp und die motorische Leistung der L-RD2RD2- vs. Placebo-behandelten
SOD1*G93A Mausen bis zum Ende der Verhaltensexperimente signifikant geringer

ausgepragt.

Die Ergebnisse der Verhaltenstests von den L-RD2RD2- vs. Placebo-behandelten
SOD1*G93A Mausen aus den ersten Wochen zeigen, das L-RD2RD2 zum Therapiebeginn
eine geringflgige therapeutische Wirksamkeit im SOD1*G93A Mausmodell hat, was zu
einer Verschiebung der Auspragung der phanotypischen Defizite L-RD2RD2-behandelter,
transgener SOD1*G93A Mause fuhrte. In unserem Labor werden L-Peptide standardmafig
zur Kontrolle in in vitro Versuchen, wie z.B. bei der Uberprifung der proteolytischen
Stabilitdt neu entwickelter D-Peptide in Kdrperflissigkeiten (Magen-Darmsaft) eingesetzt
(Elfgen et al., 2017, Elfgen et al., 2019). Innerhalb weniger Minuten sind die L-Peptide
proteolytische abgebaut und nicht mehr detektierbar. Aus dieser Erfahrung wird
geschlussfolgert, dass L-RD2RD2 im Darm sehr schnell abgebaut wurde und daher die
therapeutische Wirksamkeit von L-RD2RD2 von Beginn an limitiert war. Den
therapeutischen Effekt von L-RD2RD2 im transgenen SOD1*G93A Mausmodell, der
vorallem in den ersten drei Behandlungswochen detektiert wurde, fihren wir darauf zurick,
dass die Progression des motorisch-neurodegenerativen Phanotyps in den transgenen
Tieren zu Behandlungsbeginn noch nicht soweit fortgeschritten war, sodass L-RD2RD2
eine geringfiugige therapeutische Wirksamkeit erzielen konnte. Die Vermutung wird
dahingehend unterstitzt, dass der therapeutische Effekt von L-RD2RD2 ab der dritten
Behandlungswoche (Tiere 13 bis 14 Wochen alt) keine weitere Verlangsamung des
neurodegenerativen Phanotyps in L-RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A

Mausen induzierte, sondern nur die reduzierte defizitdre Leistung aus den ersten zwei
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Behandlungswochen gegenuber den Placebo-behandelten, transgenen SOD1*G93A
Geschwistertieren aufrechterhielt. Des Weiteren unterstutzen die Analysen zum Zeitpunkt
.Krankheitsbeginn® und zur Uberlebenszeit diese Annahme. Obwohl die Behandlung mit
L-RD2RD2 den Krankheitsausbruch in der transgenen SOD1*G93A Gruppe signifikant
verzogerte, wurde keine signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit erzielt. Zur
(primaren) Analyse, ob die Behandlung mit L-RD2RD2 einen Effekt auf das Uberleben von
transgenen SOD1*G93A Mausen hat, sowie ob L-RD2RD2 (sekundar) einen Einfluss auf
nicht-transgene Mause hat, wurden alle Tiere nach den letzten Verhaltensexperimenten
weiter mit L-RD2RD2-behandelt und intensiv beobachtet. Alle Mause der beiden
transgenen Gruppen erreichten die Abbruchkriterien bis zu vier Wochen nach den letzten
Verhaltensexperimenten. L-RD2RD2- und Placebo-behandelte, nicht-transgene
Geschwistertiere lebten wahrend und nach dem Ende der Verhaltenstests ohne jegliche
Nebenwirkung. Zur Kontrolle fiir die immunhistochemischen Quantifizierungen wurden die
nicht-transgenen Mause eine Woche nachdem die letzte transgene Maus die

Abbruchkriterien erreicht hatte, getotet.

Immunohistochemische Quantifizierung

Die anschlieRende immunhistochemische Analyse bestéatigte die Ergebnisse der primaren
und motorischen Verhaltenstests. Die Analyse von Gliazellen und Neuronen im Gehirn
zeigte keine signifikante Veranderung der Neuroinflammation oder des Uberlebens der
Neuronen in den L-RD2RD2- vs. Placebo-behandelten SOD1*G93A Gruppen (Kapitel
4.2.2.3). Die Gliose und die Neurodegeneration waren in beiden transgenen SOD1*G93A
Behandlungsgruppen gegenuber den nicht-transgenen Geschwistertieren signifikant
fortgeschritten. Die nicht-transgenen Gruppen wiesen ein aquivalentes Level an aktivierten
Gliazellen und Neuronen auf Wildtypniveau auf, was bestatigt, dass L-RD2RD2 keinen

negativen Einfluss auf molekularer Ebene hat.

Zusammenfassung der kurativen p.o. Therapiestudie mit L-RD2RD2

Aus den Ergebnissen der Verhaltenstests lasst sich schlieRen, dass L-RD2RD2 ein
geringflgiges therapeutisches Potential besitzt, was durch die signifikante Verzégerung
des neurodegenerativen Phanotyps und der motorischen Defizite zu Behandlungsbeginn
belegt wird. L-RD2RD2 ist u.a. aus insgesamt 10 Argininresten aufgebaut. Die Methylierung
von Arginin spielt eine wichtige Rolle in neurodegenerativen Erkrankungen, die mit der
Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen einhergehen (Basso and Pennuto, 2015). Eine
signifikante metabolische Stérung der Konzentration an Arginin wurde wahrend der
Progression der Krankheit im Plasma von ALS Mausen und in ALS Patienten festgestellt
(Patin et al., 2017, Ikenaka et al., 2019). Lee et al. (2009) zeigten, dass die tagliche orale
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Aufnahme von L-Arginin Uber das Trinkwasser im transgenen SOD1*G93A Mausmodell
dem Verlust von cholinergen Motoneuronen im lumbalen Ruckenmark vorbeugte, den
Krankheitsbeginn verzogerte und die Uberlebenszeit verlangerte (Lee et al., 2009). Die
Autoren schlussfolgern, dass L-Arginin die motorischen Neurone vor Glutamat-induzierter
Toxizitat in vivo schitzt, der Mechanismus, der diesem Effekt zugrunde liegt, aber nicht
bekannt ist. In der Studie von Lee et al. (2009) wurden transgene SOD1*G93A Mause mit
einer 6 %-igen L-Arginin Trinkwasserldsung zweimal taglich behandelt (Lee et al., 2009),
was per se einer hoheren Konzentration an L-Arginin pro Tag entspricht als der L-Arginin
Konzentration, die durch den proteolytischen Abbau von L-RD2RD2 dem Mausorganismus
zur Verfagung gestellt wurde. Die Daten zeigen, dass mit der Progression des motorisch-
neurodegenerativen Phanotyps der Behandlungseffekt von L-RD2RD2 im SOD1*G93A
Mausmodell verloren geht. Es lasst sich schlussfolgern, dass aufgrund der geringen
proteolytische Stabilitat des L-Peptids die Konzentration an L-Arginin nicht ausreichend ist,
um einen wirksamen Effekt im transgenen SOD1*G93A Mausmodell zu erzielen. Dass es
in der histologischen Analyse keinen Unterschied in den neuroinflammatorischen Level der
zwei transgenen SOD1*G93A Behandlungsgruppen gibt, liegt des Weiteren daran, dass
die transgenen SOD1*G93A Mause alle im selben Phanotyp-Stadium getétet wurden, d.h.
bei Erreichen der Abbruchkriterien. Waren die transgenen Tiere in einer Querschnittsstudie
zum selben Zeitpunkt getoétet worden, hatte sich evtl. ein Effekt auf die Neuroinflammation

quantifizieren lassen.
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5.4 Fazit und Ausblick

Neuroinflammation und inflammatorische Prozesse sind prominente pathologische
Merkmale der ALS und treten sowohl bei Patienten, als auch in dem ALS-spezifischen
SOD1*G93A Mausmodell auf (Weydt and Moller, 2005, Philips and Robberecht, 2011,
Robberecht and Philips, 2013, Jara et al., 2017). In dieser Arbeit wurde das
antiinflammatorische Potential von RD2RD2 in mehreren Therapiestudien indem fir
Entziindungsreaktionen charakterisierten ALS-spezifischen SOD1*G93A Mausmodell

evaluiert.

Die Behandlung mit RD2RD2 verlangsamte die Progression des neurodegenerativen
Phanotyps im transgenen SOD1*G93A Mausmodell, fiihrte zu einer Reduktion der
inflammatorischen Reaktionen und verringerte die Neurodegeneration. Zudem wurde
gezeigt, dass ein friherer Behandlungsstart mit RD2RD2 (praventive p.o. Therapiestudie)
gegenuber dem zeitlichen Therapiestart der praventiven i.p. Studie, die therapeutische
Wirksamkeit von RD2RD2 auf die Neuroinflammation im transgenen SOD1*G93A
Mausmodell effizient erhdhte. Unsere Beobachtungen stimmen mit publizierten Daten
verschiedener Forschungsgruppen Uberein, die einen zeitabhangigen Effekt von
entzindungshemmenden  Substanzen auf die Neuroinflammation und die
Krankheitsprogression in transgenen SOD1*G93A Mausen zeigen (Keller et al., 2011, Patel
et al., 2015, Apolloni et al., 2016), wenn die Behandlung in einer frihen Phase der ALS
beginnt. Obwohl die Neuroinflammation nicht per se die ALS auslést, sind aktivierte
Gliazellen des Zentralnervensystems sowie Immunzellen der Peripherie, einschlieRlich der
von ihnen freigesetzten immunmodulierenden Zytokine, Treiber der Krankheitsprogression
(Hall et al., 1998, Yamanaka et al., 2008, Zhao et al., 2013, Hooten et al., 2015). Die in
gesunden Tieren stattfindenden neuroprotektiven Reaktionen von Gliazellen des
Immunsystems gegen z.B. Entziindungen, wandeln sich im frihen Erkrankungsstadium in
transgenen SOD1*G93A Mausen in eine neurotoxische Reaktion um, die die
inflammatorische Antwort beschleunigt (Henkel et al., 2009, Zhao et al., 2013). Sowohl
aktivierte Mikroglia, als auch Astrozyten Uben diesen neurotoxischen Effekt aus (Yamanaka
et al., 2008, Liu et al., 2020). Die erzielte Reduktion der inflammatorischen Reaktionen in
RD2RD2-behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen kdnnte eine direkte Wirkung von
RD2RD2 auf neuroinflammatorische Zellen sein und die therapeutische Wirksamkeit von
RD2RD2 (auch in der AD Therapiestudie) erklaren. Andererseits konnte die Reduktion der
inflammatorischen Reaktionen und die Neuroprotektion in RD2RD2-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Mause auf eine indirekte Wirkung von RD2RD2 basieren, die die

Neurone vor der Degeneration schitzt, was zu einer geringeren neuroinflammatorischen

146



Reaktion im transgenen SOD1*G93A Mausmodell fuhrt oder die inflammatorischen
Reaktionen hemmt, wodurch es zu einer geringeren Neurodegeneration im transgenen
SOD1*G93A Mausmodell kommt. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen

missen daher in Zukunft genauer untersucht werden.

Der genaue Wirkmechanismus und das direkte Target von RD2RD2 sind zum jetzigen
Zeitpunkt unbekannt. Es kann weder ein Off-target-Effekt von RD2RD2 auf ein bisher
unbekanntes Ziel, noch die Wirkung von RD2RD2 auf das periphere Immunsystem
ausgeschlossen werden, was wiederum systemisch die Entzindung abschwéachen kdnnte.
In einer doppelt transgenen Mauslinie, die humanes SOD1*G93A und humanes APP-C100
Uberexprimiert, wurde gezeigt, dass die gesteigerte Expression von AR den Beginn der
motorischen Symptomatik beschleunigt und mit der Aggregation von SOD1*G93A
assoziiert ist (Li et al.,, 2006). Da RD2RD2 fur die direkte Zerlegung von AR Peptid
Oligomeren in Monomere entwickelt wurde, ware eine Hypothese, dass RD2RD2 uber
seinen ursprunglichen Wirkmechanismus wirkt. Der beschriebene Zusammenhang
zwischen SOD1 und AB wurde jedoch nur in Mausen gezeigt, die beide menschlichen
Proteine Uberexprimieren. Die Mause in unseren Studien Uberexprimieren nur die mutierte
Version vom humanen SOD1*G93A Protein und haben endogenes murines A, das nicht
in der Lage ist Aggregate zu bilden (Jankowsky et al., 2007), die neurotoxisch wirken und
eine inflammatorische Immunantwort in der AD Pathogenese induzieren (Miao et al., 2005,
Craft et al.,, 2006). Dadurch ist es aulerst unwahrscheinlich, dass das murine A die
Wirkstoff-Zielverbindung von RD2RD2 in diesem Versuchsaufbau ist, weshalb ein AB-

bezogener Wirkmechanismus fur RD2RD2 ausgeschlossen wird.

RD2RD2 kann aufgrund der 10 Argininreste der Klasse der kationisch zellpenetrierenden
Peptide (CPP; engl. cell-penetrating peptide, oder PTD; engl. protein transduction domain,
Transduktionsdoméane) zugeordnet werden. CPP weisen antiinflammatorische und
neuroprotektive Eigenschaften nach traumatischen Hirnverletzungen und Schlaganfallen
auf (Chiu et al., 2016, Chiu et al., 2019). In diesem Zusammenhang wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die neuroprotektive Wirkung von CPP durch die Internalisierung von
neuronalen Zelloberflachenstrukturen, wie Transportern oder lonenkanalen, infolge von
Endozytose vermittelt wird, was z. B. zu einer Verringerung des Kalziumioneneinstroms
fuhrt, der mit Exzitotoxizitdt und anderen Rezeptor vermittelten Neurotoxizitats-
induzierenden Signalwegen assoziiert ist (Meloni et al., 2015). Es wird weiter angenommen,
dass CPP nach der Internalisierung auf andere Targets, wie die Proproteinkonvertasen
(PC; engl. Proprotein convertase), wirken. Fugere et al. (2007) zeigten, dass einige Arginin-
Polypeptide potente Inhibitoren der PC des konstitutiven sekretorischen Weges (PC5/6,

PC7 und Furin) sind (Fugere et al., 2007). Furin, ein integrales Transmembranprotein, ist
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eine ubiquitar vorkommende PC, dass die proteolytische Reifung von Vorlaufer-Proteinen
katalysiert (Nakayama, 1997). Yamada et al. (2018) zeigten flr zwei Furin Inhibitoren, dass
die Hemmung von Furin vor neuronalem Zelltod schitzt, der durch aktivierte NMDA
Rezeptoren induziert wird (Yamada et al., 2018). Aufgrund des in den motorischen
Verhaltenstests und der Quantifizierung festgestellten neuroprotektiven Effekts in RD2RD2-
behandelten, transgenen SOD1*G93A Mausen, wird eine Wirkung von RD2RD2 auf PC zu

diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen.

Andere hypothetische Targets von RD2RD2 konnten purinerge Rezeptoren, wie der
ionotrope P2X- und der metabotrope P2Y-Rezeptor sein. Degenerierende bzw. abnormal
funktionierenden Neuronen setzen ATP frei, das die P2-Rezeptoren aktiviert. Die ATP-
gesteuerten P2-Rezeptoren induzieren die Aktivierung von Mikroglia (Skaper et al., 2010),
die eine Schlusselrolle in den neuroinflammatorischen Prozessen spielen. Es zeigte sich
zum Beispiel, dass die P2X7-Rezeptor-Isoform auf Gliazellen lokalisiert ist (Yiangou et al.,
2006, D'Ambrosi et al., 2009). Die Aktivierung des P2X;-Rezeptors flihrt zu einem
Entziindungsreiz proinflammatorischer Zytokine, wie dem IL-1f3, einem Schllisselmediator
bei der Neurodegeneration (Ferrari et al., 1997, Allan and Rothwell, 2001). Ein
Funktionsverlust des P2X7-Rezeptors in C57BL/6-J Mausen resultierte in einer substanziell
abgeschwachten Entzindungsreaktion (Miller et al., 2011). Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass die Hemmung des Rezeptors mit einem Antagonisten zu einer deutlichen
Reduzierung des neurodegenerativen Phanotyps in SOD1*G93A Mausen fuhrt (Ruiz-Ruiz
et al., 2020). Eine unspezifische Bindung von RD2RD2 an den purinergen P2X-Rezeptor

kann ebenfalls eine mdgliche Erklarung fur unsere Ergebnisse sein.

In zukinftigen Studien sollte untersucht werden, wie RD2RD2 die Pathogenese der ALS
und die neuroinflammatorischen Prozesse beeinflusst. Ein Anfang ist die Charakterisierung
der pharmakokinetischen Eigenschaften von RD2RD2. Fir das transgene SOD1*G93A
Mausmodell ist publiziert, dass die Durchlassigkeit der BHS im Hirnstamm mit Ausbruch
der ALS-ahnlichen Symptomatik (ab einem Alter von 13 Wochen) im Vergleich zu nicht-
transgenen (C57BL/6J) Mausen beeintrachtigt ist (Garbuzova-Davis et al., 2007a,
Garbuzova-Davis et al., 2007b). Garbuzova-Davis et al. (2007) zeigten, dass die Integritat
der BHS von transgenen SOD1*G93A Mausen schon ab den ersten sichtbaren Symptomen
(definiert als: Tremor und reduzierte/partielle Streckung der Hintergliedmalien) verandert
ist (Garbuzova-Davis et al., 2007a). Durch die Degeneration von Endothelzellen zusammen
mit der Degeneration von Astrozyten kommt es zu einer Beeintrachtigung der BHS, was zu
einer vaskularen Durchlassigkeit der BHS flihrt (Garbuzova-Davis et al., 2007a). Hierauf
basierend und den evaluierten Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich schlussfolgern, dass

RD2RD2 (iber die BHS ins Gehirn transportiert wurde. Um dies zu beweisen, muss ein
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pharmakokinetische Profil von RD2RD2 erstellt werden. Daher werden wir in vitro die
Stabilitdt von RD2RD2 in verschiedenen Medien (z.B. Plasma, gastrointestinale
Flissigkeiten oder Lebermikrosomen) weiter charakterisieren und in vivo
pharmakokinetische Experimenten in Mausen aus der hausinternen Zucht unter
Betrachtung verschiedener Parameter durchfuhren (1.: Applikationsweg (i.v., i.p. und p.o.),
2.: geschlechtsspezifischer Unterschied (mannlich vs. weiblich) und 3.: genotypspezifischer
Unterschied (transgene SOD1*G93A Mause vs. nicht-transgene Geschwistertiere)). Im
Gegensatz zu einigen anderen D-Peptiden, wie z.B. D3, RD2 oder RD2D3 (Liu et al., 2010,
Jiang et al., 2015, Leithold et al., 2016b, Leithold et al., 2016a, Schartmann et al., 2018b),
liegt aus methodischen Grinden bislang kein pharmakokinetisches Profil von RD2RD2,
einschliellich der Fahigkeit zur Durchdringung der BHS, vor. Fir z.B. RD2 konnte bereits
ein pharmakokinetisches Profil erstellt werden, sowie die Uberwindung tiber die BHS und
die Aufnahme ins Gehirn von C57BL/6N Mausen gezeigt werden (Leithold et al., 20164,
Schartmann et al., 2018b). Falls nachgewiesen werden kann, dass RD2RD2 die BHS von
transgenen SOD1*G93A Mausen und nicht-transgenen Tieren passiert, konnten in
weiteren pharmakokinetischen Experimenten unter Beachtung der von Garbuzova-Davis et
al. (2007) publizierten Erkenntnisse zur veranderten Durchlassigkeit der BHS als Folge der
Krankheitsprogression, Untersuchungen dazu stattfinden, ob es in Abhangigkeit des
fortschreitenden Krankheitsverlaufes zu einer Konzentrationsanderung in der Aufnahme
von RD2RD2 kommt. Ein ausgiebig charakterisiertes pharmakokinetische Profil von
RD2RD2 koénnte dahingehend verwendet werden, um die Dosierungen von RD2RD2 in
zuklnftige Therapiestudien anzupassen. Des Weiteren kdnnten pharmakodynamische
Anpassungen der Dosierungen wahrend einer Therapiestudie in Abhangigkeit der
Progression des SOD1*G93A spezifischen Phanotyps vorgenommen werden, um die

Effizienz der Therapie zu steigern.

Zudem sollte die kurative p.o. Therapiestudie mit dem D-enantiomeren RD2RD2 wiederholt
werden, um einen moglichen Uberlebenseffekt in RD2RD2- vs. Placebo-behandelten,
transgenen SOD1*G93A Geschwistertieren zu evaluieren. Weiterfilhrend sollte der
Wirkmechanismus von RD2RD2, sowie generelle inflammatorische Prozesse im
transgenen SOD1*G93A Mausmodell wahrend der Krankheitsprogression charakterisiert
werden. Hierfir ware es sinnvoll, die Entzindungsmarker (Gliazellen, Zytokine,
Chemokine, u.v.m.) auf der Ebene des zentralen und peripheren Nervensystems in
weiteren biochemischen Analysen (Multiplex-lmmunoassay, ELISA, Western blot) zu
untersuchen. Dies sollte sowohl im Plasma, als auch in verschiedenen Gewebeproben
durchgefuhrt werden und wahrend verschiedener Zeitpunkte der Progression des

motorisch-neurodegenerativen Phanotyps, um den Behandlungseffekt mit RD2RD2
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effizienter zu charakterisieren. Die in den histologischen Untersuchungen verwendeten
Antikoérper kdnnten um spezifischere Antikdrper (z.B. Iba1, CD68, Phospho-p38 MAPK
(engl. mitogen-activated protein kinase), JAK (engl. Janus Kinase), STAT (engl. Signal
Transducers and Activators of Transcription) oder ATG (engl. autophagy-related protein))
zur Quantifizierung aktivierter Zellen der Neuroinflammation und erganzend der
Neurodegeneration im Gehirn und Ruckenmark transgener SOD1*G93A Mause erganzt
werden. Aus methodischen Griinden waren histologische Analysen der Motoneurone im
Rickenmark bisher nicht mdglich. Die Degeneration der Motoneurone im Rickenmark ist
ein essentieller Bestandteil des transgenen SOD1 Mausmodells und muss daher bei
zuklnftigen Studien gezeigt werden. Zusatzlich kénnte in Zellkulturexperimenten die BHS-
Gangigkeit von RD2RD2 untersucht werden und ob D-Arginin einen neuroprotektiven Effekt

auf Motoneurone hat.

Die in dieser Arbeit evaluierten Ergebnissen, verweisen auf die therapeutische Wirksamkeit
von RD2RD2 im transgenen SOD1*G93A Mausmodell. Daher ist RD2RD2 ein
vielversprechender Kandidat fir die weitere Entwicklung und Prifung in Richtung einer

krankheitsmodifizierenden Behandlung der ALS.
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