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Einleitung
Niemann-Pick-Krankheit

1. Einleitung
1.1 Niemann-Pick-Krankheit

Die Niemann-Pick-Krankheit ist eine lysosomale Speicherkrankheit, die autosomal-rezessiv

vererbt wird. Die Mutation findet auf der chromosomalen Bande 18g11 statt (Carstea et al.
1997). Sie gehort in die Gruppe der angeborenen Lipidspeicherkrankheiten, bei denen der
intrazellulare Lipidabbau durch Defekte verschiedener lysosomaler Enzyme gestort ist.
Hierdurch kommt es zur Akkumulation der verschiedenen Lipide innerhalb der Zellen. Vor
allem durch den Mangel an einem funktionellem NPC1-Protein kommt es zu einem
anormalen Transport von Cholesterin und hierdurch zur Anhdufung von nicht verestertem
Cholesterin im spaten Endosomen/Lysosomen (Neufeld et al. 1999). Die Niemann-Pick-
Krankheit wird in vier verschiedene Typen eingeteilt — Typ A bis D (Greten et al. 2005).
Diese Einteilung erfolgte durch den amerikanischen Padiater Dr. Allen Carrol Crocker
aufgrund der unterschiedlichen ZNS-Beteiligung der verschiedenen Subtypen (Crocker 1961).
Erstbeschrieben wurde die heterogene Gruppe der Niemann-Pick-Krankheiten jedoch durch
zwei Deutsche, den Padiater Albert Niemann (1880-1921) und den Pathologen Ludwig Pick
(1868-1944) (Vanier et al. 2010).

Im Falle der Niemann-Pick-Krankheit Typ A und B ist die lysosomale Sphingomyelinase, ein
Enzym, das fir die Spaltung von Phosphodiesterbindungen innerhalb des Sphingomyelins
verantwortlich ist, gestort. Dadurch kommt es zur progredienten Ansammlung von
Sphingomyelin im Monozyten-Makrophagen-System. Monozyten/Makrophagen finden sich
in verschiedensten Organe wie Milz und Leber, aber auch im Nervensystem, der Lunge sowie
zahlreichen weiteren. Der entsprechende Gendefekt hierfir ist auf dem Chromosom 11
lokalisiert. Das morphologische Korrelat der Sphingomyelinakkumulation in den Zellen sind
lipidbeladene Schaumzellen im histologischen Préparat. Diese Zellen werden ,,Niemann-Pick-
Zellen“ genannt (Greten et al. 2005). Niemann-Pick Typ A hat eine ausgeprégte, friihe ZNS-
Beteiligung, wohingegen bei Niemann-Pick Typ B die viszerale Komponente dominiert.

Beim Niemann-Pick Typ C und D konnte noch nicht geklart werden, welches Enzym defekt
ist, aber es ist bekannt, dass bei diesen Typen der Cholesterolstoffwechsel gestort ist und es
dadurch zur Akkumulation von Cholesterin sowie dessen Stoffwechselprodukten in der Zelle
kommt. Der entsprechende Gendefekt befindet sich fir diese beiden Typen auf dem
Chromosom 18. Auch bei diesen Unterformen lassen sich im histologischen Préparat die
typischen ,,Niemann-Pick-Zellen* finden (Greten et al. 2005).

Niemann-Pick Typ C hat, im Vergleich zu den anderen Subtypen, einen langsameren Verlauf

und weist eine relativ moderate, subakute ZNS-Beteiligung auf. Diese Untergruppe wird des
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Weiteren aufgrund der zu Grunde liegenden Genmutation in Niemann-Pick Typ C1 mit 95%
und Niemann-Pick Typ C2 mit 5% unterteilt (Park et al. 2003).

Symptomatisch dufRert sich die Niemann-Pick-Krankheit durch eine Hepatosplenomegalie,
eine Neurodegeneration und eine progrediente Lungenerkrankung. Haufig treten die ersten
Symptome bereits in der Kindheit auf (Greten et al. 2005).

Das weit verbreitete BALB/c-Mausmodell mit dem NPC1-NIH-Allel (Morris et al. 1982)
ahmt zum Teil die menschliche Krankheit in neuronalen Lipidfehlspeichern und der
progressiven Neurodegeneration, vor allem dem drastischen Verlust von Purkinje-Zellen nach
(Sarna et al. 2003).

Die therapeutischen Mdglichkeiten der Niemann-Pick C1-Krankheit sind begrenzt. Bisher
wurden in Studien an NPC1-mutierten Mé&usen (ber drei Medikamente berichtet, die eine
positive Auswirkung auf die Lebensdauer und klinische Symptomatik der Tiere haben.
Miglustat zeigte dabei eine Verlangsamung der Progression der Klinik bei den Versuchstieren
(Zervas et al. 2001). Miglustat ist ein Inhibitor der Glycosylceramid-Synthase, welche ein
Schlisselenzym des Glycosphingolipid-Biosyntheseweges ist. Dadurch reduziert es toxische
Metabolite wie Sphingomyelin, Zerebrosid, Sphingosin und weitere komplexe
Glycosphingolipide. Daher kann Miglustat die Klinik von NPC1-Patienten mildern (Patterson
et al. 2007, Pineda et al. 2009, Platt und Jeyakumar 2008, Cologna et al. 2012) und wurde in
Langzeitanwendungen gut toleriert (Wraith et al. 2010). Daher wurde Miglustat zur Therapie
von neurologischen Symptomen bei der Gaucher- und NPC-Erkrankung durch die
Europaische Arzneimittel-Agentur zugelassen.

Weitere Studien an NPC1-Mé&usen mit Allopregnanolon und dessen Losungsmittel 2-
Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin (HPBCD) ohne Miglustat zeigten, dass diese Therapie die
Lebensspanne der Versuchstiere verlangert, den Beginn der Symptomatik verzégert und die
Gangliosid-Akkumulation reduziert (Griffin et al. 2004). Zuséatzlich konnte kirzlich gezeigt
werden, dass eine Kombinationsbehandlung mit Cyclodextrin, Allopregnanolon und
Miglustat den Krankheitseintritt verzogert, die intraneuronale Lipidakkumulation reduziert,
die zerebellare Neurodegeneration vermindert (Davidson et al. 2009) und die motorischen,
jedoch nicht die kognitiven Defizite bei NCP1-mutierten Versuchstieren verbessert
(Hovakimyan et al. 2013, Maass et al. 2015). Da jedoch therapierte, mutierte M&use mit
scheinbehandelten NPC1-Mutanten- und Wildtyp-Mausen verglichen wurden, existieren noch
keine Daten uber die Effekte der Arzneimittel bei gesunden Wildtyp-Tieren. Zusatzlich

erschien es wichtig, die Auswirkungen therapeutisch eingesetzter Medikamente in Wildtyp-
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Tieren zu bewerten, um spezifische negative Nebenwirkungen zu untersuchen oder um zu
zeigen, dass keine negativen Effekte durch die Arzneimittel auftreten.

Mittels  Standard-Verhaltenstests présentiere ich die erste Dissertation zu den
pharmakologischen Wirkungen von Miglustat als Monotherapie im Vergleich zur bekannten
Kombinationstherapie (B-Cyclodextrin, Allopregnanolon, Miglustat) auf die motorischen und
kognitiven  Fahigkeiten von Wildtyp-Mausen. Dartiber hinaus sollten mdgliche
Nebenwirkungen durch die chronische Verabreichung der Medikamente auf gesunde Mé&use

ab P7 untersucht werden.

1.1.1 Niemann-Pick C1
Niemann-Pick C1 ist eine neuroviszerale, degenerative, lysosomale Lipidspeicherkrankheit.

Sie folgt einem autosomal-rezessiven Erbgang. Die Inzidenz dieser Erkrankung betragt circa
1/120 000 Lebendgeburten (Vanier 2010). Die Angaben zur Pravalenz schwanken zwischen
0,35/100000 in den Niederlanden (Poorthuis et al. 1999) und 2,2/100000 in Portugal (Pinto et
al. 2004), um zwei Beispiele zu nennen. Nach den EU-Richtlinien handelt es sich bei der
Niemann-Pick C1 dementsprechend definitionsgemaR um eine seltene Erkrankung (Syn. rare
disease) [Internetquelle 1]. Kennzeichnend fir diesen Typ ist die Akkumulation von
unverestertem Cholesterin, Glycosphingolipiden und weiteren Lipiden in zahlreichen
Organen. Auf zellulérer Ebene finden die Lipidablagerungen vor allem im endolysosomalen
System statt. Dadurch entstehen die typischen Niemann-Pick-Zellen, die aussehen, als seien
sie mit ,,Schaum® beladen. Dies fiihrt vor allem zu Hepatosplenomegalie und progredienten
neurologischen Dysfunktionen (Millat et al. 1999). Im Gehirn kommt es zu keiner
Cholesterin-Akkumulation in den Zellen, stattdessen werden Ganglioside in einer
unphysiologischen Menge gespeichert. Jene filhren zu den Funktionsstérungen der
Nervenzellen. Diese Erkrankung zeigt eine stark ausgepragte cerebelldare Komponente (Vanier
2010, Kodam et al. 2010).

1.1.1.1 Pathogenese
Die Niemann-Pick-Krankheit Typ C entsteht durch einen Gendefekt. Der Defekt kann das

Gen fir das Transmembranprotein NPC1 oder ein kleineres, losliches NPC2-Protein
betreffen. Bei beiden Proteinen handelt es sich um cholesterinbindende Proteine, die als
Transmembranglykoproteine am intrazelluldren Cholesterin-Transport beteiligt sind. Des
Weiteren wird eine enge Zusammenarbeit im Export von lysosomalem Cholesterin vermutet.

Meistens tritt eine Loss-of-function-Mutation des NPC1-Gens auf, das heilt, das Gen verliert
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durch die Mutation seine Funktion und die entsprechenden Proteine werden nicht mehr
hergestellt oder sind funktionslos. Bei 95 Prozent der erkrankten Patienten liegt die Mutation
im NPC1-Gen. Nur in 5 Prozent der Félle ist das NPC2-Gen betroffen (Dixit et al. 2011,
Vanier 2010, Kodam et al. 2010, Patterson et al. 2007).

Das NPC1-Gen ist auf Chromosom 18q11 lokalisiert. Es enthélt eine Sequenz, die fir 1278
Aminosauren codiert (Carstea et al. 1997). In seinem Aufbau dhnelt es sequentiell dem SCAP,
der HMG-CoA-Reduktase und dem Ptch-Rezeptor. Diese drei spielen eine wichtige Rolle im
Cholesterol-Stoffwechsel (Carstea et al. 1997).

Das NPC2-Gen ist auf Chromosom 14q24.3 lokalisiert. Es codiert fur ein ubiquitéar
vorkommendes, lysosomales Cholesterol-Bindungsprotein (Dixit et al. 2011, Naureckiene et
al. 2000).

Es wird davon ausgegangen, dass beide NPC-Proteine ihre Funktion im postlysosomalen/spét
endosomalen Transport des Cholesterins und anderer Verbindungen entfalten. Im Falle einer
Mutation kommt es daher zur Akkumulation verschiedener heterogener Verbindungen in den
Niemann-Pick-Zellen und zur Cholesterin-Transportstorung, welche wiederum eine Blockade
des retrograden lysosomalen Transports nach sich zieht (Neufeldt et al. 1999).

Ein kleiner Anteil des NPC1-Proteins soll auch mit dem trans-Golgi-Netzwerk und lysosomal
assoziiert sein (Higgins et al. 1999). Die genaue Funktion der beiden Proteine im
Fettstoffwechsel ist jedoch noch nicht ausreichend erforscht. In der Literatur existieren
mehrere dhnliche Modelle, welche versuchen die Funktion der NPC-Proteine genauer zu
erklaren. Im Folgenden sollen zwei ahnliche, aber wichtige Modelle genauer beleuchtet

werden.
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Das erste Modell stammt von Rosenbaum und Maxfield aus dem Jahr 2011.
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Abb. 1: Modell fir NPC1, NPC2 und Cyclodextrin-Interaktionen im Cholesterol-Efflux im spéaten Endosom/

,/

Lysosom (Rosenbaum und Maxfield 2011). In gesunden Zellen werden Cholesterolester von LAL (Lysosomal
Acid Lipase) hydrolysiert, um freies Cholesterin und Fettsauren freizusetzen (1). Das freie Cholesterin wird dann
Ubertragen an NPC2 (2), um anschlielend weiter an NPC1(NTD) tbertragen (3) zu werden. Freies Cholesterin
wird dann zur luminalen Seite der Grenzmembran des spaten Endosomen/Lysosomen transportiert (4), wo es
spontan auf die zytosolische Seite der Membran wechselt (5) und dann an seine verschiedenen Zielorte in der
Zelle durch zytoplasmatische Transportproteine getragen wird (6). In Abwesenheit von funktionellen NPC2 oder
NPC1 konnen Cyclodextrine dessen Funktionen bei der Forderung der Cholesterinabtransportes (7, 8) unter
Umgehung der Schritte 2 bis 4 ersetzen. Bis(monoacylglycerol)phosphat (BMP) stimuliert die Té&tigkeit von
LAL und NPC2. Im ZNS wird freies Cholesterin von den Gliazellen an die Neuronen {iber ein Apolipoprotein E
(ApoE)-Komplex Ubertragen und daher muss kein Plasma-LDL die Blut-Hirn-Schranke passieren. Somit wird

die gesamte ZNS-Cholesterin-Synthese endogen durchgefihrt.

Dieses Modell beschreibt die Entstehung der intrazellularen Lipidakkumulation und basiert
auf Untersuchungen an Fibroblasten. In gesunden Zellen hydrolysiert die LAL (Lysosomal
Acid Lipase) Cholesterolester zu freiem Cholesterol und freien Fettsduren. NPC1 und NPC2
in spaten Endosomen bzw. Lysosomen transportieren das freie Cholesterol zur
Membraninnenseite des Zellorganells. Hier wechselt das freie Cholesterol spontan auf die
zytosolische Seite der Zellmembran und steht damit fiir den Abtransport durch andere
Transportproteine zur Verfigung. Liegen Mutationen im NPC1- bzw. NPC2-Protein vor, ist

13
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der Transportweg unterbrochen und es kommt zu einer intrazellularen Akkumulation von
Lipiden (Rosenbaum und Maxfield 2011).

Das Modell von Rosenbaum und Maxfield erklart die Pathogenese der Niemann-Pick-
Krankheit Typ C unvolistandig, denn beim NPC1 akkumuliert nicht nur Cholesterol
intrazellular, sondern auch zahlreiche andere Lipide wie Dbeispielsweise Sphingosin,
Sphingomyelin, GM2- und GM3-Ganglioside (Lloyd-Evans et al. 2008).

o8

hohes Cholesterin

—_—

S AN Y,

Abb. 2: Inside-out signaling; cholesterol and Niemann-Pick type C (NPC) disease aus "Stuck in traffic: an
emerging theme in diseases of the nervous system" von Neefjes und van der Kant 2014. (1) Cholesterin wird in
Form von LDL-Partikeln in die Zelle aufgenommen und durch Hydrolyse dieser Partikel wird unverestertes
Cholesterin intrazellulér freigesetzt. Dieses freigesetzte Cholesterin wird vom NPC2-Protein gebunden und zum
NPC1-Protein am spdten Endosomen transportiert (2). Das NPC1-Protein fihrt
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hier den transmembrandren Transport des Cholesterins von der Membran des spaten Endosomen auf die
Membran des Endoplasmatischen Retikulums durch (4). Hierbei steht das Protein mit dem ORP5 in Verbindung
(3). Das ORP1L misst die Cholesterinkonzentration am spaten Endosomen (5). In Abhéangigkeit von der
Cholesterinkonzentration reguliert ORP1L die Konformation des Dynein-Dynactin und HOPS-Komplexes tber
das VAP-A, welches ein Protein des Endoplasmatischen Retikulums ist (6). Durch die Anderung der
Konformation dieser Komplexe werden die Fusionsfrequenz und die Transportrichtung des transmembranéren
Cholesterin-Transports beeinflusst. Durch eine NPC1- bzw. NPC2-Mutation kommt es zur intrazelluldren
Cholesterinakkumulation und zwar vor allem in der Ndhe des spaten Endosomens (7). Dieser Anstieg der
Cholesterinkonzentration wird vom ORP1L registriert und leitet somit Gber VAP-A die Bildung eines Dynein-
HOPS-Komplexes an der Membran des spaten Endosomen ein (8). Hierdurch kommt es zu einem erhdhten

Minus-End-Transport sowie atypischen endosomalen Transportvorgangen.

Das zweite Modell von Neefjes und van der Kant aus dem Jahr 2014 beschreibt das
Zusammenspiel der NPC-Proteine noch etwas detaillierter als das Modell von Rosenbaum
und Maxfield. Neefjes und van der Kant fanden heraus, dass das NPC1-Protein flr den
transmembrandren Cholesterin-Transport und das NPC2-Protein fir den luminalen
Cholesterin-Transport verantwortlich sind. Des Weiteren definierten sie weitere Hilfsproteine
des Cholesterin- sowie Lipidstoffwechsels der Zellen. Neefjes und van der Kant ist es
gelungen zu klaren, warum es beim Niemann Pick Typ C nicht nur zur
Cholesterinakkumulation, sondern auch zur Ablagerung weiterer Lipide kommt (Neefjes und
van der Kant 2014).

1.1.1.2 Klinik

Das klinische Spektrum dieser Erkrankung ist sehr heterogen, es reicht von Manifestationen
bei Neugeborenen oder sogar in der Perinatalperiode, in der die Erkrankung meist rasch
todlich verlduft, bis hin zu einer im hoheren Alter (zum Beispiel siebtes Lebensjahrzehnt)
chronisch verlaufenden, neurodegenerativen Erkrankung. Die Lebensdauer der Erkrankten
zeigt eine weite Varianz zwischen wenigen Tagen bis hin zu Gber 60 Jahren. Im Mittel liegt
die Lebensdauer zwischen 10 und 25 Jahren (Vanier 2010).

Der Schweregrad der Erkrankung wird anhand der neurologischen Beteiligung bestimmt. Bei
vielen Patienten gehen den neurologischen Symptomen systemische, wie Ikterus,
Hepatosplenomegalie  oder nur  Splenomegalie  voraus. Eine  schwerwiegende
Lungenbeteiligung kommt nur in seltenen Féllen vor. Nur bei circa 15 Prozent der Patienten
fehlt die systemische Komponente vor der neurologischen Manifestation (Vanier 2010).
Ungeféhr die Halfte der Patienten entwickelt im Alter einen Diabetes. Welche neurologischen

Symptome zuerst auftreten, variiert dem Manifestationsalter der Erkrankung entsprechend. Es
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kann zu einer verzogerten motorischen Entwicklung im frihkindlichen Alter kommen, die mit
Gangstorungen, Stlrzen, Ataxien und zahlreichen anderen Stérungen der Motorik einhergeht.
Abgesehen von einem minimalen Patientenanteil, der bereits bei der Geburt oder in den ersten
sechs Lebensmonaten an Lungen- oder Leberinsuffizienz mit Neugeborenen-Hepatitis und
fatalem Ikterus stirbt, entwickeln alle Patienten im Laufe der Erkrankung eine progressiv und
todlich verlaufende neurologische Erkrankung (Vanier 2010, Lachmann et al. 2004).

Aufgrund der unterschiedlichen Verlaufsformen werden beim Niemann-Pick C1 eine

perinatale, friihe und spate infantile, juvenile sowie adulte Form unterschieden.

neonatale Hepatosplenomegalie
Cholestase - in ~ 15% der Fille nicht vorhanden
- Alter bei Beginn variiert
- moglicherweise im Alter riicklzufig
. Leber
systemische (Hepato)
Beteiligung neonatal Splenomegalie
todlich
I
Geburt 1 2 3 6 10 20 30 40 50 60
(friih) infantile Form
neurologische
Beteiligung - Verzégerung

puerile (jugendliche) Form

der moto-
rischen Ent-
wicklung

- Hypotonie

- Gangstorungen

- Ungeschick-
lichkeit

- Storungen/
Verzigerungen
der Sprach-
entwicklung

- Kataplexie

- Schulprobleme
-Ataxie 2 [T TTTTETEESEEEsSEEEEmEESES
(- epileptische Anfille) - psychiatrische Stérungen
(- Kataplexie) - Ataxie

- Dystonie

- Demenz

Vertikale supranukledre Blickparese >

—————— Zeitraum des Beginns

Dauer

Abb. 3: Schema zu den viszeralen und neurologischen Symptomen sowie dem Verlauf der Niemann-Pick-
Krankheit C1 [Internetquelle 2].

Die perinatale Verlaufsform manifestiert sich bereits vor dem dritten Lebensmonat. Sie ist vor
allem durch eine Hepatosplenomegalie mit einer ausgepragten Leberfunktionsstérung oder
den Fruchttod gekennzeichnet. Des Weiteren kdnnen ein Hydrops fetalis, ein Leber- oder
Lungenversagen, eine fetale Aszites sowie eine verldngerte fetale Cholestase auftreten. Die
neurologischen Symptome dieser Verlaufsform werden in der Regel nicht bemerkt, da sie sich
noch nicht manifestiert haben (Vanier 2010, Spiegel et al. 2009) [Internetquelle 2].

Bei der friihinfantilen Form dominiert eine ausgepragte motorische Entwicklungsstorung. Bei
der starksten Auspragung dieser Form lernen die betroffenen Kinder nie das Laufen. Zudem

treten eine Hepatosplenomegalie, Horstorungen und vertikale supranukledre Blickparesen auf.
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Diese Verlaufsform manifestiert sich zwischen dem dritten Lebensmonat und dem zweiten
Lebensjahr (Vanier 2010) [Internetquelle 2].

Die spate infantile Verlaufsform manifestiert sich zwischen dem zweiten und sechsten
Lebensjahr. Sie ist durch eine Hepatosplenomegalie und die VergroRerung verschiedenster
innerer Organe gekennzeichnet. Die neurologischen Symptome sind bereits um ein vielfaches
heterogener und ausgeprégter als bei der frihen infantilen Form. Es besteht eine ausgepragte
Fallneigung mit hdufigen Stirzen, eine Ungeschicklichkeit und eine progressive Ataxie lasst
sich feststellen. Des Weiteren kdnnen eine Dystonie, Schluck- und Sprachstérungen sowie
Horstérungen bis hin zum Horverlust auftreten. Es kommen partielle und/oder generalisierte
epileptische Anfalle, eine Kataplexie und vertikale supranukleére Blickparesen vor (Vanier
2010) [Internetquelle 2].

Die juvenile Verlaufsform der Niemann-Pick-Krankheit C1 tritt am haufigsten auf, weshalb
sie auch als klassische Form bezeichnet wird. Sie manifestiert sich zwischen dem sechsten
und flnfzehnten Lebensjahr. Die viszerale Symptomatik wird, wie bei den anderen Formen,
durch die Hepatosplenomegalie dominiert. Neurologisch zeigt sich vor allem eine
dominierende cerebellare Komponente. Diese ist durch eine progressive cerebellare Ataxie
mit Stérungen der Feinmotorik (Ungeschicklichkeit) und einer ausgepréagten Fallneigung
gekennzeichnet. Die Kinder werden anfanglich vor allem durch schulische Probleme,
Lernschwierigkeiten und Verhaltensstorungen auffallig. Des Weiteren treten wiederum
Dystonie, Dysphagie, Dysarthrie, Horstérungen bis hin zum Horverlust, partielle und/oder
generalisierte epileptische Anfélle, Kataplexie sowie vertikale supranukleare Blickparesen
auf. Im weiteren Progress der Erkrankung verschlechtern sich die motorischen Fahigkeiten
des Patienten und es kommt zu erheblichen Einschrénkungen im Alltag bis hin zu einer
Spastik im Spatstadium. Die Lebensspanne der betroffenen Kinder variiert sehr stark, jedoch
werden wenige nur alter als 30 Jahre (Vanier 2010) [Internetquelle 2].

Die adulte Form manifestiert sich nach dem 15. Lebensjahr und hat den langsamsten Verlauf
von allen Formen. In seltenen Fallen sind einige der inneren Organe vergréRert. Wenn es zu
einer Organomegalie kommt, ist dann meistens die Milz betroffen. Die neurologischen
Symptome sind dieselben wie bei der juvenilen Form, jedoch sind die Symptome in einer
abgeschwachten Auspragung vorhanden. Hier dominieren vor allem die cerebelldre Ataxie
und eine demenzielle Entwicklung im fortgeschrittenen Alter. Zusétzliche neurologische
Symptome betreffen meist die Augen und &ufern sich in sakkadierten Augenbewegungen

sowie einer vertikalen supranukledren Blickparese. Des Weiteren kann es im Alter zu
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psychiatrischen Manifestationen kommen (Vanier 2010, Kodam et al. 2010, Abel et al. 20009,
Lachmann et al. 2004) [Internetquelle 2].

1.1.1.3 Neuropathologie

Das signifikanteste, diagnostisch wegweisende Symptom der NPC1 ist die vertikale
supranukledre Blickldhmung. Ein weiteres Hauptmerkmal ist die cerebelldre Ataxie. Den
verschiedenen neurologischen und psychiatrischen Symptomen liegen krankheitsbedingte,
typische morphologische Veranderungen zu Grunde. Es kommt zur Bildung von
Meganeuriten, ektopen Dendriten, neurofibrillaren Verwickelungen und axonalen
Sphérozyten. Diese Verdnderungen werden besonders fir die Genese der Demenz und
Epilepsie im Rahmen der NPC-Krankheit verantwortlich gemacht. Im Kleinhirn kommt es zu
einem starken Verlust der Purkinje-Zellen, welcher vor allem fir die Gangataxie, die
Dysarthrie und die Dysphagie verantwortlich ist. Der Hippocampus erleidet
erstaunlicherweise keinen Zellverlust. Abgesehen vom Zellverlust im Kleinhirn kommt es im
gesamten ZNS zum Verlust an Myelin und zur Aktivierung von Mikroglia sowie Astrozyten.
Ein progressiver Verlust an Neuronen auBerhalb des Kleinhirns ist vor allem im préafrontalen
Kortex, im Thalamus und Hirnstamm zu beobachten. Fir die vertikale Blickparese ist ein
schwerer Zellverlust im rostralen interstitiellen Nucleus des Fasciculus longitudinalis medialis
verantwortlich. Den horizontalen Sakkaden liegt eine Degeneration in der paramedianen
pontinen Formatio reticularis zu Grunde. Die horizontalen Sakkaden manifestieren sich
meistens vor den vertikalen Blickparesen. Die NPC-Pathogenese hat eine gewisse Ahnlichkeit
mit der Alzheimer-Genese, denn in NPC-Gehirnen lassen sich ebenfalls erh6hte Spiegel von
Amyloid p-verwandten Proteinen in gefdhrdeten Hirnregionen nachweisen. Dies ist eine
weitere mogliche Erklarung fur die progressiv fortschreitende Demenz, die sich wéhrend der
NPC-Krankheit zunehmend manifestiert (Kodam et al. 2010, Patterson et al. 2007, Lachmann
et al. 2004).

1.1.1.4 Diagnostik und Differentialdiagnosen

Eine eindeutige Diagnose der Niemann-Pick-Krankheit Typ C zu stellen, ist nicht einfach und
die Heterogenitat der Symptome fuhrt haufig zu Fehldiagnosen. Aus Kklinischer Sicht ist die
frihe Diagnose sehr wichtig fur die Verfligbarkeit einer krankheitsspezifischen Therapie,
welche mdoglicherweise die Erkrankung in ihrem Fortschreiten verlangsamt oder stabilisiert

[Internetquelle 3].
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Die Hauptdiagnose der Niemann-Pick-Krankheit Typ C wird primér nach einem Verdacht im
Labor gestellt. Hierfur nimmt man lebende Hautfibroblasten und stellt nach einer Filipin-
Féarbung die intralysosomale Cholesterin-Akkumulation dar. Nach der Diagnose erfolgt die
Genotypisierung, welche flr eine zukinftige pranatale Diagnostik wichtig sein kann (Vanier
2010). Als mogliche Differentialdiagnosen darf man andere Lipidosen, andere Ursachen einer
cholestatischen Gelbsucht und die idiopathische neonatale Hepatitis, vor allem bei Kindern,
nicht aul3er Acht lassen (Vanier 2010).

1.1.1.5 Therapie
Die Therapie des Niemann-Pick Typ C erfolgt vor allem symptomatisch. Es existiert aktuell

noch keine Kausaltherapie fur diese Erkrankung. Als erstes Medikament, welches sich gegen
die Pathologie der Krankheit richtet, wurde Miglustat zugelassen (Vanier 2010)
[Internetquelle 4]. Es zeigte in Studien eine gute symptomatische Wirkung gegen die
verschiedenen Manifestationsformen der NPC (Pineda et al. 2009, Patterson et al. 2007).

Fur Cyclodextrine wurden im Tiermodell positive, symptomatische Effekte nachgewiesen
(Davidson et al. 2009, Liu et al. 2009). Des Weiteren laufen zu Allopregnanolonen und zu
Kombinationstherapien der drei Medikamente Versuche am Tiermodell (Davidson et al. 2009,
Liu et al. 2009). Jedoch sind die Ergebnisse der Testreihen noch nicht ausreichend.

Die Prognose der Erkrankung ist sehr stark vom Alter abh&ngig, in dem die ersten
neurologischen Symptome auftreten. Je friiher die Symptome auftreten, desto infauster ist die
Prognose (Vanier 2010).

Generell kdnnen zwei Prinzipien der Therapie unterschieden werden. Es gibt die SRT und die
BPT. Bei der SRT handelt es sich um die Substratreduktionstherapie, das heif3t, es werden
Arzneimittel eingesetzt, um eine Akkumulation eines bestimmten Stoffes oder
Stoffwechselproduktes zu vermindern. In diese Kategorie zéhlt zum Beispiel die Miglustat-
Therapie, denn sie reduziert die Cholesterinkonzentration im ZNS als auch in der Peripherie
und hat dadurch einen positiven Effekt auf die Symptomatik der NPC1-Patienten. Die BPT
(By Product Replacement Therapy) ist eine Substrat-Ersatztherapie, das heif3t, es werden
Stoffe oder Stoffwechselprodukte, die bei bestimmten Erkrankungen zu wenig im
menschlichen Korper vorliegen, durch orale oder anderweitige Applikationen von auflen
ersetzt. In diese Kategorie z&hlt zum Beispiel der Therapieversuch mit Allopregnanolon im
Tiermodell, welches die bei der NPC vermindert vorliegenden Neurosteroide im ZNS

ersetzen soll.
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1.1.1.5.1 Miglustat

""OH

OH

Abb. 4: Strukturformel des Miglustat (Huang et al. 2007)

Miglustat ist ein Arzneistoff, der als Glucose-Analogon wirkt. Im Handel wird es unter dem
Namen Zavesca gefuhrt und die genaue chemische Bezeichnung lautet N-butyl-
deoxynojirimycim. Miglustat wird seit dem 20. November 2002 zur Therapie zweier seltener
lysosomaler Speicherkrankheiten, dem Morbus Niemann-Pick Typ C und dem Morbus
Gaucher Typ 1, eingesetzt. Im Falle des Morbus Gaucher Typ 1 wird es vor allem bei
leichtem bis mittelschwerem Verlauf der Krankheit verwendet. Bisher ist es bei dieser
Erkrankung nur flir die Therapie Erwachsener induziert, bei denen eine
Enzymsubstitutionstherapie (ERT) kontraindiziert ist. Die Zulassung fir die Therapie der Typ
1-Gaucher-Krankheit erfolgte 2002 durch die EPAR und FDA. Beim Morbus Niemann-Pick
Typ C wird es vor allem eingesetzt, wenn die neurologische Manifestation dieser Erkrankung
immer weiter voranschreitet, das heif8t, sehr progressiv ist. Im Gegensatz zur Therapie des
Morbus Gaucher Typ 1 wird Miglustat bei der Niemann-Pick-Krankheit sowohl zur Therapie
von adulten als auch pédiatrischen Patienten eingesetzt. Offiziell wurde Miglustat erst 2009
durch die EMA fir die Therapie der Niemann-Pick-Krankheit Typ C1 zugelassen
[Internetquelle 4] (Fachinformationen Zavesca®). Bereits der Off-Label-Use von Miglustat
bei Niemann-Pick Typ C1 in den Jahren vor der offiziellen Zulassung zeigte therapeutische
Erfolge dieses Medikaments (Ficicioglu 2008, Patterson et al. 2007, Lachmann et al. 2004,
Platt et al. 1994).

2007 wurden die Ergebnisse einer prospektiven randomisierten Kontrollstudie aus den USA
veroffentlicht. An der Studie nahmen 29 Patienten mit einem Mindestalter von 12 Jahren und
12 pé&diatrische Patienten zwischen 4 und 11 Jahren teil. Diese Studie wollte den
therapeutischen Nutzen von Miglustat tberpriifen. Als priméren Messwert flr den Erfolg der
Therapie wurden die schnellen, horizontal sakkadierten Augenbewegungen ausgewéhlt, da
deren Geschwindigkeit mit der Progression von NPC1 Kkorreliert. Die therapierte

Patientengruppe zeigte eine signifikante Verbesserung der Sakkadengeschwindigkeit und
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sekundarer Wirkungsvariablen wie Hor- und Schluckfahigkeit gegenliber der untherapierten
Kontrollgruppe (Patterson et al. 2007).

2009 wurden durch eine Gruppe um Pineda die Ergebnisse einer grofen multizentrischen,
retrospektiven Kohortenstudie veroffentlicht. Von der Studie wurden 66 Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 12,8 Jahren beim Therapiestart betreut. Mit Hilfe dieser Studie konnte
nachgewiesen werden, dass Miglustat zahlreiche andere Symptome der Niemann-Pick-
Krankheit Typ C1 positiv beeinflusst. Die therapierten Patienten dieser Studie zeigten
deutlich mildere Auspréagungen der Symptome Dysphagie, Dystonie, Dysmetrie, Dysarthrie
und Ataxie als die untherapierte Kontrollgruppe. Die Symptome erschienen ebenfalls erst zu
einem spateren Zeitpunkt als bei den untherapierten Patienten (Pineda et al. 2009).

Des Weiteren wurde Miglustat in Kombination mit den Stoffen Cyclodextrin und
Allopregnanolon untersucht. 2009 veroffentliche eine Gruppe um Davidson eine Studie am
Tiermodell zu diesen drei Stoffen. Die SRT/BPT-Kombinationstherapie zeigte synergistische,
positive Effekte der drei Stoffe. Es zeigte sich abermals ein verzégertes Auftreten von
neurologischen Symptomen wie Tremor und Ataxie bei den Versuchsmausen. Dieses konnte
durch histologische Untersuchungen erklart werden, denn Davidson und seine Mitarbeiter
stellten fest, dass mit der Kombinationstherapie deutlich weniger Purkinje-Zellen im
Kleinhirn der Tiere zu Grunde gehen. Dies steigerte die Lebenserwartung und verminderte die
Entwicklungsverzogerung der Versuchstiere (Davidson et al. 2009).

Chemisch gesehen ist Miglustat ein Derivat des in der Natur vorkommenden Moranolin, und
zwar ein n-Butyl-Derivat. Es wird in der Industrie sowohl aus Pflanzen als auch aus
Mikroorganismen gewonnen. Des Weiteren kann Miglustat als ein kleiner N-alkylierter
Iminozucker angesehen werden (Ficicioglu 2008, Patterson et al. 2007, Lachmann et al.
2004).

Da Miglustat ein Glucose-Analogon ist, wirkt es als reversibler, also kompetitiver Inhibitor
der Glycosylceramidsynthase. Dieses Enzym ist fir die Katalyse des ersten Schrittes der
Glycosylceramidbiosynthese zustandig. Hierbei wird Glucose von UDP-Glucose auf Ceramid
ubertragen, wodurch Glycosylceramid entsteht. Miglustat hemmt die
Glycosylceramidsynthase, das heit es reduziert ihre Aktivitdt so, dass weniger
Glycosylceramid in den Zellen entstent. Damit hemmt Miglustat den ersten Schritt des
zelluléren Syntheseweges von Glycosphingolipiden. Durch diese Substratreduktionstherapie
wird erreicht, dass die intrazelluldare Akkumulation von Stoffwechselprodukten —
Glycosylceramid und andere Glycosphingolipide — wie es fur die beiden Krankheiten typisch

ist, reduziert wird. Des Weiteren hemmt Miglustat die a-Glucosidase | und Il, welche fiir den
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Abbau langkettiger Polysaccharide zu Glucose verantwortlich sind (Ficicioglu 2008,
Patterson et al. 2007, Pastores. 2006, Lachmann et al. 2004, Platt et al. 1994).

Miglustat besitzt eine relativ hohe orale Bioverfugbarkeit von 40 bis 60 Prozent, wodurch es
sehr gut in Tablettenform verabreicht werden kann, was wir bei unseren Versuchstieren ab
dem 23. Lebenstag durch die Verabreichung in Pelletform ausgenutzt haben. Des Weiteren
verfligt Miglustat uber ein sehr hohes Verteilungsvolumen, das heift, es diffundiert in viele
Organe, bevor es den Korper wieder verlasst. Fur die Therapie des Morbus Gaucher Typ 1
und der Niemann-Pick-Krankheit Typ C1 sind hierbei vor allem die ZNS-Géngigkeit und die
Passage in Skelett sowie Lunge von Bedeutung. Miglustat kann die Blut-Hirn-Schranke
passieren. Dies wurde bereits 2001 in einem Tierversuch getestet und mit positivem Ergebnis
nachgewiesen. Miglustat wurde hierbei im Rahmen einer Substrat-Reduktions-Therapie
eingesetzt (Zervas et al. 2001). Durch die regelmaRige Verabreichung von Miglustat konnte
bei den Versuchsmausen eine Reduktion der Speicherung und somit auch der Akkumulation
von GM2- sowie GM3-Gangliosiden im cerebralen Cortex der Tiere erreicht werden. Dieser
positive therapeutische Effekt duRRerte sich in einer Verzdgerung des Kankheitsverlaufes, das
heifdt, es kam zu einem spéteren Zeitpunkt zum Einsetzen der cerebellaren-neurologischen
Funktionsstorungen, wie Tremor und Ataxie, als es bei untherapierten Tieren beobachtet
wurde. Zusatzlich wurde die Lebenserwartung der therapierten Versuchstiere verldngert
(Zervas et al. 2001).

Miglustat wird zum Grof3teil Gber die Niere, in einer Kombination aus aktiver Sekretion in die
Nierentubuli und freier glomerulérer Filtration, ausgeschieden. Die Leber tragt keinen
nennenswerten Beitrag zur Elimination des Miglustat bei. Bis heute sind noch keine
Zwischenfalle in der Therapie bei Patienten mit eingeschrankter Leberfunktion bekannt.

Da Miglustat hauptséchlich Uber die Niere ausgeschieden wird, muss die Dosierung des
Arzneistoffes dementsprechend bei einer Nierenfunktionsstorung angepasst werden. Ab einer
Kreatinin-Entgiftungsleistung (Clearance) von 50 bis 70 ml/min muss die Dosis reduziert
werden. Wenn die Kreatinin- Entgiftungsleistung unter 30 ml/min sinkt, ist die Therapie mit
Miglustat kontraindiziert.

Das Nebenwirkungsprofil von Miglustat ist relativ vielseitig. Die meisten Nebenwirkungen
sind leicht bis mittelstark ausgepragt, wenn sie auftreten. Es ruft vor allem zu Therapiebeginn
gastrointestinale Nebenwirkungen wie Diarrhd, Bauchschmerzen und Bldhungen hervor.
Weitere, nicht ganz so hdufige gastrointestinale Nebenwirkungen sind Verstopfung,
Vollegefiihl, Verdauungsstorungen, Erbrechen und Ubelkeit. Der Durchfall ist vermutlich

durch die Inhibition intestinaler Disaccharidasen bedingt. Durch die Hemmung dieser Enzyme
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werden die mit der Nahrung aufgenommenen Disaccharide nicht mehr vollstandig im Darm
gespalten. Aufgrund dessen kdnnen die Disaccharide nicht absorbiert werden und es kommt
schlie3lich zu einer osmotischen Diarrhd. Sowohl durch die erhéhte Stuhlfrequenz, als auch
durch das Medikament selbst, welches zu einem verminderten Appetit flhrt, kann es in den
ersten Monaten zu einem Gewichtsverlust von ungefahr fiinf Kilogramm als nichterwiinschte
Nebenwirkung kommen. Die Durchfélle konnen durch eine angepasste Ernahrung oder in
schlimmeren Féllen durch die Gabe von Loperamid, einem Antidiuretikum, therapiert werden
(Ficicioglu 2008, Patterson et al. 2007, Lachmann et al. 2004, Fachinformationen Zavesca®)
[Internetquelle 5].

Im ZNS kann es durch Miglustat zu Nebenwirkungen wie Amnesie, Ataxie, Tremor,
peripherer Neuropathie, Hypésthesien und Parasthesien sowie Kopfschmerzen kommen. Die
periphere Neuropathie &uBert sich meist durch ein brennendes Gefiihlt in den distalen
Extremitaten oder fiihrt zu einem Taubheitsgefuhl der selbigen. Der Tremor tritt meist
wahrend der Anfangsphase der Therapie ein — vor allem im ersten bis dritten Monat — und
kann hdufig durch eine Dosisreduktion beseitigt oder gelindert werden. Selten wird der
Tremor, der meist an der Hand auftritt, so stark, dass die Therapie abgebrochen werden muss.
Insgesamt wird der Tremor bei ungefédhr 30 Prozent der Therapierten beobachtet (Ficicioglu
2008, Patterson et al. 2007, Pastores. 2006, Fachinformationen Zavesca®) [Internetquelle 5].
Des Weiteren fuhrt Miglustat zur Stérung der Spermatogenese bei Mannern. In Studien, die
an Tieren durchgeflihrt wurden, zeigte Miglustat eine Reproduktionstoxizitat und flhrte zu
Stérungen des Geburtsvorganges sowie zu einer verminderten Fruchtbarkeit. Diese
Nebenwirkungen lassen sich mit der Plazentagangigkeit von Miglustat erklaren (Ficicioglu
2008, Fachinformationen Zavesca®) [Internetquelle 5].

Miglustat beeinflusst auch das blutbildende System und flhrte in mehreren Studien zu einer
Thrombopenie bei den Probanden. Bei einigen Patienten wurden auch psychiatrische
Erkrankungen wie Schlaflosigkeit, Depression und verminderte Libido beobachtet.

Zusatzlich wurden bei einigen Patienten Muskelkrampfe, Muskelschwéche, Erschopfung,
Unwohlsein und eine allgemeine korperliche Schwéche beobachtet (Fachinformationen

Zavesca®) [Internetquelle 5].

1.1.1.5.2 Cyclodextrin
Die pharmakologisch und industriell relevanten Cyclodextrine sind ringférmige

Oligosaccharide. Sie entstehen beim Abbau der Starke durch die Cyclodextrin-

Glycosyltransferasen. Diese Enzyme lassen sich in der Industrie aus verschiedenen Bakterien
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gewinnen, zum Beispiel aus dem Bacillus macerans. VVon diesen Enzymen wird ein Gemisch
aus drei verschiedenen Cyclodextrin-Formen (Alpha- bis Gamma-Cyclodextrin), die aus
sechs bis acht alpha-1,4-glykosidisch verknlpften Glucosemolekiilen aufgebaut sind,
hergestellt. Daher muss das Gemisch nach der Cyclodextrin-Gewinnung gereinigt und die
Cyclodextrine in ihre kristalline Form zur Weiterverwendung Uberfihrt werden. Durch die
ringformige Struktur entsteht im Inneren der Molekiile ein zentraler Hohlraum (Groger et al.
2001).

o~Cyclodextrin B-Cyclodextrin v-Cyclodextrin
Abb. 5: Strukturformel der Cyclodextrine (Groger et al. 2001)

Das Besondere an den Cyclodextrinen ist ihr bipolarer Aufbau. Der Hohlraum im Inneren ist
hydrophob, wohingegen ihre Aulenseite hydrophil ist. Durch diese besonderen chemischen
Eigenschaften konnen die Cyclodextrine mit apolaren Stoffen eine Einschlussverbindung
eingehen. Das heilt, sie kdnnen in ihren zentralen Hohlraum eine andere, nicht geladene
organische Verbindung aufnehmen und somit transportieren (Groger et al. 2001).

Die einzelnen Glucose-Bausteine des Cyclodextrin ordnen sich in der ,,Sessel-Form* an.
Durch die ,,Sessel-Form“ der Glucose-Bausteine und ihrer alpha-1,4-glykosidischen-
Verknipfung zeigen die Ring-Sauerstoffatome und je eine Hydroxymethylgruppe der
Glucosen am Cyclodextrin nach auBRen, weshalb die Aulenseite polar ist. Wohingegen die
freien Elektronenpaare der Glucose-Untereinheiten in den Innenraum der Cyclodextrine
orientiert sind und ihn somit apolar sowie zu einer Lewis-Base machen (Groger et al. 2001).
Des Weiteren sind die Cyclodextrine in sauren Losungen, das heildt, Losungen mit einem
kleineren pH-Wert als drei, hydrolysierbar, aber in alkalischen Ldsungen stabil. AuRerdem
weisen die Cyclodextrine durch ihre hydrophile AuRenseite eine gute Wasserloslichkeit auf.
Beta-Cyclodextrin hat eine geringere Wasserl6slichkeit als Alpha- und Gamma-Cyclodextrin,
da Beta-Cyclodextrin durch die Wechselwirkungen seiner Hydroxylgruppen stabiler ist als die
anderen beiden Cyclodextrine (Groger et al. 2001).
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Die Cyclodextrine sind hitzestabil bis 200°C und ihre Wasserlslichkeit steigt mit
zunehmender Temperatur. Gemischt mit organischen Stoffen sinkt die Wasserloslichkeit der
Cyclodextrine, gemischt mit Alkohol steigt sie (Groger et al. 2001).

Diese besonderen chemischen Eigenschaften machen die Cyclodextrine so vielseitig
einsetzbar und dadurch sehr wertvoll fir die Pharmazie sowie Lebensmittelindustrie. Die
Cyclodextrine kénnen mit bestimmten apolaren, das heil3t, ungeladenen Arzneistoffen eine
Einschlussverbindung eingehen und diese somit vor Enzymen im menschlichen Koérper
schutzen. Zusatzlich verdndern sich die physikalischen, chemischen und biologischen
Eigenschaften der gebundenen Arzneistoffe und ihre Halbwertszeit erhéht sich. Diese Art von
Inklusionskomplexbildung wird als Wirt-Gast-Beziehung bezeichnet (Groger et al. 2001,
Rajewski und Stella 1996). Damit es zu dieser Beziehung kommt, mussen drei Bedingungen
erfullt sein:

1. Das Gastmolekil muss von seiner rdumlichen Struktur und GroBe in den

konusformigen Hohlraum des Cyclodextrin passen.

2. Zwischen dem Cyclodextrin und Gastmolekil miissen Wechselwirkungen zustande

kommen.

3. Eine geringe Menge an Wasser muss zur Verfligung stehen (Groger et al. 2001).
Cyclodextrine haben ein geringes bis kein Toxizitatspotenzial, solange sie in reiner Form
nicht intravends verabreicht werden, da sie mit dem im Plasma befindlichen Cholesterin
Komplexe bilden, die zu einem Niederschlag auskristallisieren, der Thrombosen hervorruft.
Die Cyclodextrine werden von den Enzymen der Speicheldriisen und des Pankreas kaum
anverdaut. Daher gelangen sie unveréndert in den unteren Gastrointestinaltrakt und werden
schlielich unverandert oder als Metabolite Uber den Fézes ausgeschieden. Selbst die
Metabolite der Cyclodextrine zeigen keine toxische Wirkung auf den menschlichen Kdorper.
Daher sind die Cyclodextrine wichtige und unbedenkliche Stabilisierer sowie
Transportmolekile fir zahlreiche Arzneimittel und andere chemische Stoffe der Industrie
(Groger et al. 2001).

Die Anwendungsmoglichkeiten der Cyclodextrine sind auf Grund ihrer zahlreichen
Wirkungsprinzipien vielféltig. Diese beruhen auf den chemischen und physikalischen
Eigenschaften der Cyclodextrine sowie der Mdglichkeit einen Wirt-Gast-Komplex zu bilden.
Die Cyclodextrine werden haufig in der Pharmaindustrie als Losungsvermittler eingesetzt, da
die Cyclodextrine die Wasserloslichkeit und die FlieReigenschaften des Gastmolekils positiv
verandern. Des Weiteren werden Cyclodextrine als Stabilisatoren eingesetzt. Sie kénnen das

Gastmolekll gegen Hydrolyse, Strahleneinwirkung, thermischen Zerfall und Oxidation
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abschirmen. In der Nahrungsmittelindustrie wird die Verminderung von unappetitlichem
Geschmack und Geruch durch die Komplexbildung mit Cyclodextrinen ausgenutzt.
AuRerdem werden Cyclodextrine fiir eine selektive Trennung durch Absorption des
Gastmolekiils und die Fixierung von flussigen Stoffen in Pulverform genutzt (Groger et al.
2001).

Die Pharmaindustrie nutzt mehrere Wirkprinzipien der Cyclodextrine, um Arzneimittel zu
verbessern. Zum Beispiel ist Prostavasin ein Prostaglandin, das durch a-Cyclodextrin
stabilisiert wird. Dieses Medikament wird bei schweren Durchblutungsstérungen, wie einem
,,Raucherbein” verschrieben. Allicin, der Wirkstoff des Knoblauchs, wirkt antifungizid und
antibakteriell. Durch die Komplexbildung mit B-Cyclodextrin wird der unangenehme Geruch
vermindert und fihrt somit zu einer hoheren Patientencompliance. Des Weiteren wird das
Schmerzmittel und Antiphlogistikum Ibuprofen in einer Cyclodextrin-Komplexform
verabreicht, weil die komplexe Form eine bessere Wasserloslichkeit besitzt und damit die
Bioverfugbarkeit des Ibuprofen erhort wird. Cyclodextrine werden als Zusatzstoffe in
zahlreichen Augentropfen verwendet, da die Wirkstoffe alleine zu Reizungen der Augen
fiihren wirden (Groger et al. 2001).

In der Kosmetikindustrie werden Cyclodextrine verwendet, um die Kosmetika zu
stabilisieren, damit sie tiefer in die Haut eindringen kénnen und um die Kosmetika mit
angenehmen Geruchsstoffen zu verbinden. Daher lassen sich Cyclodextrine zum Beispiel in
Selbstbraunern, Antiaging-Cremes und Zahnpasten finden (Groger et al. 2001).

In der Nahrungsmittelindustrie werden Cyclodextrine verwendet, um die Nahrungsmittel
langer haltbar zu machen, sie gegen Oxidation und UV-Strahlung zu schiitzen sowie um
schadliche Stoffe aus den Nahrungsmitteln zu extrahieren und Geschmacks- sowie
Geruchsstoffe an die Nahrungsmittel zu binden. Daher lassen sich Cyclodextrine zum
Beispiel in Pflanzendlen, Vitaminpraparaten wie Vitamin D3 und Retinol sowie in Zigaretten
finden. Des Weiteren werden a- und B-Cyclodextrin verwendet, um zum Beispiel aus Kése
und Butter Cholesterin zu entfernen (Groger et al. 2001).

In verschiedenen Tierversuchen wurde eine hervorragende Wirksamkeit des Cyclodextrin bei
der Niemann-Pick-Krankheit Typ C gefunden, wobei es jedoch zuerst lediglich als
Transportvesikel fiir das Medikament Allopregnanolon eingesetzt wurde. Die eigenstandige
Wirksamkeit des Cyclodextrin stellte sich erst im Laufe verschiedener Testreihen heraus
(Davidson et al. 2009, Liu et al. 2009). Es verbessert den bei dieser Krankheit vorliegenden
Cholesterin-Transport-Defekt  erheblich.  Unverestertes  Cholesterin ~ und  dessen

Abbauprodukte, die lysosomal eingeschlossen sind, kénnen nun die Zellen verlassen und
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verringern dadurch die schadlichen Akkumulate in den Zellen. Des Weiteren hemmt es die
Sterol-Synthese und fordert die Sterol-Ausscheidung mit dem Urin sowie Fazes. Dadurch
sinkt das Gesamtcholesterin der Tiere. Die Cholesterylester, die Ausscheidungsprodukte des
Cholesterins, steigen im Plasma der Tiere. Es reguliert das SREBP2 sowie seine Zielgene
herab und reduziert die Expression von Makrophagen-assoziierten inflammatorischen Genen,
wodurch die hepatische und neurologische Inflammation zuriickgeht. Diese Wirkungen sind
vor allem im Gehirn, in der Milz, in der Leber und in der Niere zu beobachten. In der Lunge
zeigt Cyclodextrin hingegen keine messbare Wirkung. Zusétzlich konnte man in der Leber
messen, dass die Konzentrationen der mRNAs der Gene fir das SREBP2, die HMG-CoA-
Synthase und den LDLR sanken. Alle diese Wirkungen waren bereits 24 Stunden nach der
Cyclodextrin-Applikation feststellbar (Taylor et al. 2012, Liu et al. 2010, Davidson et al.
2009).

Zusammengefasst zeigten die Tierversuche, dass Cyclodextrin bei der Niemann-Pick-
Krankheit Typ C neuroprotektiv und antiinflammatorisch wirkt. Das heif3t, es verlangsamt die
Neurodegeneration, die durch die Akkumulation des Cholesterins in den Nervenzellen
entsteht, indem es die intraneuronale Ablagerung von Cholesterin und unveresterten
Glycosphingolipiden hemmt sowie teilweise riickgangig macht. Des Weiteren hemmt
Cyclodextrin die Entziindung in Leber sowie Gehirn und verldngert das Leben der
Versuchstiere (Taylor et al. 2012, Liu et al. 2010, Davidson et al. 2009).

2009 fuhrte die Gruppe um Davidson eine NPC-Studie an NPC”-Mausen durch. Die Tiere
wurden taglich ab P7 mit Cyclodextrin behandelt. Es zeigte sich, dass Cyclodextrin das Leben
der Versuchstiere verlangerte. Es verschob den Manifestationszeitpunkt der klinischen
Symptome, vor allem der neurologischen Funktionsstorungen, der NPC-Krankheit nach
hinten, reduzierte die intraneuronalen Cholesterin- und Glycosphingolipid-Ablagerungen,
fiihrte zu einer Sphingosin-Akkumulation und reduzierte die Marker der Neurodegeneration,
das heif3t, Cyclodextrin verminderte die krankheitsbedingte Degeneration der Purkinje-Zellen.
Diese Studie zeigte also, dass Cyclodextrin den klinischen Ausbruch der Krankheit verzogert,
die intraneuronale Akkumulation vermindert und das Leben der Versuchstiere verlangert.
Zusétzlich stellte die Gruppe um Davidson aufgrund ihrer eigenen Ergebnisse und der anderer
Studien als erste die Vermutung auf, dass Cyclodextrin alleine einen enorm positiven Effekt
auf den Verlauf der NPC-Krankheit hat. Davidson und seine Mitarbeiter sagen sogar, dass
Cyclodextrin zur starksten Verbesserung der NPC-Symptome bei einer Dauertherapie im
Tiermodell fhrt (Davidson et al. 2009).
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Die Gruppe um Liu fiihrte ebenfalls 2009 eine Studie zur Therapie mit Cyclodextrin an NPC”
".Mausen durch. lhre Ergebnisse zeigten, dass schon einzelne Injektionen von Cyclodextrin
ab P7 eine ErhOhung der Lebenserwartung der Versuchstiere und Verminderung der
Degeneration der Purkinje-Zellen bewirkt (Liu et al. 2009).

2013 wurde Cyclodextrin in Japan zur Therapie zweier NPC-Patienten eingesetzt. Bei beiden
Patienten zeigte sich ein Rickgang der Hepatosplenomegalie und eine voribergehende
Besserung der zerebralen Dysfunktion in der Elektroenzephalographie (Matsuo et al. 2013).

1.1.1.5.3 Allopregnanolon

a*

HOY 1
H

Abb. 6: Strukturformel der Allopregnanolone (Schumacher et al. 2012)

Allopregnanolon gehért in die Substanzklasse der Allopregnanolone. Allopregnanolone sind
Neurosteroide, die im Blut und Gehirn vorkommen. Sie entstehen als Stoffwechselprodukte
des Progesterons. Im menschlichen Korper werden Allopregnanolone physiologischerweise in
der Nebennierenrinde produziert und de novo von den Gliazellen des Gehirns aus Cholesterol
synthetisiert. An der Bildung sind die 3o-Hydroxysteroid-Dehydrogenase und die S5o-
Reduktase beteiligt (Baulieu und Schumacher 2000, Compagnone und Mellon 2000, Robel
und Baulieu 1994). In Stresssituationen kommt es zu einer akuten Erhéhung der Produktion,
wéhrend einer Schwangerschaft und der Menstruation der Frau besteht eine chronische
Erhohung der Produktion (Hovakimyan et al. 2013, Turkmen et al. 2010).

Allopregnanolon ist ein sehr potenter, endogener Ligand des y-Aminobuttersdure-A-
Rezeptors (GABAa-Rezeptor). Durch eine Bindung des Allopregnanolon an den Rezeptor
kommt es zu einer allosterischen Modulation am Rezeptorkomplex, welche bewirkt, dass die
GABAA-Wirkung am GABAAa-Rezeptor stark potenziert wird. Hohe Konzentrationen von
Allopregnanolon am Rezeptor konnen sogar direkt zu einer Offnung des Chlorid-Kanals des
GABAA-Rezeptors fuhren. Dies bewirkt einen Einstrom von einfach negativen Chlorid-lonen
in die Zelle. Die Zellmembran der Zelle wird dadurch hypopolarisiert, was im ZNS zu einer
verminderten Erregbarkeit fihrt. Die GABAAa-Rezeptoren sind die wichtigste inhibitorische
Komponente des ZNS (Hovakimyan et al. 2013, Turkmen et al. 2010, Liu et al. 2002). Durch
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diesen typischen inhibitorischen Effekt des Allopregnanolon entstehen die Wirkungen
Sedation, Antikonvulsion, Analgesie und Anxiolyse (Herd et al. 2007).

Allopregnanolon hat eine relativ kurze Halbwertszeit, aber eine langfristige Clearance, da es
ein grolles Verteilungsvolumen hat, an dem das Fettgewebe einen groRen Anteil aufweist. Des
Weiteren verteilt sich Allopregnanolon nach seiner Applikation zligig im ZNS, weil es die
Blut-Hirn-Schranke schnell und einfach passieren kann. Im ZNS ist es an der neuronalen
Plastizitat und einer erhohten selektiven Expression der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten ay,
a3, o4 und & beteiligt (Turkmen et al. 2010). Zusatzlich ist Allopregnanolon an der Regulation
der Myelinisierung von Nerven im PNS und ZNS durch Gliazellen beteiligt (Baulieu und
Schumacher 2000).

Bei Niemann-Pick-Patienten konnte ein Mangel an Allopregnanolonen festgestellt werden.
Auch in NPC1-Tiermodellen wurde ein reduziertes Vorliegen von Neurosteroiden und eine
altersabhéngige Senkung der Expression der 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase sowie der
5a-Reduktase besonders im Kleinhirn nachgewiesen (Griffin et al. 2004). Durch eine
Substratersatztherapie - BPT - mit Allopregnanolon im Maus-Modell konnte die Purkinje-
Zellzahl erkrankter Tiere teilweise wieder angehoben werden oder zumindest der Verlust
verlangsamt werden. Des Weiteren konnte ein Riickgang der Gangliosid-Akkumulation in den
Neuronen beobachtet werden und somit die Lebenszeit der Versuchstiere verlangert werden
(Griffin et al. 2004, Maass et al. 2015, Hovakimyan et al. 2013).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit Allopregnanolon die neurologischen
Symptome lindert, das Neuronen-Uberleben steigert, die Reaktivitit der Astrozyten verbessert
wird und die Aktivitat der Mikroglia deutlich inhibiert wird (Hovakimyan et al. 2013, Maass
et al. 2015).

Unter einer Dauertherapie mit Allopregnanolon kommt es im Laufe der Therapie zu einer
reduzierten Rezeptor-Antwort sowie zu einer Abregulation der peripher und zentral
exprimierten Rezeptoren. Dies ist eine klassische Toleranzentwicklung, an die bei einer
Allopregnanolon-Therapie immer gedacht werden muss, um die richtige Dosis und
Therapiedauer zu wéhlen (Turkmen et al. 2010).

Des Weiteren wirkt Allopregnanolon im Gehirn auf die Hypophysen-Hypothalamus-
Gonaden-Achse. Es bewirkt eine Senkung der Serum-FSH- und -LH-Spiegel. Aufgrund
dieser Wirkung konnte in einem Ratten-Versuch gezeigt werden, dass Allopregnanolon den
Eisprung hemmt und zu einer verminderten Oozyten-Zahl fiihrt, das heil3t, es hemmt bei
Weibchen die Reproduktion (Timby et al. 2011).
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Allopregnanolon ist schwer in Wasser zu lésen und muss daher flr die therapeutische
Verabreichung in einem Transportmedium geldst werden. Flr die Therapie im Mausmodell
bei BPT wurde Allopregnanolon zusammen mit Cyclodextrin als Transportvehikel
verabreicht. Allopregnanolon zeigte dabei lediglich in Kombination mit Cyclodextrin einen
positiven Wirkeffekt, daher ergibt sich die Frage, ob Allopregnanolon wirklich eine eigene
Wirkkomponente in der Therapie hat (Davidson et al. 2009, Liu et al. 2009).

2009 wurde eine NPC1-Studie an Fibroblastenkulturen durch eine Gruppe um Zampieri S.
durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten eine positive protektive Wirkung des
Allopregnanolon gegentber oxydativem Stress (Zampieri et al. 2009). Oxydativer Stress wird
aktuell als weiterer wichtiger Faktor in der Pathogenese des NPC1 diskutiert (Vazquez et al.
2012)

1.2 NPC1-Tiermodelle

Die NPC1-Tiermodelle dienen der Erforschung neuer Therapieansdtze fir die seltene

Niemann-Pick-Krankheit Typ C1, fir welche bis heute lediglich Miglustat als Therapie
zugelassen ist. Diese Medikamentenstudien an Mausen sind unerlédsslich fir die spatere
Anwendung am Menschen.

Am hdufigsten wird heutzutage das BALB/c-Mausmodell von der Gruppe um Peter Pentchev
angewendet. Die Méuse dieses Modells besitzen das NPC1-NIH-Allel, welches lediglich bei
Homozygotie zur Auspragung kommt. Somit basiert das Modell auf einer spontan
vorkommenden Mutation mit Sequenzinsertion und Sequenzdeletion im NPC1-Gen. Diese
Sequenzveranderungen fihren zum Funktionsverlust des NPC1-Proteins, fur welches das
NPC1-Gen codiert (Loftus et al. 1997). Erstmalig wurde das Modell 1980 von der Gruppe um
Pentchev beschrieben. In den Geweben der Tiere konnte eine stark verminderte Aktivitat der
Glucocerebrosidase und Sphingomyelinase nachgewiesen werden. Dies korreliert mit der
vermehrten Akkumulation von Glucocerebrosiden und Sphingomyelin in zahlreichen
Geweben. Dies entspricht fast genau dem Phanotyp eines Niemann-Pick Typ C1-Patienten
(Pentchev et al. 1980). Des Weiteren konnte in den Geweben der M&use eine erhéhte
Cholesterol-Ablagerung registriert werden (Morris et al. 1982). Diese Ablagerungen fiihren
zu einer ausgepragten Neurodegeneration, die sich in einem Verlust von 96 Prozent der
Purkinje-Zellen im Verlauf der Erkrankung duf3ert und sich in einer klinisch sichtbaren
ataktischen Koordinationsstorung der Versuchstiere manifestiert (Yamada et al. 2001, Higashi
et al. 1993, Tanaka et al. 1988). Die Versuchsmause dieses Modells sterben zwischen dem 80.
und 120. postnatalen Tag (Morris et al. 1982).
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Ein weiteres, jedoch relativ selten verwendetes Modell ist das C57BL/6J NPC1%*™ -Modell. Es
basiert ebenfalls auf einer spontan auftretenden Mutation, die im Phanotyp stark dem der
NPC1-Patienten ahnelt (Miyawaki et al. 1986).

Eine Arbeitsgruppe um Maue und Erikson hat ein neues Tiermodell entwickelt. Bei den
Méusen dieses Modells findet sich eine ,,Missense”-Punktmutation, das heif3t, es erfolgt der
Einbau einer falschen Aminosdure in das Protein, fur welches das betroffene Gen codiert
(Maue et al. 2012). Bei dieser Mutation wurde lediglich an Position 1005 eine Base
ausgetauscht. Dadurch ahnelt der Phanotyp der Tiere starker der humanen NPC1-Erkrankung.
Daher sollte bei zukinftigen Versuchen dieses Tiermodell mehr Beachtung finden. Des
Weiteren handelt es sich bei dieser Mutation um die am h&ufigsten vorkommende
Mutationsvariante bei NPC1-Erkrankten (Maue et al. 2012, Park et al. 2003).

1.3 Accelerod

Accelerod ist ein Experiment zur Uberpriifung der Motivation und des motorischen

Lernverhaltens der Mause (Jones und Roberts 1968, Barlow et al. 1996). Bei diesem Test
wurden vor allem das Gleichgewicht, die motorische Koordination und auf eine mdégliche
Ataxie der Versuchstiere getestet (Jones und Roberts 1968). Das Accelerod
(Beschleunigungstest) ist sensitiver in der Erfassung von motorischen Defiziten und liefert
konstantere Ergebnisse als der Rota Rod-Test (Bogo et al. 1981). Dieser Test wurde an P35
und P60 — dem 35. und 60. Lebenstag — mit den Tieren durchgefihrt.

Accelerod ist ein weit verbreiteter und international anerkannter Test zur Prifung der
motorischen F&higkeiten von Nagetieren. Erstmals wurde er 1968 von Jones und Roberts
entwickelt und in den folgenden Jahren mehrfach im Rahmen von Studien und Dissertationen
verwendet. Wir entschieden uns flir Accelerod, da es sich hierbei um einen sehr validen Test
zur Prufung der Motorik unserer Versuchsméuse handelt und dieser Test sicherstellt, dass
unsere Ergebnisse sowohl international als auch mit den vorausgegangenen Experimenten von
Maass und Petersen vergleichbar sind (Jones und Roberts 1968, Barlow et al. 1996,

Hovakimyan et al. 2013, Dissertation Maass 2013, Dissertation Petersen 2014).

1.4 Morris Water Maze

Das Morris Water Maze ist ein Experiment zur Uberpriifung des raumlichen Lernverhaltens

sowie des Gedé&chtnisses der Mause. Dieser Test wurde von Richard G. Morris entwickelt
(Morris 1984, Morris et al. 1982, Hodges 1996, Karl et al. 2003). Dieser Versuch wurde an
P49 mit den Tieren durchgefihrt.
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Morris Water Maze ist ein anerkannter Test zur Prifung des rdumlichen Lernverhaltens von
Nagetieren. Damit auch hier unsere Ergebnisse sowohl international als auch mit den
vorausgegangenen Experimenten von Maass und Petersen vergleichbar sind, entschieden wir
uns fur diese Testvariante (Morris 1984, Hodges 1996, Karl et al. 2003, Dissertation Maass
2013, Dissertation Petersen 2014).

1.5 Zielsetzung der Dissertation

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, die Forschungsergebnisse der NPC-Arbeitsgruppe, die in
mehreren Publikationen vorliegen, zu erweitern (Hovakimyan et al. 2013, Maass et al. 2015,
Hovakimyan et al. 2011). Die Autoren hatten Studien zur Kombinationstherapie aus
Miglustat, Allopregnanolon und Cyclodextrin an NPC1-Mutanten-Mé&usen am Institut der
Anatomie der Universitit Rostock durchgefihrt. In diesen Studien wurde die Wirksamkeit der
Kombinationstherapie bei NPC1-mutierten Mausen durch einen Vergleich zwischen
therapierten und scheinbehandelten Mé&usen nachgewiesen. Fir die Verhaltenstests Accelerod
und Morris Water Maze konnten unterschiedliche Ergebnisse der Pharmakotherapie erzielt
werden. Wéhrend sich bei dem Accelerod eine signifikante Verbesserung der therapierten
NPC1-Tiere im Vergleich zu den untherapierten NPC1-Tieren zeigte (Dissertation Petersen
2014), erzielten die therapierten NPC1-Tiere im Morris Water Maze ein signifikant
schlechteres Ergebnis als die scheinbehandelten NPC1-Mause (Dissertation Maass 2013).
Diese Ergebnisse galt es nun mit gréfReren und weiteren Tiergruppen gesunder Wildtyp-
Mause zu erweitern, um den Effekt der fiir die NPC-mutierten M&use angewandten Therapie
in Wildtyp-Ma&usen zu studieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die bisher verwendeten Versuchs- und Therapietechniken
angewendet. Es sollte an groReren Versuchsgruppen geprift werden, ob eine
Kombinationstherapie oder eine ausschlielliche Miglustat-Therapie bei gesunden Wildtyp-
Mausen zu Verhaltensédnderungen fihrt.

1.6 Fragestellungen und Hypothesen zur Arbeit

1.6.1 Fragestellungen

Bevor die Fragestellungen dieser Arbeit betrachtet werden, mussen die Versuchsgruppen
definiert werden.

Die Sham 1-Gruppe ist eine Kontrollgruppe. Dieser Gruppe wurden weder Medikamente
noch Losungsmittel injiziert. Sie bekamen lediglich intraperitoneale ,,Leer-Injektionen”
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entsprechend dem Therapieplan der anderen Versuchsgruppen, damit die Tiere nicht
unterschiedlich oft von der versuchsausfiihrenden Person in die Hand genommen wurden.

Als zweite Kontrollgruppe wurde Sham 2 in die Studie mit aufgenommen. Diese Gruppe
wurde entsprechend ihres Korpergewichts mit 0,9-prozentiger Kochsalzlésung und
Ringerldsung aquivalent zu den Therapieplanen der anderen Versuchsgruppen intraperitoneal
injiziert. Diese Gruppe wurde in die Tests mit aufgenommen, um auszuschliel3en, dass bereits
die Losungsmittel der jeweiligen Medikamente einen positiven oder negativen Effekt auf das
Verhalten der Tiere haben. Auch diese Tiere wurden somit genauso hdufig in die Hand
genommen und injiziert wie die pharmakotherapierten Méause.

Die Kombi-Gruppe ist eine Experimentalgruppe. Diese Gruppe wurde entsprechend der
Literaturangaben mit der vollstandigen 3er-Kombination der Medikamente Miglustat (gel6st
in  0,9-prozentiger Kochsalzlésung), Cyclodextrin und Allopregnanolon (geldst in
Ringerlésung) intraperitoneal injiziert. Die Kombination wurde an festgelegten Tagen
verabreicht (Hovakimyan et al. 2011, Davidson et al. 2009). Diese Gruppe wurde in die
Versuchsreinen mit aufgenommen, weil die Kombinationstherapie mit Miglustat,
Cyclodextrin und Allopregnanolon der bisherigen Standardtherapie entspricht.

Die vierte Gruppe der Studie ist die Miglustat only-Gruppe. Diese Gruppe wurde mit
Miglustat geldst in 0,9-prozentiger Kochsalzlosung intraperitoneal injiziert und bekam zu den
Zeitpunkten, an denen Cyclodextrin und Allopregnanolon in der Kombinationstherapie an der

Reihe gewesen waren, aquivalente Volumina an Ringerldésung intraperitoneal injiziert.

Fir diese Dissertation ergaben sich vier Fragestellungen:

1. Gibt es einen Unterschied zwischen der Sham 1- und der Sham 2-Gruppe? Das heil3t, es
soll gepruft werden, ob schon die Lésungsmittel alleine einen positiven oder negativen Effekt
auf das Verhalten der Versuchstiere haben.

2. Gibt es einen Unterschied zwischen der Kombi-Gruppe und der Sham 2-Gruppe? Das
hei3t, wir wollen herausfinden, ob die therapierten Tiere, die eine 3er-Kombi aus Miglustat,
Cyclodextrin und Allopregnanolon bekommen haben, in unseren Tests anders abschneiden,
als die Mause, denen ausschlieBlich physiologische Kochsalzlésung und Ringerlésung
gespritzt wurde.

3. Besteht ein Unterschied zwischen der Miglustat only-Gruppe und der Sham 2-Gruppe? Es
gilt also zu ermitteln, ob Miglustat als Monotherapie einen positiven Effekt auf unsere

Versuchstiere hat.
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4. Treten Unterschiede im Verhalten zwischen der Kombi-Gruppe und der Miglustat only-
Gruppe der gesunden Wildtyp-Mé&use auf? Das heil3t, haben die bei Morbus Niemann Pick
verwendeten Medikamente (3er-Kombination) einen anderen Effekt als Miglustat alleine auf

gesunde Wildtyptiere?

1.6.2 Hypothesen

Fur unsere Versuchsabldufe wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

1. Miglustat only und/oder die 3er-Kombi-Therapie mit Miglustat, Cyclodextrin und
Allopregnanolon haben einen forderlichen Effekt auf die motorische Entwicklung und
Leistung von gesunden Tieren.

2. Miglustat only und/oder die 3er-Kombi-Therapie fordern das rdumliche Lernen der Tiere.

2. Material und Methoden

2.1 \Versuchstiere

Die in unseren Experimenten verwendeten Versuchstiere (Wildtyp-BALB/c-Zuchtmause)
stammten aus den Charles River Laboratories (Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld, Germany).
Von dort wurden schwangere Muttertiere bezogen. Fir die Experimente verwendeten wir
lediglich Wildtyp-Mé&use, da wir Uberpriifen wollten, ob die von uns verwendeten
Pharmakotherapeutika bei gesunden Tieren zu einem Effekt fuhren.

Die Versuchstiere wurden im Tierstall des Institutes flr Anatomie in Rostock bei einer
kiinstlichen Beleuchtung im stetigen 12 Stunden-Wechsel zwischen Tag und Nacht sowie
einer Temperatur von 22 + 2 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60% gehalten.

Ab dem postnatalen Tag P23 wurden die Jungtiere von ihren Miuttern getrennt und in
Gruppenhaltung gebracht. Die verwendeten Kéafige waren vom Typ Ehret 1l und 207 mm X
140 mm x 265 mm groB. Ab diesem Tag wurden die Mause entsprechend ihres Gewichts mit
Pellets (Sniff, Soest, Deutschland) erndhrt. Wasser konnten die Tiere jederzeit Uber eine am
Kafig hdngende Flasche trinken.

Zur genauen Dosierung der Pharmakotherapeutika wurden die Tiere regelmaRig mit einer
Digitalwaage gemessen.

Am postnatalen Tag P70 wurden die Versuchsmause schmerzfrei durch eine Uberdosis
Pentobarbital-Natrium (Serva, Deutschland) getotet.

Insgesamt waren 81 ménnliche Wildtyp-Maduse im Rahmen dieser Dissertation an den Tests

beteiligt. Die Tiere wurden zundchst in vier Gruppen eingeteilt (siehe Kapitel 2.2).

34



Material und Methoden
Versuchstiere

Alle Experimente wurden unter Einhaltung der gultigen gesetzlichen Bestimmungen und mit
Erlaubnis der 6rtlichen Kontrollbehérde Mecklenburg-Vorpommerns (Zulassungs-I1D: 7221.3-
1.1-088/10) durchgefuhrt. Alle institutionellen Richtlinien fir den Tierschutz und das
experimentelle Verhalten wurden befolgt. Es wurden alle Anstrengungen unternommen, um

ein Leiden der Tiere zu minimieren.

2.2 VVersuchsgruppen

Fur die Untersuchung der Wirkung von Miglustat haben wir mit vier verschiedenen
Tiergruppen gearbeitet. Die Gruppen wurden Sham 1, Sham 2, Kombi und Miglustat only
genannt. Fur die Versuche wurden nur mannliche Tiere — Méause vom Wildtyp — verwendet.
Sham 1 war eine Gruppe, bestehend aus 14 Mausen. Diese Gruppe wurde in die Tests
aufgenommen, um sie mit der Kombi- und Miglustat only-Gruppe zu vergleichen. Die Tiere
bekamen entsprechend des Therapieplans eine intraperitoneale Leer-Injektion, das heift,
ihnen wurden O Milliliter gespritzt. Die Leer-Injektion erfolgte jeweils zu den Zeiten, an
denen die medikamentierten Tiere ihre Arzneimittel verabreicht bekamen. Durch die
regelmaRigen Leer-Injektionen sollte verhindert werden, dass die Tiere weniger als die
anderen Méuse in die Hand genommen wurden und dadurch ein anderes Verhalten in den
Versuchsreihen zeigen.

Sham 2 umfasste 15 Tiere. Diese Tiere wurden entsprechend ihres Kdérpergewichts mit 0,9-
prozentiger Kochsalzlosung und Ringerlésung intraperitoneal injiziert. Sie wurden in der
gleichen Haufigkeit und mit den gleichen Flissigkeitsmengen wie die Kombi-Gruppe
entsprechend desselben Therapieplans gespritzt. Diese Gruppe wurde in die Tests
aufgenommen, um sie mit der Kombi- und Miglustat only-Gruppe zu vergleichen und
auszuschliel3en, dass bereits die Lésungsmittel der jeweiligen Medikamente einen Effekt auf
das Verhalten der Tiere haben.

In der Kombi-Gruppe befanden sich 27 Versuchstiere, von denen eine Maus wahrend der
Experimente starb, sodass diese komplett aus der Auswertung herausgenommen und mit 26
Tieren weitergearbeitet wurde. Diese Gruppe wurde entsprechend der Literaturangaben mit
der vollstdndigen 3er-Kombination der Medikamente Miglustat, Cyclodextrin und
Allopregnanolon therapiert. Miglustat wurde in 0,9-prozentiger Kochsalzlésung und
Cyclodextrin sowie Allopregnanolon wurden in Ringerlosung gel6st. Diese Lésungen wurden
beide entsprechend des Korpergewichts der Maéause intraperitoneal appliziert. Die

Kombination wurde an den festgelegten Tagen verabreicht (Hovakimyan et al. 2011,
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Davidson et al. 2009). Diese Gruppe wurde in die Versuchsreihen mit aufgenommen, um den
Effekt der NPC-Standardtherapie auf gesunde Wildtyp-Mause zu untersuchen.

Die Miglustat only-Gruppe war eine Gruppe aus 31 Mausen. Zwei Versuchstiere verstarben
und drei Mannchen stellten sich im fortgeschrittenen Alter als Weibchen heraus, woraufhin
diese funf Tiere aus den Versuchsreihen herausgenommen wurden und ihre Ergebnisse nicht
in die Auswertung mit einflossen. Diese Gruppe bekam zur selben Zeit wie die Kombi-
Gruppe Miglustat gelost in 0,9-prozentiger Kochsalzlosung intraperitoneal verabreicht und zu
den Zeitpunkten, an denen Cyclodextrin und Allopregnanolon an der Reihe gewesen waren,
bekamen die Tiere dquivalente Volumina an Ringerldsung intraperitoneal injiziert. Auch diese

Gruppe wurde entsprechend ihres Korpergewichts therapiert.

2.3 Therapieschemata der VVersuchsgruppen

PO P1-P6 [PZ0r0 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P28 pas pa2 pag PS6 P63 P70
Geburt Heranwachsen
Start Miglu taglich i.p. bis P22 Start Miglu in Futter-Pellets gepresst
Kombi-Gr. CD-Allo X X X X X X X X X X
Miglu X X X; X X X X X X X X X X Start Miglu in Futter-Pellets gepresst
Sham 1-Gr. Leer-Inj. fur X X X X X X X 5 % X
CD-Allo > Stich
Leer-Inj. fur X X X X X X X x X X X X X Futter-Pellets ohne Medikamente
Miglu - Stich
Sham 2-Gr. Ringerlsg. i.p. X % X X X X X X X X
fur CD-Allo
0,9%ige NaCl-Lsg. X X X X X X X X x X X X X Futter-Pellets ohne Medikamente
i.p. fur Miglu

Miglu only-Gr. Ringerlsg. i.p. X X; X X X X X X X X
fur CD-Allo
Miglu X X X X X X X X; % X X X X Start Miglu in Futter-Pellets gepresst

Abb. 7: Tabellarische Darstellung des Therapieplanes und der Injektions-Zeitpunkte

23.1Sham1
Start CD-Allo alle 7 Tage i.p.
bei der Kombi-Gruppe, daher Start der Miglu-Therapie in Pelletform
Sham 1 an entsprechenden Tagen  (Sham-M:use bekommen medikamentenfreie
Leer-Injektion Futter-Pellets)
Heranwachsen Start Miglu téiglich i.p. bei der Kombi- und Start der Tests

i Beginn der Priiparation
Miglustat only-Gruppe, daher

Sham 1 an entsprechenden Tagen Leer-Injektion

Abb. 8: Schematische Darstellung der Sham 1-Therapie

Die Tiere der Sham 1-Gruppe wurden ab ihrem 7. Lebenstag einmal wochentlich leer injiziert,
um das Handling der Kombinationsbehandlung aus Allopregnanolon und Cyclodextrin
nachzuahmen. Das heif3t, sie wurden an P7, P14, P21, P28, P35, P42, P49, P56, P63 und P70
entsprechend der CD-Allo-Termine leer injiziert. Vom 10. bis zum 22. Lebenstag P10 - P22

kamen tagliche Leer-Injektionen hinzu, um die Miglustat-Therapie der Kombi- und Miglustat
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only-Gruppe nachzuahmen. Ab dem 23. Lebenstag wurde in den anderen Gruppen die
Miglustat-Therapie in Pelletform durchgefiihrt, dadurch entfielen die taglichen Leer-
Injektionen in der Sham 1-Gruppe und die Mause erhielten nun nur noch weiter ihre Futter-
Pellets ohne Miglustat-Beisatz und die wochentlichen Leer-Injektionen entsprechend der CD-

Allo-Termine.

2.3.2 Sham 2

Start CD-Allo alle 7 Tage i.p.

bei der Kombi-Gruppe, daher

Sham 2 an entsprechenden Tagen Start der Miglu-Therapie in Pelletform
dquivalente Volumina Ringerlésung (Sham-Miuse bekommen medikamentenfreie

i.p. appliziert Futter-Pellets)
Heranwachsen Start Miglu tiiglich i.p. bei der Kombi- und Start der Tests Beginn der Priparation

Miglustat only-Gruppe, daher
Sham 2 an entsprechenden Tagen édquivalente
Volumina 0,9%iger NaCl-Losung i.p. appliziert

Abb. 9: Schematische Darstellung der Sham 2-Therapie

Das Therapieschema der Sham 2-Gruppe entspricht dem der Sham 1-Gruppe, jedoch wurden
keine Leer-Injektionen zu den entsprechenden Zeitpunkten durchgefuhrt, sondern aquivalente
Volumina Ringerldsung an den CD-Allo-Terminen und &quivalente VVolumina 0,9-prozentiger
Natriumchloridlésung an den Terminen der Miglustat-Therapie verabreicht. Die Tiere dieser
Gruppe bekamen von P10 bis P22 téglich 0,9-prozentige Natriumchloridlésung
intraperitoneal injiziert, um das Handling der Miglustat-Therapie nachzuahmen. Um die
Kombitherapie aus Allopregnanolon und Cyclodextrin nachzuempfinden sowie einen Effekt
durch die Ringerlésung ebenfalls auszuschlielen, wurde einmal wdchentlich ab P7 ein
aquivalentes Volumen Ringerlésung zur CD-Allo-Therapie intraperitoneal injiziert. Daher
ergaben sich in dieser Gruppe ebenfalls die Injektionstermine P7, P14, P21, P28, P35, P42,
P49, P56, P63 und P70 fir die Ringerldsung.
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2.3.3 Kombi-Gruppe

Start CD-Allo alle 7 Tage i.p.
- 4000 mg/kg KG Cyclodextrin
gelost in Ringerlosung
- 25 mg/kg KG Allopregnanolon Start der Miglu-Therapie in Pelletform
gelost in Ringerlosung - 1200 mg Miglustat in 1 kg Futter-Pellets gemischt

PO - P6 - P10 - P22 P35

Heranwachsen Start Miglu tiiglich i.p. Start der Tests Beginn der Priparation
- 300 mg/kg KG Miglustat
geldst in 0,9%iger NaCl-Losung

Abb. 10: Schematische Darstellung der Kombi-Therapie

Die Versuchstiere wurden ab ihrem 7. Lebenstag wochentlich mit einer
Kombinationsbehandlung aus Allopregnanolon und Cyclodextrin gelést in Ringerlésung
entsprechend ihres Kdrpergewichts durch eine intraperitoneale Injektion therapiert. Die
Cyclodextrin-Behandlung wurde Uber den gesamten Zeitraum mit 4.000 mg pro kg
Kdrpergewicht 1 x pro Woche durchgefuhrt. Allopregnanolon wurde wahrend der gesamten
Therapie 1 x pro Woche in einer Dosierung von 25 mg pro kg Kdrpergewicht verabreicht. Ab
dem 10. Lebenstag wurden die Tiere zusétzlich taglich entsprechend ihres Korpergewichts
mit Miglustat behandelt. Die Miglustat-Therapie erfolgte vom 10. bis zum 22. Lebenstag
durch eine intraperitoneale Injektion. Wahrend dieser Zeitspanne bekamen die
Versuchsmause 1 x taglich 300 mg pro kg Kérpergewicht Miglustat geldst in 0,9-prozentiger
Natriumchloridlésung verabreicht. Ab dem 23. Lebenstag wurde Miglustat in Pelletform
(Futterbeimischung) verabreicht. Die Futterpellets enthielten 1.200 mg Miglustat je kg Futter.

2.3.4 Miglustat only-Gruppe

Start CD-Allo alle 7 Tage i.p.
bei der Kombi-Gruppe, daher
Miglu-M:iusen an entsprechenden

Tagen éiquivalente Volumina Start der Miglu-Therapie in Pelletform
Ringerlosung i.p. appliziert - 1200 mg Miglustat in 1 kg Futter-Pellets gemischt
Heranwachsen Start Miglu tiiglich i.p. Start der Tests Beginn der Priparation

- 300 mg/kg KG Miglustat
gelost in 0,9%iger NaCl-Losung

Abb. 11: Schematische Darstellung der Miglustat-Therapie

Die Mause der Miglustat only-Gruppe bekamen ab dem 7. Lebenstag entsprechend des CD-
Allo-Therapiekonzepts aquivalente Volumina Ringerldsung intraperitoneal injiziert, um das
Handling der Kombinationsbehandlung mit Cyclodextrin und Allopregnanolon nachzuahmen.
Daher ergaben sich die Injektionstermine P7, P14, P21, P28, P35, P42, P49, P56, P63 und
P70 fiir die Ringerlosung. Ab dem 10. Lebenstag kam die Miglustat-Therapie entsprechend
des in 2.3.3 beschriebenen Schemas hinzu. Es erfolgten von P10 bis P22 tagliche Injektionen
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von 300 mg Miglustat pro kg Korpergewicht geldst in 0,9-prozentiger Natriumchloridlésung.
VVom 23. Lebenstag an erfolgte auch in dieser Gruppe die Verabreichung von Miglustat in
Pelletform. Es wurden 1.200 mg Miglustat je kg Futter in die Pellets gepresst.

Elevated Open
Plus Field

2.4 \Versuchsabfolge

{}

Morris Water
Maze

Abb. 12: Versuchsabfolge der Maustests (Elevated Plus, Open Field und Heat Plate wurden von einem weiteren
Doktoranden der NPC-Arbeitsgruppe des Instituts flir Anatomie Rostock im Rahmen eines Gesamtprojektes
durchgefihrt.)

Im Zuge der Experimente wurden mit den Mausen sechs Tests durchgefuhrt. Am 35.
Lebenstag der Tiere wurde mit Accelerod (friih) begonnen. Dieser Versuch erstreckte sich
iiber drei Tage, wobei die Ubungsdurchginge am 33. und 34. Lebenstag sowie ein weiteres
Training vor dem Test am 35. Lebenstag der Tiere durchgefiihrt wurden. Am 49. Lebenstag
wurde der Morris-Water-Maze-Test durchgefihrt, der sich ebenfalls iber drei Tage erstreckte.
Die zwei Tage vor dem eigentlichen Test wurden fiir das Training der Mause genutzt. Beim
Morris Water Maze-Test handelt es sich sowohl um einen Motorik- als auch Verhaltens- und
Gedachtnistest. Elevated Plus wurde am 56. Lebenstag der Tiere durchgefiihrt und dauerte
jeweils einen Tag pro Gruppe. Elevated Plus ist ein Verhaltenstest, bei dem es vor allem um
das Angstverhalten der Tiere geht. Am 60. Lebenstag wurde Accelerod (spat) durchgefiihrt,
wobei wiederum zwei Tage vorher die Ubungsdurchgénge stattfanden. Zwei Tage spater — am
62. Lebenstag der Tiere — folgte der Open Field-Test, der einen Tag pro Gruppe in Anspruch
nahm. Mit Open Field sollte die Spontanaktivitat und das Angstverhalten der Méuse getestet
werden. Zu guter Letzt wurde am 65. Lebenstag der Test auf der Hitzeplatte durchgefihrt.
Hierbei handelt es sich um einen Schmerztest, mit dem eine maogliche periphere Neuropathie
als Nebenwirkung der eingesetzten Arzneistoffe ausgeschlossen oder nachgewiesen werden

sollte.
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Im Folgenden fiihre ich einen ausfihrlichen Ablaufplan an:

01.03.12 17:00 Accelerod (friih) Sham 1 und 2
02.03.12 17:00 Accelerod (friih) Sham 1 und 2
03.03.12 17:00 Accelerod (frih) Sham 1 und 2
06.03.12 17:00 Accelerod (friih) Kombi
07.03.12 17:00 Accelerod (friih) Kombi
08.03.12 17:00 Accelerod (friih) Kombi
10.03.12 17:00 Accelerod (friih) Miglustat only
11.03.12 17:00 Accelerod (friih) Miglustat only
12.03.12 17:00 Accelerod (frih) Miglustat only
15.03.12 14:00 Morris Water Maze Sham 1 und 2
16.03.12 14:00 Morris Water Maze Sham 1 und 2
17.03.12 14:00 Morris Water Maze Sham 1 und 2
20.03.12 14:00 Morris Water Maze Kombi
21.03.12 14:00 Morris Water Maze Kombi
22.03.12 14:00 Morris Water Maze Kombi
24.03.12 14:00 Elevated Plus Sham 1 und 2
14:00 Morris Water Maze Miglustat only
25.03.12 14:00 Morris Water Maze Miglustat only
26.03.12 17:00 Accelerod (spat) Sham 1 und 2
14:00 Morris Water Maze Miglustat only
27.03.12 17:00 Accelerod (spat) Sham 1 und 2
28.03.12 17:00 Accelerod (spat) Sham 1 und 2
29.03.12 14:00 Elevated Plus Kombi
30.03.12 14:00 Open Field Sham 1 und 2
17:00 Accelerod (spat) Kombi
31.03.12 17:00 Accelerod (spat) Kombi
01.04.12 17:00 Accelerod (spat) Kombi
02.04.12 14:00 Elevated Plus Miglustat only
17:00 Heat Plate Sham 1 und 2
04.04.12 14:00 Open Field Kombi
17:00 Accelerod (spat) Miglustat only
05.04.12 17:00 Accelerod (spat) Miglustat only
06.04.12 17:00 Accelerod (spat) Miglustat only
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07.04.12 17:00 Heat Plate Kombi
08.04.12 14:00 Open Field Miglustat only
11.04.12 17:00 Heat Plate Miglustat only

2.4.1 Accelerod
Accelerod ist ein Experiment zur Uberprifung der Motivation und des motorischen

Lernverhaltens der Mause (Jones und Roberts 1968, Barlow et al. 1996). Bei diesem Test
wurden vor allem das Gleichgewicht und die motorische Koordination der Versuchstiere
getestet. Dieser Test wurde an P35 und P60 — dem 35. und 60. Lebenstag — mit den Tieren
durchgefuhrt.

Der Test besteht aus einer Trainingsphase (zwei Tage) und einer Testphase (zwei Tage). An
P33 wurden die Tiere viermal trainiert. Die Tiere wurden hierfur in 4er-Gruppen fir 120
Sekunden auf eine sich bei konstanter Geschwindigkeit — 12 UpM — drehende Walze gesetzt.
Wahrend dieser Zeit wurde dann gezahlt, wie oft jedes einzelne Tier heruntergefallen ist.
Innerhalb der 120 Sekunden wurden die Tiere sofort nach dem Herunterfallen wieder auf die
rotierende Walze gesetzt. Es wurden immer alle Tiere einer Gruppe einmal trainiert, bevor der
zweite Trainingslauf begann.

An P34 wurden die Tiere auf die gleiche Weise wieder viermal trainiert und im Anschluss
daran fanden die ersten zwei Tests statt. Bei den Tests beschleunigte das Laufband fir finf
Minuten kontinuierlich von 4 UpM auf 40 UpM. Die Beschleunigung erfolgte immer nach
dreiBig Sekunden und das Tempo des Laufbandes steigerte sich immer um 4 UpM. Nun
wurde gemessen, wie lange jedes Tier lauft bis es herunterféllt, das heilt, es wurde die
maximal erreichte UpM-Zahl fir jedes Tier ermittelt.

An P35 wurden dann nochmals auf die gleiche Weise sechs Tests mit jeder Maus
durchgefuhrt.

Dieses Experiment wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten mit den Tieren durchgefihrt.
Die Testreihe zu P60 begann wieder mit vier Trainingseinheiten an P58. An P59 folgten
weitere vier Trainingsldufe sowie zwei Tests und an P65 wurden sechs abschliel(ende Tests
durchgefiihrt. Die Versuche wurden nach dem gleichen Prinzip wie die frihe Test- und
Trainingsreihe durchgefihrt.

Wahrend des Trainings wurden die Latenzen bis zum ersten Sturz und die Anzahl der Stirze
pro Trainingsdurchgang registriert. Beim Accelerod-Test wurden die Latenzen bis zum Sturz

und die erreichte Umdrehungsgeschwindigkeit fiir jedes Versuchstier aufgezeichnet.
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Sowohl der frihe (P35) als auch der spate (P60) Test wurden unter Standardbedingungen
durchgefuhrt: Raumtemperatur um die 18 °C, Lichtstarke von ungefahr zwei bis drei Lux und
Start der Versuche nicht vor 17 Uhr. Die Tests durften nicht vor 17 Uhr gestartet werden, weil
die Motorik der Mause nur in der Aktivitatsphase der Tiere gemessen werden darf.

Die Apparatur (TSE Systems, Bad Homburg, Germany) fiir den Accelerod-Versuch besteht
aus einer Basis — eine 8,0 cm hohe und 53,5 cm lange Box — und einer Plattform, die sich 4,5
cm oberhalb der Basis befindet. Die Plattform besteht aus diinnen Metallstdben und einer
Lichtschranke, die den Aufprall einer Maus registriert. In einem Abstand von 26,5 cm
oberhalb der Plattform befindet sich eine rotierende Walze. Die Walze ist in vier Abschnitte
unterteilt, die durch 0,3 cm dicke Zwischenwénde voneinander getrennt sind, damit vier
Méuse gleichzeitig getestet werden konnen. Jeder einzelne Abschnitt der Walze ist 8,5 cm
breit. Der Durchmesser der Walze betragt 3,0 cm. Die Oberflache der Walze ist gummiert,

damit die Versuchstiere nicht zu schnell ins Rutschen kommen.

Abb. 13: Schematische Darstellung der Rota Rod-Apparatur im Profil
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Abb. 14: Rota Rod-Gerat in schematischer Frontalansicht

2.4.2 Morris Water Maze
Morris Water Maze ist ein Experiment zur Uberpriifung des raumlichen Lernverhaltens sowie

des Gedéchtnisses der Mause. Dieser Test wurde von Richard G. Morris entwickelt (Morris
1984, Hodges 1996, Karl et al. 2003). Dieser Versuch wurde an P49 mit den Tieren
durchgefuhrt.

Der Test besteht aus einer Trainingsphase (drei Tage) und einer Testphase (ein Tag).

Bei diesem Experiment werden die Méause in ein rundes Wasserbecken gesetzt, das in vier
Quadranten eingeteilt wurde. Die Quadranten sind durch vier verschiedene Symbole
aullerhalb des Beckens optisch fiir die Mduse erkennbar. Im vierten Quadranten befindet sich
eine Plattform, die circa 1 cm mit Wasser bedeckt ist. Diese Plattform befindet sich immer am
selben Ort. Es soll nun mit diesem Experiment getestet werden, ob die M&use sich merken,
wo sich die Plattform befindet.

An P47 wurden die Mduse zweimal trainiert. Ein Training bestand aus vier Durchgangen a 60
Sekunden. Wenn die Maus innerhalb dieser Zeit die Plattform gefunden hatte, wurde der
Durchgang abgebrochen und die Maus zur Belohnung kurz aus dem Becken genommen und

leicht abgetrocknet. Wenn sie die Plattform aber nicht innerhalb der 60 Sekunden gefunden
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hatte, wurde sie Richtung Plattform geschoben und dort kurz sitzen gelassen. Anschlie3end
wurde sie aus dem Wasser genommen und leicht abgetrocknet, damit sie nicht unterkihlt. Fur
die vier Durchgénge wurde die Maus einmal zum Start in jeden Quadranten gesetzt. Dieser
Vorgang wurde mit jeder Maus direkt viermal hintereinander wiederholt. Wenn die Gruppen
dann einmal komplett durchgetestet waren, wurde wieder mit Maus 1 von vorne begonnen.
An P48 wurden die M&use ebenfalls zweimal auf dieselbe Weise trainiert.

An P49 wurden die Mduse nur einmal auf diese Weise trainiert und nachdem alle noch einmal
trainiert hatten, wurde der Test durchgefuhrt. Flr den Test wurde die Plattform aus dem
Wasser genommen. Die Maus wurde zum Start in jenen Quadranten gesetzt, der gegentber
dem Quadranten liegt, in welchem sich zuvor im Trainingsversuch die Plattform befand. Der
Test dauerte 60 Sekunden und es wurde beobachtet, wie haufig die Maus die Stelle, an der
sich die Plattform wahrend der Trainingsdurchldufe befand, kreuzt und wie lange sowie wie
oft sie sich im vierten Quadranten — in welchem sich zuvor in den Trainingseinheiten die
Plattform befand — aufhalt.

Die Apparatur fur den Morris Water Maze-Test besteht aus einem schwarzen, kreisrunden
Kunststoffbecken. Das Becken hat einen oberen Durchmesser von 103 cm, einen unteren von
100 cm und eine Tiefe von 33 cm. Die Plattform ist schwarz lackiert, hat einen Durchmesser
von 12 cm und eine Hohe von 19,5 cm. Damit die Plattform circa einen Zentimeter von
Wasser bedeckt ist, wurde das Becken taglich bis zu einer Hohe von 21,5 cm mit frischem,
circa 19 °C warmen Wasser aufgefillt. Das Wasser war klar und nicht durch Kalk eingetribt,
da wir weille und keine schwarzen Mause testeten. Um das Hantieren mit den Mé&usen zu
vereinfachen, befand sich das gesamte Becken auf einem 33 cm hohen und runden Podest.
Zur Orientierung der Versuchstiere wurden wahrend des Trainings und der Tests im Blickfeld
der Tiere um das Kunststoffbecken herum in allen vier Himmelsrichtungen vier verschiedene
Symbole aufgehéngt. Es wurden ein Kreis, ein Dreieck, ein Viereck und ein Sechseck
verwendet. Der Raum wurde wahrend des gesamten Versuchs mit ungefahr zwei bis drei Lux
ausgeleuchtet. Das Verhalten der Versuchstiere wurde mit einem computergestitzten,
automatischen Video-Trackingsystem aufgenommen (TSE VideoMot 2, Black and White
Systems, Bad Homburg Germany)
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innen: 100 cm
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Abb. 15: Schematische Darstellung des Morris Water Maze-Beckens in der Draufsicht
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Abb. 16: Rdumliche, schematische Darstellung des Morris Water Maze-Beckens mit dazugehdrigem Podest
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Abb. 17: R&dumliche, schematische Darstellung der Plattform des Morris Water Maze-Versuches

Abb. 18: Schematische Darstellung der Morris Water Maze-Quadranten (Draufsicht)
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2.5 Datenanalyse

In dieser Arbeit sollen Unterschiede zwischen den Gruppen (therapiert vs. scheintherapiert) in
Bezug auf ihre motorischen und kognitiven Fahigkeiten herausgearbeitet werden. Durch den
Umstand, dass die Mause mit identischen Therapien in Gruppen zusammengefasst wurden,
sind die individuellen Unterschiede innerhalb der Gruppen eher gering, das heilt, die
individuellen Ergebnisse der Versuchstiere einer Gruppe korrelieren miteinander, und sind
deshalb vernachlassigbar. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen sind jedoch
interessant und wichtig, weshalb sie im folgenden Kapitel erldutert werden. Da alle Mé&use
wiederholt gemessen und getestet wurden, handelt es sich um Messwiederholungsdaten. Um
der Clusterung der Messdaten bezlglich der verschiedenen Méuse gerecht zu werden, wurden
die Daten mit einer ein- oder zweifaktoriellen ANOVA ausgewertet (Rudolf und Miller 2012,
Fahrmeier et al. 1999). Der Holm-Sidak-Ansatz wurde flr die Anpassung fur mehrere Tests
fiir deren Post-hoc-Vergleiche verwendet. Im Fall von nicht normalverteilten Daten wurden
diese mit einer Kurskal-Wallis ein- oder zweifachen ANOVA nach Rangen ausgewertet. Auf
diese Vergleiche nach Rédngen wurden dann die Dunn-Methode angewandt, um den Testfehler
zu minimieren. Als kritischer Wert flr die Signifikanz der Ergebnisse wurde in der gesamten

Auswertung p < 0,05 verwendet.

2.5.1 Post-hoc-Tests
Zu den Post-hoc-Signifikanztests zahlen die einfaktorielle ANOVA, der Kruskall-Wallis-Test

oder zum Beispiel der Median-Test. Diese Tests werden im Anschluss an eine Varianzanalyse
durchgefiihrt, um die Fehler der Ergebnisse zu minimieren und die genaue Signifikanz zu
lokalisieren. Hierzu erfolgen paarweise Mittelwertvergleiche im Rahmen der verschiedenen
Tests. Dies kann auf verschiedenen Weisen durchgefiihrt werden, zum Beispiel als Holm-
Sidak- oder Dunn-Methode (Tamhane 1977).

2.5.2 Analysis of Variance

Die ANOVA, oder auch Analysis of Variance, ist eine univariable Varianzanalyse und gehort
in die Gruppe der statistischen Analyseverfahren. Varianzanalysen sind strukturpriifende und
datenanalysierende Testverfahren. Mit ihnen werden PrifgroRen und Varianzen einer
Datenmenge berechnet, um die GesetzmaRigkeiten hinter den Daten zu verstehen und
aufzudecken. Wie die Regressionsanalyse untersucht auch die Varianzanalyse
Zusammenhdnge zwischen einer abhéngigen und verschiedenen unabhédngigen Variablen
(Rudolf und Mdiller 2012, Fahrmeier et al. 1999).
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Die Varianzanalyse prift, ob sich die Erwartungswerte der abhangigen Variablen, also der
Zielgrole, in verschiedenen Gruppen unterscheiden. Anhand von Prifgrofien kann festgestellt
werden, ob die Varianz innerhalb einer Gruppe kleiner ist als die Varianz zwischen den
Gruppen (Rudolf und Miller 2012, Fahrmeier et al. 1999).

Bevor eine Analyse der Varianz durchgefuhrt werden kann, muss gepruft werden, ob die zu
untersuchenden Datensédtze die Voraussetzungen fiir eine ANOVA erfillen. Diese sind die
gleichen wie bei der linearen Regressionsanalyse, da beide Verfahren vergleichbar sind
(Rudolf und Miller 2012, Fahrmeier et al. 1999) [Internetquelle 7].

2.5.2.1 Einfaktorielle ANOVA
Die einfaktorielle ANOVA stellt eine einfache Varianzpriifung dar. Sie wird an unabhéangigen

Stichproben bzw. Datensdtzen durchgefuhrt. Es handelt sich um eine einfache
Varianzanalyse, da lediglich eine unabhédngige Variable der Gruppe gepruft wird. Mit ihr wird
geschaut, welchen Einfluss eine erklarende, also wunabhangige Variable (z.B.
Gruppenzugehorigkeit) mit k verschiedenen Fallgruppen auf die Auspragung der
normalverteilten, abhangigen Variablen hat. Hierzu werden von den Variablen der einzelnen
Gruppen die Mittelwerte gebildet und miteinander verglichen. Es werden auf der einen Seite
die Varianzen innerhalb der Gruppen und auf der anderen Seite die Varianzen zwischen den
verschiedenen Gruppen verglichen. Bei der Durchfiihrung der einfaktoriellen ANOVA
missen vom Prinzip her dieselben Voraussetzungen wie fir eine allgemeine Varianzanalyse
beachtet werden. Die Varianzen missen normalverteilt vorliegen. ES muss eine
Varianzhomogenitat vorliegen, das heifl3t, die Fehlerkomponenten zwischen den einzelnen
Gruppen miussen identisch sein. Des Weiteren mussen die Messwerte voneinander
unabhéngig sein (Rudolf und Miuller 2012, Fahrmeier et al. 1999, Brosius 1998)
[Internetquelle 7].

Fur eine einfaktorielle ANOVA kann, wie fir andere statistische Testverfahren, eine
Nullhypothese (Ho) formuliert werden. Hy: Zwischen den Erwartunsgwerten der einzelnen
Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied, das hei3t die Mittelwerte, die miteinander
verglichen werden, sind in ihrer Grundgesamtheit identisch. Dies sieht in einer
mathematischen Formel folgendermaRen aus: Ho: i = M2 = ... = Mk (W steht fur den
Erwartungswert der erklarten, also abhangigen Variable der i. Gruppe) Wird die
Nullhypothese nicht bestatigt, das heil3t, sie wird verworfen, gibt die einfaktorielle ANOVA
lediglich eine Information dartiber, dass mindestens zwei Gruppenmittelwerte der abhéngigen

Variablen einen signifikanten Unterschied aufweisen. Weder zeigt sie auf, welche sich
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signifikant unterscheiden, noch ob es mehr als zwei sind (Rudolf und Miller 2012, Fahrmeier
et al. 1999, Brosius 1998) [Internetquelle 7].

Gegeniberstehend zu der Nullhypothese kann bei der einfaktoriellen ANOVA eine
Alternativhypothese formuliert werden. Diese lautet wie folgt: Es besteht zwischen
mindestens zwei Erwartungswerten der einzelnen Gruppen ein signifikanter Unterschied. In
einer mathematischen Formel sieht dieses wie folgt aus: Hy :d ij : wi # p;. Wenn die
Nullhypothese nicht verworfen werden kann, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den einzelnen Gruppen nachgewiesen werden und die Alternativhypothese konnte nicht mit
ausreichender Sicherheit nachgewiesen werden (Rudolf und Miiller 2012, Fahrmeier et al.
1999, Brosius 1998) [Internetquelle 7].

2.5.2.2 Zweifaktorielle ANOVA

In der zweifaktoriellen ANOVA werden zwei verschiedene, erklarende Variablen bzw.

Faktoren beriicksichtigt, die auf die abhangige, also erklarte Zielvariable einen moglichen
Einfluss haben. In diesem Verfahren werden die entsprechenden Varianzen der einzelnen
unabhéngigen Faktoren berechnet und anschlieBend die Varianz fiir die Wechselwirkung
zwischen den beiden Variablen bestimmt (Rudolf und Mdller 2012, Fahrmeier et al. 1999)
[Internetquelle 7].

2.5.3 Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test ist ein parameterfreier, statistischer Test zur Uberpriifung von

Unterschieden in nicht normalverteilten Testgroflen bei mehr als zwei unabhédngigen
Stichproben. Benannt wurde dieser Test nach seinen Erfindern William Kruskal und Wilson
Allen Wallis. Dieser Test basiert auf der Erstellung von Réangen fiir die Messdaten und kann
fiir mehr als zwei Gruppen durchgefuhrt werden (Kruskal und Wallis 1952) [Internetquelle 9].
Es gibt drei zentrale Annahmen, die fir den Kruskal-Wallis-Test erfullt werden mdassen,
damit er verwertbare Ergebnisse liefert. Erstens: Die abhdngigen Variablen missen ein
ordinales Messniveau besitzen und der Grundgesamtheit k entstammen. Zweitens: Die
Stichproben mussen voneinander unabhéngig sein. Drittens: Die Stichprobenvariablen missen
eine stetige Verteilungsfunktion F; 4% % ¥ besitzen (Kruskal und Wallis 1952) [Internetquelle
9].

Der Kruskal-Wallis-Test ordnet die Variablen der GroRe nach und weist ihnen damit anhand

dieser Ordnung eine Rangzahl R; zu. Aus den einzelnen Rangzahlen wird nun eine
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Rangsumme S, fur die einzelnen Stichproben berechnet (Kruskal und Wallis 1952)
[Internetquelle 9].

Die Nullhypothese Hy fir den Kruskal-Wallis-Test lautet: Zwischen den Stichproben gibt es
keinen Unterschied. Die Prufgrofe fur diese Aussage ist der H-Wert, der wie folgt berechnet

wird:

T ZS‘Z’ 3(n+1
_n(n+1)hnh (n+1)

Bestehen zwischen den Variablen Bindungen, das heit mehreren Variablen wurde die
gleiche Rangzahl zugeordnet, wird diesen die mittlere in Frage kommende Rangzahl
zugeschrieben und der H-Wert berechnet sich dann wie folgt:

12 SE
G R LA

1
l-m— Ytha — teg

H=

t:y steht in dieser Gleichung fir die Anzahl der gebundenen Variablen mit dem ihnen
zugewiesenen Rang i (Kruskal und Wallis 1952) [Internetquelle 9].

Der berechnete H-Wert wird mit einem theoretischen Wert aus der Chi-Quadrat-Verteilung —
siche 2.5.5 — fiir einen gewihlten Fehler 1. Art verglichen. Ist der berechnete H-Wert grofier
als der theoretische H-Wert aus der Chi-Quadrat-Tabelle, wird die Nullhypothese verworfen,
dass heif3t zwischen den Stichproben besteht ein signifikanter Unterschied und damit sind sie

voneinander unabhéangig (Kruskal und Wallis 1952) [Internetquelle 9].

3. Ergebnisse

3.1 Accelerod (frih): Training

Das Accelerod-Training erfolgte, um die Tiere an das Laufband zu gewdhnen und sich einen
ersten Eindruck uber die motorischen Fahigkeiten der einzelnen Gruppen zu verschaffen. Des
Weiteren sollte mit dem Training gepruft werden, ob alle Versuchsgruppen die Aufgabe des
Accelerod, also die motorischen Abldufe, erlernen. Dies ist eine Voraussetzung, damit der
Accelerod-Test durchgefiihrt werden darf.

Alle vier Gruppen zeigten wahrend des Accelerod-Trainings ein sehr gutes Lernverhalten und
verinnerlichten die motorischen Abldufe, womit der Test mit diesen Versuchstieren

durchgefiihrt werden durfte.
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Abb. 19: Accelerod-Training P35 Zusammenfassung der Lernkurven. Abgebildet werden die Daten als
Mittelwert = SEM. Alle vier Gruppen zeigen eine Weiterentwicklung ihrer motorischen Fahigkeiten und sind

daher flr den spéteren Accelerod-Test geeignet.

Die Trainingsergebnisse des Accelerod wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA untersucht.
Die Analysen wurden an einem Modell fir vier und drei Gruppen durchgefiihrt. Beim Modell
mit drei Gruppen wurden die beiden Sham-Gruppen zusammengefasst, da es keinen
signifikanten Unterschied zwischen beiden untherapierten Kontrollgruppen gab.

Die Untersuchung am Modell fur vier Gruppen ergab einen signifikanten Unterschied (p =
0,001) zwischen der Miglustat only- und Sham 1-Gruppe. Die therapierte Miglustat only-
Gruppe zeigte im frihen Accelerod-Training insgesamt eine signifikant bessere Leistung als
die Sham 1-Gruppe. Dies ist durch die besseren Startergebnisse der Gruppe zu erkléren, denn
werden die einzelnen Trainingsdurchgénge betrachtet, ist die Sham 1-Gruppe jeweils nur im
ersten und zweiten Training mit einem p-Wert <0,001 signifikant schlechter als die Miglustat
only-Gruppe.

Die Analyse am Modell fur drei Gruppen zeigte ebenfalls, dass die Miglustat only-Tiere
insgesamt signifikant bessere Trainingsergebnisse erzielten als die Sham-Tiere (p = 0,011).
Dies beruht erneut auf einem signifikant besseren Ergebnis der Tiere in den ersten zwei
Trainingseinheiten. Im ersten Training sind sowohl die Miglustat only- als auch die Kombi-
Gruppe mit einem p-Wert von <0,001 signifikant besser als die Sham-Gruppe. Im zweiten
Training ist die Miglustat only-Gruppe mit einem p-Wert von 0,003 signifikant besser als die

Sham-Gruppe.
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Abb. 20: Graphische Darstellung der zweifaktoriellen ANOVA flr die Trainingsreihe Accelerod (friih). Die
Daten werden als Mittelwert + SEM abgebildet. * bedeutet, dass der p-Wert <0,05 ist und das Ergebnis somit
signifikant ist.** bedeutet, dass der p-Wert < 0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant ist. *** bedeutet, dass
der p-Wert < 0,001 ist und das Ergebnis somit hoch signifikant ist. Es finden sich signifikante Unterschiede fur
das erste (p < 0,001) und zweite Training (p = 0,003) an P33. Die therapierten Miglustat only-Tiere sind jeweils
signifikant besser als die untherapierten Sham-Tiere. Im zweiten Training ist die Miglustat only-, mit einem p-
Wert von 0,013, signifikant besser als die therapierte Kombi-Gruppe. Des Weiteren ist die Kombi-Gruppe im
ersten Training mit einem p-Wert <0,001 signifikant besser als die Sham-Gruppe (Schlegel et al. 2016).

3.2 Accelerod (fruh): Test
Bei diesem Test wurde beobachtet, bis zu welcher Umdrehungszahl (UpM) sich die

Versuchstiere auf dem Laufband halten kdnnen. Er dient der Beurteilung der motorischen

Fahigkeiten und des Gleichgewichts der Versuchstiere. Zum Vergleich der Ergebnisse und
zur Auswertung wurden wieder die Mittel der einzelnen Gruppen in den unterschiedlichen
Testversuchen errechnet. Wenn also im Folgenden von einem Testergebnis gesprochen wird,

ist das Mittel der gesamten Gruppe gemeint.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die UpM-Mittel (U/min) der Versuchsgruppen im Accelerod (frilh)-Test

Sham 1 Sham 2 Kombi Miglu
Test UpM-Mittel UpM-Mittel UpM-Mittel UpM-Mittel

1 21,42 21,45 23,08 23,7
2 19,25 23,33 22,24 22,23
3 20,31 20,04 21,3 23,9
4 22,14 20,92 21,83 22,34
5 21,81 23,29 23,94 22,4
6 22,06 21,64 23,14 22,55
7 21,46 21,13 25,45 24,54
8 23,04 22,2 23,09 24,18

Sham 1 erreichte in der ersten Accelerod-Testreihe Ergebnisse von 19,25 UpM bis 23,04
UpM. Diese Gruppe zeigte keine Kontinuitdt mit steigender Testanzahl. Die Mittel der
einzelnen Tiere dieser Gruppe zeigen eine relativ grofle Spannbreite. Die beste Maus
(1743/3203) erreichte im Mittel 28,85 UpM und die schlechteste (1744/3203) nur 15,41 UpM.
Hieraus ergibt sich ein Unterschied von 13,44 UpM. Bemerkenswert ist jedoch, dass die beste
Maus dieser Gruppe (1743/3203) auch die beste Maus der gesamten ersten Accelerod-
Testreihe ist und das die schlechteste Maus dieser Gruppe auch die schlechteste (1744/3203)
der gesamten ersten Testreihe aller vier Gruppen ist.

Sham 2 erreichte Ergebnisse von 20,04 UpM bis 23,33 UpM. Auch diese Gruppe zeigte keine
Kontinuitat in ihren Ergebnissen. Die Mittel der einzelnen Tiere zeigen eine deutlich
geringere Spannbreite als die Ergebnisse der Sham 1-Mé&use. Das beste Tier (1717/3208)
dieser Gruppe erreichte im Mittel 24,75 UpM und die schlechteste Maus (1711/3207) 17,25
UpM. Hieraus ergibt sich eine Spannbreite von 7,5 UpM zwischen dem besten und
schlechtesten Tier. Diese Spannbreite ist fast halb so grof} wie die der Sham 1-Gruppe und
von allen vier Gruppen die geringste.

Die Kombi-Gruppe erreichte in der ersten Accelerod-Testreihe Ergebnisse von 21,3 UpM im
dritten Test und bis 25,45 UpM im siebten Test. Die Kombi-Gruppe bestand aus 26 Tieren.
Von diesen blieben nur drei Tiere im Mittel unter 20 UpM. Das beste Ergebnis erzielte die
Maus 1814/3217 mit 27,11 UpM im Mittel. Das schlechteste Ergebnis insgesamt war 17,64
UpM im Mittel, erreicht durch die Maus 1761/3219. Diese Gruppe zeigt mit 9,47 UpM also
insgesamt eine grolRere Spannbreite als die Sham 2-Gruppe, ist jedoch konstanter in ihren
Ergebnissen als die Sham 1-Gruppe.

Die Miglustat only-Gruppe erreichte Ergebnisse von 22,23 UpM im zweiten Test, bis 24,54

UpM im siebten Test. Damit war diese Gruppe insgesamt nicht die beste, aber die
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kontinuierlichste. Die Spannbreite dieser Gruppe betragt 12,34 UpM und ergibt sich daraus,
dass das beste Tier (1865/3236) dieser Gruppe im Mittel 28,29 UpM und die schlechteste
Maus (1869/3237) im Mittel 15,95 UpM erreichten. Somit zeigt die Miglustat only-Gruppe
die zweitgréRte Spannbreite der Ergebnisse in der ersten Accelerod-Testreihe.

Die Testergebnisse wurden wieder mit einer zweifaktoriellen ANOVA verglichen. Sowohl im
Modell fir vier als auch drei Gruppen fand sich kein signifikanter Unterscheid zwischen den
einzelnen Gruppen. Es liel3en sich nur fiir einzelne Tests signifikante Unterschiede finden. Im
dritten Test war sowohl die Sham-Gruppe mit einem p-Wert von 0,006 als auch die Kombi-
Gruppe mit einem p von 0,024 signifikant schlechter als die Miglustat only-Gruppe. Im
siebten Test war die Sham-Gruppe erneut signifikant schlechter als die Miglustat only- (p =
0,016) und Kombi-Gruppe (p = 0,002).
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Abb. 21: Graphische Darstellung der zusammengefassten Ergebnisse fur die Testreihe Accelerod (friih). Die
Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei

Testgruppen (Schlegel et al. 2016).

3.3 Accelerod (spat): Training

Bevor Accelerod ein zweites Mal getestet wurde, gab es ein weiteres Training, nach dem
Ablaufschema des ersten Accelerod-Trainings, um die Tiere wieder an das Laufband zu
gewoOhnen. Auch dieses Training zeigte, dass alle Versuchstiere der vier Gruppen die

geforderten motorischen Abl&ufe fir den spaten Accelerod-Test beherrschten.
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Abb. 22: Accelerod-Training P60 Zusammenfassung der Lernkurven. Abgebildet werden die Daten als
Mittelwert + SEM. Die Grafik zeigt deutlich, dass alle vier Versuchsgruppen einen Lerneffekt aus der ersten
Trainingsreihe zurtickbehalten haben, denn sie starten bereits im ersten Training zur spaten Accelerod-Testreihe

mit einer deutlich geringeren Sturzrate im ersten Training.

Die Auswertung der Trainingsergebnisse erfolgte wieder mit der zweifaktoriellen ANOVA.
Die Analyse wurde erneut an einem Modell fir vier und drei Gruppen durchgefiihrt. Hier
sahen wir, dass die Kombi-Tiere insgesamt signifikant bessere Trainingsergebnisse erzielten
als die Sham 2-Tiere (p < 0,000). Die Sham 2-Tiere waren im ersten (p <0,001), zweiten (p =
0,003) und funften Training signifikant schlechter als die Kombi-Gruppe. Im ersten Training
war die Sham 2-Gruppe zusétzlich noch jeweils mit einem p-Wert unter 0,001 signifikant
schlechter als die Miglustat only- und Sham 1-Gruppe.

Die Datenanalyse fur drei Gruppen spiegelt diese Ergebnisse wieder. Hier sahen wir, dass die
Kombi-Tiere insgesamt signifikant bessere Trainingsergebnisse erzielten als die gesamten
Sham-Tiere (p = 0,010). In der Betrachtung der einzelnen Trainingseinheiten konnten nur fiir
das erste Training signifikante Unterschiede gefunden werden. In diesem Training war jeweils
die Sham-Gruppe signifikant schlechter als die therapierte Kombi- und Miglustat only-

Gruppe. Der p-Wert liegt fur beide Signifikanzen unter 0,001.
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Abb. 23: Graphische Darstellung der zweifaktoriellen ANOVA fiir die Trainingsreihe Accelerod (spat).Die
Daten werden als Mittelwert + SEM abgebildet. *** bedeutet, dass der p-Wert < 0,001 ist und das Ergebnis

somit hoch signifikant ist. Es finden sich signifikante Unterschiede fur das erste Training (p jeweils < 0,001) an

P58. Die therapierten Miglustat only- und Kombi-Tiere sind signifikant besser als die untherapierten Sham-Tiere

(Schlegel et al. 2016).

3.4 Accelerod (spat): Test

Bei den Tests wurden die Umdrehungszahlen (UpM), bis zu welchen sich die Versuchstiere

auf dem Laufband halten konnten, ausgewertet. Zum Vergleich der Ergebnisse und zur

Auswertung wurden wieder die Mittel der einzelnen Gruppen in den unterschiedlichen

Testversuchen errechnet. Wenn also im Folgenden von einem Testergebnis gesprochen wird,

ist das Mittel der gesamten Gruppe gemeint.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die UpM-Mittel der Versuchsgruppen im Accelerod (friih)-Test

Sham 1 Sham 2 Kombi Miglu
Test | UpM-Mittel | UpM-Mittel | UpM-Mittel | UpM-Mittel

1 21,63 23,41 25,45 24,26
2 22,05 24,51 24,63 22,05
3 22,57 21,39 21,17 19,04
4 24,65 22,22 22,42 23,29
5 25,69 21,5 22,87 21,76
6 27,68 20,39 22,39 21,78
7 24,99 22,33 23,36 21,96
8 26,06 23,39 24,26 21,17
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Sham 1 erreichte in der zweiten Accelerod-Testreihe bessere und konstantere Ergebnisse als
zuvor in der ersten. Es wurde wieder mit einem Wert tber 21 UpM gestartet und dann
verbesserte sich die Gruppe kontinuierlich. Die schlechteste Maus der Gruppe (1755/3218)
fiel im Mittel bei 18,9 UpM herunter und die beste (1743/3203) bei 29,76 UpM. Hieraus
ergibt sich eine relativ hohe Spannbreite der Testergebnisse von 10,86 UpM. Diese ist jedoch
etwas kleiner als in der Testreihe Accelerod (fruih), woraus sich schlussfolgern lasst, dass sich
die Tiere in ihrem Leistungsniveau etwas angenahert haben.

Sham 2 erbrachte in der zweiten Testreihe ebenfalls bessere Ergebnisse als in der ersten und
zeigte eine gute Konstanz. Die Spannbreite zwischen dem besten und schlechtesten Ergebnis
der zweiten Testreihe betragt 9,82 UpM, das heilit, die zweite Reihe ist etwas variabler als die
erste, da die Spannbreite um 2,32 UpM angestiegen ist.

Die Kombi-Gruppe war im spéaten Accelerod-Test insgesamt etwas besser als in der ersten
Testreihe. Die Mittel der einzelnen Testergebnisse der Mause haben sich in der zweiten
Testreihe nur unwesentlich zu den Ergebnissen der ersten Reihe verandert. Dieses Mal
reichen die Mittel von 17,84 UpM bis 28,3 UpM. Daraus ergibt sich eine Spannbreite von
10,46 UpM. Diese ist ebenfalls nur unwesentlich héher als die Spannbreite — 9,47 UpM — der
ersten Testreihe. Somit ist die Kombi-Gruppe auch im spéten Accelerod-Test sehr konstant in
ihren Leistungen.

Die Miglustat only-Gruppe zeigte wieder keine Kontinuitét ihrer Testergebnisse, wie zuvor
bereits in der frihen Accelerod-Testreihe. In der zweiten Testreihe reichen die Mittel der
Ergebnisse der einzelnen Versuchstiere von 15,57 UpM bis 27,64 UpM. Diese extremen
Unterschiede waren auch schon in der ersten Testreine zwischen den einzelnen Tieren
festzustellen. Daraus ergibt sich eine Spannbreite von 12,06 UpM.

Die Testergebnisse wurden wieder mit einer zweifaktoriellen ANOVA verglichen. Sowohl im
Modell flr vier als auch drei Gruppen fand sich kein signifikanter Unterscheid zwischen den
einzelnen Gruppen. Im achten Test wurde ein Ausreifler gefunden. In diesem Test war die
Miglustat only-Gruppe mit einem p-Wert von 0,007 signifikant schlechter als die Sham-
Gruppe.
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Abb. 24: Graphische Darstellung der zusammengefassten Ergebnisse fiir die Testreihe Accelerod (spét). Die
Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei
Testgruppen (Schlegel et al. 2016).

3.5 Morris Water Maze: Training

Der Morris Water Maze-Test ist ebenfalls ein Test zur Uberpriifung der Motorik der
Versuchstiere, kann aber zusatzlich noch genutzt werden, um das raumliche Lernverhalten
sowie das Gedé&chtnis der Tiere zu Uberprifen. Das Morris Water Maze-Training sollte die
Tiere an das Wasser gewohnen und ihnen die Moglichkeit geben, sich zu merken, wo sich die
Plattform befindet.
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Abb. 25: Lernkurven der Versuchsgruppen im Morris Water Maze-Training: graphische Darstellung der
bendtigten Zeit (Latenz in ms) zum Finden der Plattform. Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet. **
bedeutet, dass der p-Wert <0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant ist. *** bedeutet, dass der p-Wert <0,001

ist und das Ergebnis somit hoch signifikant ist. Alle vier Versuchsgruppen zeigen, dass sie wahrend des Morris
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Water Maze-Trainings die Aufgabe gelernt haben, jedoch zeigt die Miglustat only-Gruppe ein signifikant

schlechteres Lernverhalten als alle anderen drei VVersuchsgruppen.

Die Trainingsdaten wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA ausgewertet. Dabei wurden
einmal alle vier Gruppen einzeln miteinander verglichen. Dies zeigte fir die einzelnen
Trainingsdurchgénge vereinzelte signifikante Unterschiede zum Ende der Trainingsreihe hin.
Die Kombi-Gruppe war zum Beispiel im elften Training mit einem p-Wert kleiner als 0,001
signifikant besser als die Miglustat only-Gruppe. Im achtzehnten Training war die Sham 1- (p

=0,001) und die Kombi-Gruppe (p = 0,002) signifikant besser als die Miglustat only-Gruppe.
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Abb. 26: Graphische Darstellung der Ergebnisse fir das Morris Water Maze-Training: Darstellung der
bendtigten Zeit (Latenz in ms) zum Finden der Plattform. Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet. **
bedeutet, dass der p-Wert < 0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant ist. *** bedeutet, dass der p-Wert < 0,001
ist und das Ergebnis somit hoch signifikant ist. Training 11 Kombi-Gruppe mit p < 0,001 signifikant besser als
Miglustat only-Gruppe. Training 12 Kombi-Gruppe mit p = 0,002 signifikant besser als Miglustat only-Gruppe.
Training 18 Sham 1-Gruppe mit p = 0,001 und Kombi-Gruppe mit p = 0,002 signifikant besser als Miglustat
only-Gruppe. Training 19 Kombi-Gruppe mit p < 0,001 und Sham 1-Gruppe mit p = 0,002 signifikant besser als
Miglustat only-Gruppe.

AnschlieBend wurden die einzelnen Trainingseinheiten zu den Trainingsblécken
zusammengefasst, um einen besseren Uberblick iiber die Ergebnisse der einzelnen Gruppen
zu bekommen. Das Training wurde in 5 Blocken mit je 4 Durchgéngen durchgefthrt, siehe

Kapitel 2.4.2. Hier zeigte sich deutlich, dass die Miglustat only-Gruppe am wenigsten
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Fortschritte wahrend des Morris Water Maze-Trainings machte. An den letzten drei

Trainingstagen waren jeweils alle drei Gruppen signifikant besser als die Miglustat only-

Gruppe.
60000
—8— Kombi
—0o— Miglu
55000 —w»— Sham |
' —&— Sham2
50000
w'
£
= 45000
L
=
._1
40000
35000
30000 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Trainingsblock

Abb. 27: Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir das Morris Water Maze-Training: Darstellung der
benotigten Zeit (Latenz in ms) zum Finden der Plattform. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM abgebildet. **
bedeutet, dass der p-Wert < 0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant ist. *** bedeutet, dass der p-Wert < 0,001
ist und das Ergebnis somit hoch signifikant ist. Trainingsblock 3 Kombi-Gruppe mit p < 0,001, Sham 1-Gruppe
mit p = 0,003 und Sham 2-Gruppe mit p = 0,008 signifikant besser als die Miglustat only-Gruppe.
Trainingsblock 4 Kombi-Gruppe mit p = 0,002, Sham 1-Gruppe mit p = 0,003 und Sham 2-Gruppe mit p = 0,008
signifikant besser als die Miglustat only-Gruppe. Trainingsblock 5 alle Gruppen mit p < 0,001 signifikant besser
als die Miglustat only-Gruppe.

Des Weiteren erfolgte eine zweifaktoriellen ANOVA fiir 3 Gruppen (Sham-Gruppe =
untherapierte Sham 1- und 2-Gruppe zusammengefasst, Kombi- und Miglustat only-Gruppe).
Im direkten Vergleich der einzelnen Therapievarianten schnitt sowohl die Kombi-Gruppe als
auch die Sham-Gruppe mit einem p-Wert <0,001 signifikant besser ab als die Miglustat only-
Gruppe. Dies zeigt sich ebenfalls in der Betrachtung der einzelnen Trainingsdurchgénge,
wobei die Kombi-Gruppe im 11. (p < 0,001), 12. (p = 0,002), 18. (p = 0,002), 19. (p < 0,001)
und 20. Training (p = 0,016) signifikant schneller die Plattform fand als die Miglustat only-
Gruppe. Aullerdem ist in diesen Trainingseinheiten die Sham-Gruppe ebenfalls, mit d&hnlichen

p-Werten, signifikant besser als die Miglustat only-Gruppe.
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Abb. 28: Morris Water Maze-Training: graphische Darstellung der benétigten Zeit (Latenz in ms) zum Finden
der Plattform fiir 3 Gruppen. Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet. ** bedeutet, dass der p-Wert <
0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant ist. *** bedeutet, dass der p-Wert < 0,001 ist und das Ergebnis somit
hoch signifikant ist. Die Abbildung verdeutlich das zunehmend schlechtere Abschneiden der Miglustat only-

Gruppe im Vergleich zur Kombi- und Sham-Gruppe.

Auch beim Vergleich der drei Gruppen erfolgte abschlielend das Zusammenfassen der
Trainingseinheiten zu den Trainingsblocken, um einen besseren Uberblick Gber die
Ergebnisse der einzelnen Gruppen zu erlangen. Dieser erneute Vergleich fur drei Gruppen
unterstrich die Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA fiir die einzelnen Trainingseinheiten.
Die Kombi- und Sham-Gruppe waren in Block 3, 4 und 5 jeweils signifikant besser als die

Miglustat only-Gruppe.
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Abb. 29: Morris Water Maze-Training: graphische Darstellung der benétigten Zeit (Latenz in ms) zum Finden
der Plattform in den einzelnen Trainingsblocken fir 3 Gruppen. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
abgebildet. ** bedeutet, dass der p-Wert < 0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant ist. *** bedeutet, dass der
p-Wert < 0,001 ist und das Ergebnis somit hoch signifikant ist. Die Abbildung verdeutlicht das zunehmend
schlechtere Abschneiden der Miglustat only-Gruppe im Vergleich zur Kombi- und Sham-Gruppe, mit

signifikanten Unterschieden im dritten, vierten und fiinften Block (Schlegel et al. 2016).

3.6 Morris Water Maze: Test

Der Morris Water Maze-Test fand direkt im Anschluss des flinften Trainingblockes statt. Mit

diesem Test sollte Uberpruft werden, ob die Gruppen eine unterschiedliche motorische

Entwicklung und ein unterschiedliches raumliches Lernverhalten zeigen.

Tabelle 3: Latenz bis zum Erreichen der ehemaligen Plattformregion (in ms)

Tabelle 4: Anzahl der Besuche der ehemaligen Plattform-Region

Sham 1

Sham 2

Miglu

Kombi

47222

36828

49327

38615

Sham 1

Sham 2

Miglu

Kombi

15

2

0,724

1,667

Da es im Morris Water Maze-Test ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Sham-Gruppen gab, erfolgte gleich die Auswertung am Modell fiir 3 Gruppen.

Wahrend des Tests verbrachten die Versuchstiere signifikant unterschiedliche Zeiten im
ehemaligen Plattformsektor. Die Miglustat only-Mé&use waren signifikant seltener im
Plattformsektor als die Kombi-Tiere (p <0,001; Abbildung 30). Die ANOVA nach Réngen
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zeigte auch signifikante Unterschiede in den Kreuzungen des ehemaligen Plattformbereiches,
jedoch konnte dies in allen paarweisen Mehrfachvergleichsverfahren (Dunn-Methode) nicht
bestatigt werden (Abbildung 31). Um eine motorische Unterlegenheit der Miglustat only-
Tiere auszuschlielen, wurden die Schwimmgeschwindigkeiten verglichen (Abbildung 32).
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen, daher kdnnen
die signifikanten Unterschiede in der Zeit im Plattformquadranten nicht auf die Motorik
zuriickgefuhrt werden, sondern muss in den unterschiedlichen geistigen Fahigkeiten gesucht

werden.
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Abb. 30: Grafische Darstellung der Ergebnisse des Morris Water Maze-Test: Zeit im ehemaligen
Plattformbereich fur 3 Gruppen. Die Darstellung der Testergebnisse erfolgt in einem Streudiagramm. Die Daten
sind als Mittelwert = SD dargestellt. ** bedeutet, dass der p-Wert <0,01 ist und das Ergebnis somit signifikant
ist. Die Kombi-Gruppe ist signifikant langer im ehemaligen Plattformbereich als die Miglustat only-Gruppe
(Schlegel et al. 2016).
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Abb. 31: Grafische Darstellung der Ergebnisse des Morris Water Maze-Test: Plattformkreuzungen fir 3
Gruppen. Die Darstellung der Testergebnisse erfolgt in einem Streudiagramm, die Daten werden als Mittelwert +
SD abgebildet. Die Box bildet den Median, das obere und untere Quartil ab. Die Kreisen sind AusreilRer
aullerhalb der 10. und 90. Perzentile. Kein signifikanter Unterschied zwischen Sham-, Miglustat only- oder
Kombi-Gruppe (Schlegel et al. 2016).
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Abb. 32: Grafische Darstellung der Ergebnisse des Morris Water Maze-Test: Schwimmgeschwindigkeit fur 3
Gruppen. Die Darstellung der Testergebnisse erfolgt in einem Streudiagramm, die Daten werden als Mittelwert +
SD abgebildet. Die Box bildet den Median, das obere und untere Quartil ab. Die Kreisen sind AusreiRRer
auBerhalb der 10. und 90. Perzentile. Kein signifikanter Unterschied zwischen der Sham-, Miglustat only- oder
Kombi-Gruppe (Schlegel et al. 2016).
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4. Diskussion der Ergebnisse

Das Hauptergebnis dieser Studie ist, dass weder eine alleinige Therapie mit Miglustat noch
die Kombinationstherapie aus Miglustat, Cyclodextrin und Allopregnanolon einen Einfluss
auf das motorische Verhalten von erwachsenen BALB/c-Wildtyp-Mé&usen oder deren
postnatale Entwicklung haben. Die Motorik der gesunden Versuchstiere wird weder positiv
noch negativ durch eine Monotherapie mit Miglustat oder Kombinationstherapie beeinflusst.
Hingegen die Lernfahigkeit der gesunden Mé&use wird durch eine Monotherapie mit Miglustat
verschlechtert (Schlegel et al. 2016). Die Monotherapie mit Miglustat oder die
Kombinationstherapie mit Cyclodextrin und Allopregnanolon zusammen, haben jedoch bei
NPC™-Mausmutanten (Davidson et al. 2009, Hovakimyan et al. 2013) und dem Menschen
(Lachmann et al. 2004, Patterson et al. 2007, Pineda et al. 2009, Brand et al. 2015, Santos-
Lozano et al. 2015) einen positiven Effekt. Dies wird durch die Interaktion der Medikamente
mit dem lysosomalen Cholesterol-Transport erklart, der durch das defekte NPC1-Protein
beeintrachtigt ist (Zervas et al. 2001, Aqul et al. 2011).

4.1 Analyse des Tiermodells

Die im Rahmen der Experimente verwendeten Mause stammten aus den Charles River
Laboratories (Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld, Germany) und gehérten dem Wildtyp
NPC** des Mausstammes BALB/c Nctr-Npc1™N/J an. Bei diesen Experimenten wurde sich
gegen die klassischerweise erkrankten Tiere aus dem BALB/c-Mausmodell entschieden, um
zu Uberprifen, ob die Pharmakotherapie auch bei gesunden Tieren einen Effekt zeigt. Die
Tiere des BALB/c-Mausmodell besitzen das Niemann-Pick Typ C1 NIH Allel, das nur bei
Homozygotie zu einem Phanotyp fiihrt (Pentchev et al. 1980). Diese Tiere werden bis heute
am héufigsten in der NPC1-Forschung verwendet. Die hier vorkommende Mutation trat
urspringlich spontan auf und beruht auf einer Sequenzinsertion sowie Sequenzdeletion im
NPC1-Gen. Diese Sequenzverdnderungen fuhren zum Funktionsverlust aufgrund einer
Leserasterverschiebung des NPC1-Proteins, fiir welches das NPC1-Gen codiert (Loftus et al.
1997). Die beim BALB/c-Mausmodell auftretende Form der NPC1-Erkrankung &hnelt eher
der friih auftretenden und schnell verlaufenden Form der humanen NPC1-Erkrankung (Maue
et al. 2012). Diese Form tritt bei Menschen eher selten auf und ist daher ein oft geduRerter
Kritikpunkt am BALB/c-Mausmodell.

Ein weiteres, seltener verwendetes Tiermodell ist das C57BL/6J NPC1%*™ Modell (Maue et al.
2012, Miyawaki et al. 1986). Die Mutation bei diesem Tiermodell wurde bis heute noch nicht
identifiziert, jedoch &hnelt der Phanotyp der Mduse stark dem der NPC1-Patienten (Miyawaki
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et al. 1986). Diese Tiere sind besser fur kognitive Verhaltenstests geeignet als Tiere des
BALB/c-Mausmodells, da sie diesen Teil der NPC1-Erkrankung besser wiederspiegeln
(Owen et al. 1997, Rogers et al. 1999).

Eine Arbeitsgruppe um Maue und Erickson hat ein neues Tiermodell entwickelt. Bei den
Méusen dieses Modells findet sich eine ,,missense”-Punktmutation (Maue et al. 2012).
Dadurch &hnelt der Phanotyp der Tiere starker der humanen NPC1-Erkrankung als beim
BALB/c-Mausmodells, denn die Klinik tritt spater und langsamer auf. Des Weiteren handelt
es sich bei dieser Mutation um die am haufigsten vorkommende Mutationsvariante bei NPC1-
Erkrankten (Maue et al. 2012, Park et al. 2003). Durch diese Weiterentwicklung des BALB/c-
Mausmodells kénnen Maue und Erickson den am h&ufigsten gedullerten Kritikpunkt des
BALB/c-Mausmodells umgehen.

Einen Kritikpunkt haben alle drei Tiermodelle gemeinsam. Bei keinem der Modelle kommt es
bei den Versuchstieren zur Ausbildung von Neurofilamenten (neurofibrillary tangles). Diese
Pathologie wurde jedoch bei NPC1-Erkrankten sowie bei Patienten mit Morbus Alzheimer
festgestellt (Walkley et Suzuki.2004). Welche Auswirkung das Fehlen dieser Pathologie flr
die Ubertragbarkeit der Tiermodelle auf den Menschen hat, wurde bis heute noch nicht
ausreichend geklart. Trotz dieses Defizites ist die Forschung an Versuchstieren immens
wichtig, da die NPC1-Erkrankung sehr selten vorkommt und neue pharmakologische

Therapieschemata vor der humanen Anwendung getestet werden mussen.

4.2. Analyse der verwendeten Pharmakotherapie

Im Rahmen dieser Studie wurden verschiedene Therapieschemata, die fir NPC1-
Mausmutanten entwickelt wurden, bei gesunden Wildtyp-Méausen angewandt. Zu einem gab
es zwei Gruppen (Sham 1 und 2), die gar nicht oder scheintherapiert wurden. Diese Gruppen
sollten als Kontrollgruppen fur die zwei therapierten Gruppen dienen, um positive oder
negative Nebenwirkungen der Losungsmittel, in welchen die verwendeten Arzneimittel geldst
wurden, auszuschlieBen und das Handling aller Tiere zu standartisieren. Die Kombi-Gruppe
erhielt eine SRT/BPT-Kombinationstherapie aus Allopregnanolon, Cyclodextrin und
Miglustat, entsprechend dem bisherigen Therapieschema der Arbeitsgruppe Wree sowie
anderer Arbeitsgruppen aus der Literatur (Maass et al. 2015, Hovakimyan et al. 2013,
Hovakimyan et al. 2011). Aus der Literatur ist bereits ein positiver Effekt dieser Therapie auf
die Symptomatik des NPC1 bekannt. Es lindert und verlangsamt die neurologische Klinik
(Tremor, ataktischer Gang) durch den Erhalt von Purkinje-Zellen im Kleinhirn und vergréRert
die Gesamtlebensspanne der Versuchstiere (Davidson et al. 2009). Durch unsere
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Arbeitsgruppe konnte zusétzlich ein positiver Effekt auf die kornealen Lipidablagerungen im
Tierversuch festgestellt werden (Hovakimyan et al. 2011). Cyclodextrin wurde in einer
japanischen Studie bereits bei humanen NPC1-Patienten eingesetzt (Matsuo et al. 2013). In
Tierversuchen konnte fir dieses Oligosaccharid ein positiver Einfluss auf die NPC-Proteine 1
und 2 nachgewiesen werden (Rosenbaum et al. 2010). Der genaue Wirkmechanismus des
Cyclodextrin konnte bis heute nicht geklart werden. Jedoch wurde eine eingeschrankte
Permeabilitat durch die Blut-Hirn-Schranke festgestellt, dies stellt ein Problem bei der
Therapie neurodegenerativer Erkrankungen dar, zu denen der Morbus Niemann-Pick C1 z&hlt
(Vance und Peake. 2011). Bei intraperitonealer Applikation im Tiermodell konnte trotzdem
eine Verlangsamung und Besserung der cerebellaren Neurodegeneration und damit der
neurologischen Klinik sowie Verlangerung der Lebensspanne der Tiere erzielt werden (Liu et
al. 2009).

Allopregnanolon wurde bisher nur an Tiermodellen getestet (Davidson et al. 2009,
Hovakimyan et al. 2011, Maass Dissertation 2013, Petersen Dissertation 2013). Seine
Wirkung wird bis heute in der Literatur stark bezweifelt. Durch mehrere Arbeitsgruppen
konnte der urspringlich angenommene positive Effekt des Allopregnanolon dem im
Tierexperiment verwendeten Transportvehikel Cyclodextrin zugesprochen werden (Davidson
et al. 2009, Li et al. 2005, Griffin et al. 2004). Lediglich eine Reduzierung des oxidativen
Stress durch Allopregnanolon konnte nachgewiesen werden (Zamperi et al. 2009). Die
Beteiligung des oxidativen Stress am Pathomechanismus des Morbus Niemann-Pick C1 durch
Steigerung der Neurodegeneration wird noch kontrovers diskutiert (Vazquez et al. 2012). Des
Weiteren konnte durch eine Arbeitsgruppe um Ishrat dem Allopregnanolon eine
neuroprotektive Eigenschaft nachgewiesen werden, da es die Gliazellaktivierung nach
Hirnverletzungen reduzieren soll (Ishrat et al. 2010). Dies konnte fur die Therapie von NPC1
von Bedeutung sein, da durch Pressey eine friihe Neuroinflammation im Rahmen der
Entstehung der Erkrankung diskutiert wird (Pressey et al. 2012).

Die Miglustat only-Gruppe erhielt lediglich Miglustat gelést in  0,9%iger
Natriumchloridlésung. Diese Gruppe wurde in unsere Versuche aufgenommen, da Miglustat
seit 2009 als einziges Medikament flr die Therapie des NPC1 durch die EMA zugelassen ist
(Internetquelle 5) und wir prifen wollten, ob es alleine den positiven Effekt der
Kombinationstherapie bewirkt. Ein besonderes Merkmal des Morbus Niemann-Pick C1 ist die
Akkumulation und Ablagerung von Glycosphingolipiden in Neuronen (Zervas et al. 2001).
Dies kann Miglustat aufgrund seiner chemischen Beschaffenheit als alkylierter Iminozucker

positiv beeinflussen, da es die Glukosylceramidsynthase reversibel hemmt und dadurch die
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Akkumulation  der  Glycosphingolipide  verlangsamt, indem es in die
Glycosphingolipidsynthese eingreift (Platt et al. 1994). Jedoch konnte Miglustat bisher nur
eine Besserung der Klinik und nicht eine Verzogerung des Krankheitsprogresses
nachgewiesen werden (Patterson et al. 2007).

Aufgrund dieses Forschungsstandes ergaben sich die vier Versuchsgruppen, welche meiner

Ansicht nach sinnvoll sind und aussagekréftige Ergebnisse liefern.

4.3 Analyse der Accelerod-Ergebnisse

Das Accelerod-Experiment diente der Uberprifung der Motivation, des motorischen
Lernverhaltens, des Gleichgewichts und der motorischen Koordination der Versuchstiere.
Durchgefuhrt wird der Versuch auf einer gleichmaRig rotierenden, gummierten Walze, wobei
die Rotationsgeschwindigkeit wahrend der Trainingseinheiten konstant ist und wahrend der
Testlaufe kontinuierlich gesteigert wird (Barlow et al. 1996). Um den Test durchfihren zu
kdnnen, bendtigen die Tiere eine intakte cerebelldre Funktion und Verschaltung (Carter et al.
1999). Accelerod ist ein anerkanntes Experiment zur Uberpriifung der motorischen
Leistungsfahigkeit von Nagetieren (Jones und Roberts 1968).

Die Klinik des NPC1 wird vor allem von motorischen Symptomen gepragt. Die motorische
Dysfunktion dufRert sich zum Beispiel in Gangstérungen durch die cerebelldre Ataxie mit
haufigen Sturzen und Schluckbeschwerden (Vanier 2010, Patterson et al. 2013).

Fir das BALB/c-Mausmodell beschrieb Voikar eine bereits ab dem 36. postnatalen Tag
auftretende motorische Dysfunktion und Davidson wies eine sichtbare cerebellire Ataxie ab
der sechsten postnatalen Woche nach (Voikar et al. 2002, Davidson et al. 2009).

Der Versuch wird bei erkrankten Versuchstieren am 35. und 60. postnatalen Tag
durchgefuhrt, um mit dem P35-Wert einen Ausgangswert vor Beginn der Erkrankung zu
erhalten oder eine friihe motorische Dysfunktion auszuschliefen, sowie um an Tag 60 einen
moglichen Therapieerfolg zu detektieren. Obwohl die Experimente nicht mit erkrankten
Tieren durchgefuhrt wurden, wurden fir die Experimente dieser Studie dieselben
Versuchsabfolgen verwendet, damit die Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen Arbeiten
unserer Gruppe und Ergebnissen aus der Literatur vergleichbar sind.

Im frihen Accelerod-Training (P33-35) zeigten alle vier Versuchsgruppen einen Lerneffekt,
wenn sich auch nicht fir alle vier Gruppen eine perfekte Lernkurve ergeben hat. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass das Accelerod-Training einen Lerneffekt hatte und dass sie wéhrend

des Trainings motiviert waren. Eine Einschrankung der cerebelldren Funktion konnte somit
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bei den Méusen ausgeschlossen werden und bewies, dass die Tiere fur die geplanten
Experimente und Untersuchungen geeignet waren.

Es wurden sowohl im Training als auch im Test zu P35 nur vereinzelte signifikante
Unterschiede gefunden (siehe Kapitel 3.1 und 3.2). Dies beweist, dass die Therapie der
gesunden Tiere keine Auswirkung auf ihre Motorik hat. Jedoch konnte dadurch auch sowohl
ein ,,Doping™ als auch eine ,toxische Wirkung®“ auf das Nervensystem der therapierten,
gesunden Tiere ausgeschlossen werden.

Das spate Accelerod-Experiment sollte ebenfalls der Uberpriifung der Motivation, des
motorischen Lernverhaltens, des Gleichgewichts und der motorischen Koordination der
Versuchstiere dienen, sowie zusatzlich Informationen dartber liefern, wie sich die Tiere im
Laufe ihres Lebens entwickeln und sich die zwei verschiedenen Therapieschemata auf das
Verhalten sowie die Motorik der Mduse auswirken.

Im spéten Accelerod-Training zeigten alle vier Versuchsgruppen, dass der Lerneffekt aus dem
friihen Accelerod-Training angehalten hatte. Alle Gruppen starteten bereits im ersten Training
zur spaten Accelerod-Reihe mit einem niedrigeren Ausgangswert, woraus geschlussfolgert
werden kann, dass der Lerneffekt aus der ersten Trainingsreihe um P35 weiterhin bestand. In
den folgenden Trainingsdurchgangen verbesserten alle Gruppen ihr Niveau an Herunterfallern
weiter. Damit wurde erneut bewiesen, dass das Accelerod-Training einen Lerneffekt
wiederspiegelt. Es wurden sowohl im Training als auch im Test zu P60 nur vereinzelte
signifikante Unterschiede gefunden (siehe Kapitel 3.3 und 3.4). Dies beweist erneut, dass die
Medikation bei gesunden Tieren keinen Effekt auf ihr motorisches Verhalten hat. Jedoch
konnte dadurch auch ein ,,Doping* sowie eine ,,toxische Wirkung* auf das Nervensystem der
therapierten, gesunden Tiere erneut ausgeschlossen werden.

Dies stimmt mit den Ergebnissen einer friheren Studie Uberein. Bereits Hovakimyan et al.
zeigte 2013, dass weder eine Kombinationstherapie noch eine Monotherapie mit Miglustat

motorische Unterschiede zwischen den mutierten, erkrankten Versuchstieren bewirkt.

4.4 Analyse der Morris Water Maze-Ergebnisse

Das Morris Water Maze-Experiment diente der Uberpriifung des raumlichen Lernverhaltens,
der Orientierungsfahigkeit, des Gedachtnisses und der Motorik der Versuchstiere, somit dient
dieser Versuch vor allem als Marker fiir die Kognition. Dieser Test wurde durchgefiihrt, um
einen moglichen Effekt der Miglustat only- oder SRT/BPT-Kombinationstherapie zu
detektieren (Karl et al. 2003, Hodges 1996, Morris 1984).
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Patienten mit NPC1 haben hadufig mit kognitiven Stérungen zu kampfen. Vor allem die
Ausbildung einer Demenz im Rahmen der adulten Verlaufsform beeintrachtigt die Patienten
schwer. Zusatzlich kdnnen die Patienten im hoheren Alter psychiatrische Symptome zeigen
(\Vanier 2010, Kodam et al. 2010, Abel et al. 2009, Lachmann et al. 2004) [Internetquelle 2].
Im BALB/c-Mausmodell konnte diese negative kognitive Entwicklung der Versuchstiere
durch ein schlechteres Ergebnis der Kognition von untherapierten Tieren mit Kontrolltieren
im Morris Water Maze an P50-51 nachgewiesen werden (Voikar et al. 2002). Ein mdglicher
Einfluss der SRT/BPT-Kombinationstherapie wurde durch die Rostocker Arbeitsgruppe
untersucht. Deren Ergebnisse zeigten keinen positiven Effekt der Kombinationstherapie auf
das raumliche Lernen und Gedéachtnis der NPC1-Mutanten (Hovakimyan et al. 2013).

Mit diesem Experiment sollte nun geprift werden, ob die Ergebnisse der Rostocker
Arbeitsgruppe zur Kombinationstherapie reproduzierbar sind und ob eine Miglustat only-
Therapie mdoglicherweise einen positiven Effekt auf die Kognition der gesunden
Versuchstiere hat. Des Weiteren sollten ,toxische Effekte® auf gesunde Versuchstiere
ausgeschlossen werden. Das Experiment wurde, wie schon bei Petersen und Maass, am 47.
postnatalen Tag mit 2 Trainingsblocken begonnen, an P48 folgten zwei weitere
Trainingsdurchgange und an P49 wurde mit einem weiteren Trainingsblock sowie dem
einmaligen Testdurchgang dieser Versuch beendet (Hovakimyan et al. 2013). Dieser Zeitraum
dhnelt zudem den Angaben aus der Literatur (Voikar et al. 2002).

Die Ergebnisse der Wildtyp-Mause zeigen, dass die Miglustat only-Tiere eine signifikant
eingeschrankte rdumliche Lernfahigkeit gegeniber den kombitherapierten sowie
scheinbehandelten Mé&usen aufweisen (siehe Abbildung 30). Die Kombi-Gruppe ist aber nicht
signifikant schlechter als die Sham-Gruppen. Fir sie konnte nach dem Entfernen der
verborgenen Plattform die gleiche Anzahl an Plattformkreuzungen und die gleiche verbrachte
Zeit im ehemaligen Plattformsektor bestimmt werden.

Es ist bekannt, dass die Leistung der Versuchstiere wéhrend des Morris Water Maze-Tests
vom Alter, dem Geschlecht, dem Ern&hrungszustand, Stress und der Hintergrundbelastung
abhéngig ist (D’Hooge und De Deyn 2001). Fir einige Mausstdimme konnte gezeigt werden,
dass sie trotz einer Verbesserung der VVoraussetzungen und duf3eren Bedingungen fur den Test
kein Lernverhalten zeigen und den Zielquadranten nicht vermehrt finden (Royle et al. 1999,
Van Dam et al. 2006). Eine Gruppe um Van Dam zeigte 2006 sogar, dass die BALB/c-Mause
nie eine deutliche Praferenz fur den Plattformquadranten entwickeln. Sie schlussfolgerten
damals, dass die BALB/c-Mause nicht in der Lage sind, die Aufgabe des Morris Water Maze-

Tests zu lernen und sich die Position der Plattform zu merken (Van Dam et al. 2006). Diese
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Aussage kann heute mit den von uns verwendeten Wildtyp- Mausen mit BALB/c-Stamm-
Hintergrund nicht bestétigt werden, da alle vier Versuchsgruppen die Aufgabe des Morris
Water Maze lernten, auch wenn sie wahrend des Tests eine grof3e interindividuelle
Spannbreite beziiglich der Plattformkreuzungen aufwiesen (siehe Kapitel 3.5 und 3.6).

Die Kombi- und Sham-Gruppen schnitten im Test signifikant besser ab als die Miglustat only-
Gruppe. Dies konnte durch eine bereits bekannte Nebenwirkung des Miglustat — die Amnesie
— erklart werden (Internetquelle 5). Nun kann spekuliert werden, dass die Substanzen der
Kombinationstherapie (Cyclodextrin und Allopregnanolon) die Nebenwirkung des Miglustat
aufheben, der molekulare Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht geklart. 2012 wurde
nachgewiesen, dass Cyclodextrin die Verteilung von Substanzen im Gehirn, z. B. des
Adenylat-Cyclase-aktivierenden Polypeptids, verdndert und dass es sogar spezifische
Verteilungsmuster erzeugt (Nonaka et al. 2012). Jetzt kann nur vermutet werden, dass
Cyclodextrin ebenfalls die Verteilung von Miglustat im Hippocampus der Nagetiere
verandert, welche bei diesen Tieren fiur das réumliche Lernverhalten und die
Gedachtnisleistung verantwortlich ist (Morris et al. 1982).

Zusétzlich konnte mit dem Morris Water Maze-Experiment gezeigt werden, dass beide
Therapieschemata keinen Einfluss auf die Motorik der Tiere hat, denn alle vier
Versuchsgruppen hatten etwa die gleiche Schwimmgeschwindigkeit wéhrend des Tests trotz
unterschiedlicher Préferenzen fir den Zielquadranten. Somit konnte erneut sowohl ein
,Doping“ als auch eine ,toxische Wirkung“ auf die Motorik gesunder Versuchstiere

ausgeschlossen werden.

4.5 Diskussion der Fragestellungen und Hypothesen

Auf Grundlage der erlangten Trainings- und Testergebnisse mussen die aufgestellten
Fragestellungen und Hypothesen aus 1.6.1 sowie 1.6.2 betrachtet werden. Zun&chst mdchte
ich mich den Fragestellungen widmen.

Die erste Fragestellung aus 1.6.1 lautete wie folgt: Gibt es einen Unterschied zwischen der
Sham 1- und der Sham 2-Gruppe? Das heilst, es soll geprift werden, ob schon die
Losungsmittel alleine einen positiven oder negativen Effekt auf das Verhalten der
Versuchstiere haben. Diese Fragestellung muss verneint werden. Es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Sham 1 -und 2-Gruppe und somit ist nachgewiesen, dass
Kochsalzlésung und Ringerldsung alleine keinen Effekt auf das Verhalten der Versuchstiere
hat.
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Die zweite Fragestellung lautete: Gibt es einen Unterschied zwischen der Kombi-Gruppe und
der Sham 2-Gruppe? Das heil3t, wir wollen herausfinden, ob die therapierten Tiere, die eine
3er-Kombi aus Miglustat, Cyclodextrin und Allopregnanolon bekommen haben, in unseren
Tests besser abschneiden als die Mduse, denen ausschliel3lich physiologische Kochsalzldsung
und Ringerlésung gespritzt wurde. Diese Fragestellung muss deutlich verneint werden, es gibt
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kombi- und Sham 2-Gruppe. Somit hat sie
keinen Nutzen bei gesunden Wildtyp-Tieren, aber auch keinen ,,Doping-Effekt” oder eine
,toxische Wirkung*.

Die dritte Fragestellung lautete: Besteht ein Unterschied zwischen der Miglustat only-Gruppe
und der Sham 2-Gruppe? Es gilt also zu ermitteln, ob Miglustat als Monotherapie einen
positiven Effekt auf unsere Versuchstiere hat. Diese Fragestellung muss ebenso wie die
zweite verneint werden und sagt somit ebenfalls aus, dass die Miglustat only-Therapie keinen
Nutzen bei gesunden Wildtyp-Tieren hat, aber auch keinen ,,.Doping-Effekt“ oder eine
,toxische Wirkung*.

Die vierte Fragestellung lautete: Treten Unterschiede im Verhalten zwischen der Kombi-
Gruppe und der Miglustat only-Gruppe der gesunden Wildtyp-Mause auf? Das heilt, haben
die bei Morbus Niemann Pick verwendeten Medikamente (3er-Kombination) einen anderen
Effekt als Miglustat alleine auf gesunde Wildtyptiere? Es wurde deutlich gezeigt, dass weder
Miglustat alleine noch die 3er-Kombinationstherapie signifikant die Motorik der gesunden
Versuchstiere verbessertet. Im Morris Water Maze waren die kombinationsbehandelten
Méuse jedoch signifikant haufiger im Plattformquadranten als die nur mit Miglustat alleine
therapierten Mduse (siehe Abbildung 30). Dies lasst schlussfolgern, das die Miglustat only-
Tiere ein eingeschréanktes rdaumliches Lernverhalten gegenliber den kombitherapierten
Méusen aufweisen. Daher sollte Uberlegt werden, ob nicht die Kombinationstherapie
bevorzugt wird, da Cyclodextrin zum Beispiel die Amnesie als Nebenwirkung des Miglustat
durch die Umverteilung von Substanzen im Gehirn (Nonaka et al. 2012, Morris et al. 1982)

und moglicherweise auch andere Nebenwirkungen unterdriickt.

Im Folgenden sollen die Hypothesen genauer beleuchtet werden.

Die erste Hypothese aus 1.6.2 lautete wie folgt: Miglustat only und/oder die 3er-Kombi-
Therapie mit Miglustat, Cyclodextrin und Allopregnanolon haben einen forderlichen Effekt
auf die motorische Entwicklung und Leistung von gesunden Tieren. Diese Hypothese wurde
deutlich widerlegt, wie in Kapitel 4.3 diskutiert, hat keine der beiden Therapieoptionen einen

positiven Effekt auf die Motorik gesunder Wildtyp-M&use.
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Die zweite Hypothese lautete: Miglustat only und/oder die 3er-Kombi-Therapie fordern das
raumliche Lernen der Tiere. Auch diese Hypothese wurde in den vorausgegangenen Kapiteln
deutlich widerlegt. Miglustat hat keinen positiven Effekt auf das raumliche Lernverhalten
oder Gedachtnis der Tiere. Im Gegenteil, es schneidet signifikant schlechter ab, im Vergleich
mit der Kombi-Therapie und den scheinbehandelten Tieren. Die Kombi-Therapie hat
ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf das Verhalten gesunder Versuchstiere im
Vergleich zu scheinbehandelten Tieren. Sie kann jedoch die Nebenwirkung der Amnesie des
Miglustat aufheben. Das Gedachtnis kann aber nicht Gber das Normale hinaus verbessert

werden.

4.6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Obwohl bereits von einigen Arbeitsgruppen ein positiver Effekt der Miglustat- und
Kombinationstherapie bei NPC1-mutierten M&usen nachgewiesen wurden (Davidson et al.
2009, Hovakimyan et al. 2013, Maass et al. 2015, Davidson et al. 2016), profitieren die
Wildtyp-Méause nicht von den verabreichten Substanzen, da keine therapierte Gruppe
signifikant besser war als eine der scheinbehandelten Gruppen.

Die Wirkung der Medikamente auf die motorischen Fahigkeiten der Wildtyp-Mause war nicht
signifikant. Die Therapie mit Miglustat only beeintrachtigte in unseren Experimenten die
raumliche Lernfahigkeit und das Gedéachtnis der Versuchstiere. Dieser Effekt wurde durch die
kombinierte Therapie von Miglustat mit Cyclodextrin und Allopregnanolon auf das Niveau
der Scheinbehandlung verbessert. Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass eine
zusétzliche Therapie mit Cyclodextrin und Allopregnanolon die meisten der unerwiinschten
Nebenwirkungen von Miglustat verbessert, jedoch nicht alle.

Zur Kraftigung dieser Aussagen sind weitere Experimente erforderlich. Es sollten mehrere
Gruppen mit verschiedenen Monotherapien gegenuber unterschiedlichen
Kombinationstherapien bei NPC1-Mutanten untersucht werden, um zu prifen, welche der
Monotherapien (Miglustat oder Cyclodextrin) zur Krankheitsverzogerung bei NPC”-Mausen
fuhrt. Des Weiteren sollte geprift werden, welche Nebenwirkungen die Mono- als auch

Kombitherapien auf NPC*"*-Mause haben.
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Thesen

. Thesen

Der Morbus Niemann-Pick Typ C1 ist eine seltene, lysosomale Speicherkrankheit, die
autosomal-rezessiv vererbt wird.

Die Erkrankung entsteht durch einen Gendefekt fur das Transmembranprotein NPC1 oder
ein Kkleineres, 16sliches NPC2-Protein, dadurch ist der intrazellulare Cholesterin-Transport
gestort und es kommt durch einen noch nicht genau definierten Mechanismus zu einer
ausgepragten Neurodegeneration.

Das klinische Spektrum dieser Erkrankung ist sehr heterogen, es reicht von
Manifestationen bei Neugeborenen oder sogar in der Perinatalperiode, in der die
Erkrankung meist rasch todlich verlauft, bis hin zu einer im héheren Alter (zum Beispiel
siebtes Lebensjahrzehnt) chronisch verlaufenden, neurodegenerativen Erkrankung. Die
haufigsten neurologischen Symptome sind Demenz, cerebellére Ataxie, Epilepsie und
Kataplexie.

Die NPC1-Tiermodelle dienen der Erforschung neuer Therapieanséatze flr die seltene
Niemann-Pick-Krankheit Typ C1, flr welche bis heute lediglich Miglustat als Therapie
zugelassen ist.

. Am haufigsten wird heutzutage das BALB/c-Mausmodell angewendet. Die Mause dieses
Modells besitzen das NPC1-NIH-Allel, welches lediglich bei Homozygotie zur
Auspragung kommt. Somit basiert das Modell auf einer spontan vorkommenden Mutation
mit Sequenzinsertion und Sequenzdeletion im NPC1-Gen. Diese Sequenzverdnderungen
fuhren zum Funktionsverlust des NPC1-Proteins, fur welches das NPC1-Gen codiert.

Die am Mausmodell beschriebene Kombinationstherapie aus Miglustat, Cyclodextrin und
Allopregnanolon hat eine synergistische Wirkung, welche zum verzdgerten
Symtomausbruch und zur Erhéhung der Lebenszeit der Versuchstiere fiihrt.

Bis heute existieren keine Studien an gesunden Wildtyp-Méausen zur Erforschung der
Nebenwirkungen einer Miglustat only- oder Kombinationstherapie.

Im Accelerod-Test an P35 wurde bei gesunden Wildtyp-Ma&usen kein motorischer
Unterschied zwischen Miglustat only-, kombinations- oder scheinbehandelten Tieren
festgestellt.

Im Accelerod-Test an P60 wurde bei gesunden Wildtyp-Mdausen kein motorischer
Unterschied zwischen Miglustat only-, kombinations- oder scheinbehandelten Tieren

festgestellt.
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10. Im Morris Water Maze-Test an P49 wurde bei gesunden Wildtyp-Mausen Kkein
motorischer Unterschied zwischen Miglustat only-, kombinations- oder scheinbehandelten
Tieren festgestellt.

11. Eine Miglustat-Dauertherapie hat eine Amnesie als Nebenwirkung.

12. Im Morris Water Maze-Test an P49 wurde bei gesunden Wildtyp-Méusen ein
signifikanter Unterschied zwischen den Miglustat only- und kombinationsbehandelten
Versuchstieren festgestellt. Die Maéuse, welche mit Miglustat, Cyclodextrin und
Allopregnanolon therapiert wurden, hielten sich signifikant hdufiger im ehemaligen
Plattform-Bereich auf, als die Miglustat only-therapierten gesunden Wildtyp-Mause.

13. Die Kombinationsbehandlung kann die durch Miglustat hervorgerufene Amnesie bei den
gesunden Versuchstieren durch Cyclodextrin und Allopregnanolon aufheben.
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