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1 Einleitung

1.1 Morbus Niemann Pick Typ C1

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Geschichte

Morbus Niemann-Pick Typ C (NPC) ist eine seltene autosomal-rezessive vererbte
Stoffwechselerkrankung aus der Gruppe lysosomaler Speicherkrankheiten (Grau et al., 2003; Mengel
et al., 2012). Die gestorte zelluldre Verteilung und Zirkulation von Cholesterin und anderen Fetten
bedingt eine fehlgesteuerte lysosomale Lipidspeicherung in zahlreichen Geweben wie Gehirn, Milz
und Leber (Grau et al., 2003). Diesen primiren viszeralen Befunden folgt ein fortschreitender
neurodegenerativer Verlauf, der hdufig Jahre und manchmal Jahrzehnte spiter eintritt (Mengel et al.,
2012). Laut dem Bundesministerium fiir Gesundheit gilt in der Européischen Union eine Erkrankung
als selten, wenn nicht mehr als 5 von 10.000 Menschen in der EU von ihr betroffen sind
(Bundeministerium fiir Gesundheit, 2020). Die Pravalenzangaben beim Morbus Niemann Pick Typ C1
schwanken zwischen 0,35 und 2,2 Fillen auf 100.000 Lebendgeburten (Mengel et al., 2012) und
deklarieren die lysosomale Lipidspeicherkrankheit NPC somit als seltene Erkrankung. Allerdings ist
es gut vorstellbar, dass die wahre Prédvalenzzahl aufgrund potentieller Schwierigkeiten bei der
Diagnosestellung unterschétzt wird. In Deutschland sind circa 60 Familien mit erkrankten lebenden
Angehorigen bekannt (Mengel et al,, 2012). Die Erstbeschreibung und die Namensgebung des
heterogenen Krankheitsbildes Morbus Niemann-Pick sind auf den deutschen Pédiater Albert Niemann
(1880-1921) und den deutschen Pathologen Ludwig Pick (1868-1944) zuriickzufithren
(Neurologienetz, 2020). Wihrend Albert Niemann 1914 Ahnlichkeiten zur Erkrankung Morbus
Gaucher beschrieb, wies Ludwig Pick 1927 nach, dass sich beide Erkrankungen trotz
Gemeinsamkeiten unterscheiden (Pentchev, 2004). Die heterogene Lipidspeicherstdrung Niemann-
Pick wurde schlieBlich von Crocker und Farber (1958) anhand ihres klinischen Auftretens und ihres
biochemischen Phénotyps in drei Subtypen A - C unterteilt (Pentchev, 2004). Gruppe A umfasst
Kinder mit ausgepragter ZNS-Beteiligung und fiihrt noch vor Eintritt in das Jugendalter zum Tode;
Patienten der Gruppe B zeigen lediglich eine Organomegalie ohne neurologische Beteilung und
Gruppe-C-Patienten weisen eine progressive neurologische Degeneration auf (Pentchev, 2004).
Wihrend fiir die Subtypen A und B ein mutiertes SMPD1-Gen (Sphingomyelinphosphodiesterase-1-
Gen) fiir den Defekt der sauren Sphingomyelinase urséchlich gemacht werden konnte (Brady et al.,
1966), gelang es fiir den Subtyp C viele Jahre nicht (Pentchev, 2004). Es wurde vermutet, dass nicht
wie bis dahin angenommen Sphingomyelin, sondern die Akkumulation von Cholesterol eine
entscheidende Rolle spielt (Brady, Stanbury, Wyngaarden, 1983). Diese Vermutung wurde mithilfe
des Mausmodells BALB/c, welches damals wie heute fir die NPC-Forschung Verwendung findet,
bestitigt (Pentchev et al., 1984). Anhand der jeweils auslésenden Genmutation auf dem NPC1- oder
dem NPC2-Gen wurde der Subtyp C in den mit 95% fiihrenden Typ 1 und den selteneren Typ 2
unterteilt (Park et al., 2003).



1.1.2 Pathogenese

Wihrend der Morbus Niemann-Pick Typ A und Typ B durch einen Defekt der Sphingomyelinase
verursacht werden, liegt beim Typ C eine Storung des intrazelluldren Lipidtransportes vor, die eine
fehlerhafte Verteilung und Zirkulation von Cholesterin bedingt (Grau et al., 2003; Patterson, 2001).
Steinberg et. al (1994) und Vanier et. al (1996) zeigten, dass zwei krankheitsverursachende Gene fiir
den Typ C existieren (Steinberg, Ward, & Fenson, 1994; Vanier et. al 1996). Das in {iber 95% der
Félle krankheitsverursachende NPC1-Gen (Millat et al., 2001) ist auf dem Chromosom 18qll
lokalisiert und codiert fiir ein 1278 Aminosduren umfassendes membranstindiges Glykoprotein
(Carstea et al., 1997; Morris et al., 1999). Mit seiner Masse von 142 kD (Carstea et al., 1997) verbleibt
es in den spiten Endosomen und interagiert vorriibergehend mit Lysosomen und dem trans-Golgi-
Netzwerk (Higgins et. al, 1999; Neufeld et al, 1999). Des Weiteren fungiert NPCI als
transmembrandse Pumpe fiir den Transport lipophiler Substanzen (Grau et al., 2003; Liscum, 2000;
Lossos et al., 1997). Sequentiell bestehen Ahnlichkeiten zu wichtigen Bestandteilen des Cholesterol-
Stoffwechsels wie beispielweise zur HMG-CoA-Reduktase (3-Hydoxy-3-methylgluatryl-CoA), dem
SCREBP-cleavage-activating-protein (SCAP), dem PATCHED-Rezeptor (Carstea et al., 1997; Davies
& loannou, 2000; Watari et al., 1999) und dem Protein NPC1L1, welches das Ziel des Cholesterin-
Absorptions-Hemmer ,,ezetimib—darstellt (Altmann et al., 2004; Temel et al., 2007). Im ZNS wird das
NPC1-Protein vorwiegend in astrozytiren Fortsdtzen exprimiert, wodurch eine neuronale
Degeneration bei seinem Defekt nachvollziehbar erscheint (Grau et al., 2003; Patterson, 2001). Derzeit
sind bereits liber 200 krankheitsverursachende Mutationen im NPC1-Gen identifiziert worden
(Fernandez-Valero et al., 2005; Runz et al., 2008). Deutlich seltener liegt bei den verbleibenden 5%
ein NPC2-Gendefekt auf dem Chromosom 14q.24.3 vor. Das NPC2-Gen codiert fiir ein kleines
16sliches Glykoprotein, welches ubiquitédr exprimiert wird und lysosomales Cholesterin bindet (Grau et
al., 2003; Millat et al., 2001; Naureckiene et al., 2000). Zu finden ist es unter anderem in
sekretorischen Fliissigkeiten wie der Gallensdure, Muttermilch oder Blutplasma (Klein et al., 2006;
Larsen et al., 1997). Patienten mit NPC2-Mutationen kdnnen weder klinisch noch biochemisch sicher
von solchen mit NPC1-Mutationen unterschieden werden (Grau et al., 2003). Dies wiederum
legt nahe, dass die Proteine NPC1 und NPC2 hintereinandergeschaltet oder zusammen in
einem metabolischen Weg agieren (Carstea et al, 1997; Vanier et al, 1996).
Physiologischerweise transportieren LDL-Partikel (low density lipoprotein) Cholesterin und
Cholesterinester von der Leber zu extrahepatischen Geweben, wo sie den LDL-Rezeptor binden und
mittels Endozytose aufgenommen werden. Im néchsten Schritt werden die endozytierten LDL-Partikel
in Lysosomen abgebaut und die enthaltenen Cholesterinester durch eine saure, lysosomale Lipase
(LAL) in Cholesterin und freie Fettsduren hydrolysiert (Brown et al., 1986; Loffler, 2014). In
gesunden Zellen wird das nun freie Cholesterin mittels der Proteine NPC1 (Carstea et al., 1997)

und NPC2 (Naureckiene et al., 2000) zur Plasmamembran, dem endoplasmatischem Retikulum oder



anderen Organellen transportiert (Mesmin & Maxfield, 2009), wo es entweder die HMG-CoA-
Reduktase und damit die Cholesterinbiosynthese hemmt oder die Acyl-CoA-Cholesterin-
Acyltransferase (ACAT) aktiviert und somit die Veresterung und Speicherung von Cholesterin bedingt
(Loffler, 2014). Im ZNS erfolgt die Cholesterinsynthese lokal durch Oligodendrozyten oder
Astrozyten, da die transportierenden Lipoproteine die Blut-Hirn-Schranke nicht {iberwinden kénnen.
(Vance et al., 2005). Beim NPC ist sowohl der oben beschriebene intrazelluldre Transport als auch die
Freisetzung von endozytierten Cholesterins gestort, was auch in Studien von Pentchev et. al (1995)
gezeigt wurde. Diverse Forschungsarbeiten beschiftigen sich mit der genauen Funktionsweise der
Proteine NPC1 und NPC2 um die Atiologie der Lipidakkumulation genauestens darzustellen (Deffieu
& Pfeffer, 2011; Rosenbaum & Maxfield, 2011). Diese zeigten, dass freies Cholesterin vom 16slichen,
lysosomalen NPC2 gebunden und zum membranstindigen NPC1 transportiert wird. Hier erfolgt die
Freisetzung des Cholesterols in das Zytosol und steht danach fiir den Weitertransport zu Verfiigung
(Deffieu & Pfeffer, 2011; Rosenbaum & Maxfield, 2011) (4bbildung I). Man vermutet, dass NPC1-
und NPC2- Mutationen den beschriebenen Mechanismus stéren und neuronale Lipidspeicherungen,
Megadendritenbildungen, neuroinflammatorische Prozesse und letzlich eine neuroaxonale Dystrophie

zur Folge haben (Patterson, 2001).

..................
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Abbildung 1: Physiologische Funktionsweise der Proteine NPCI und NPC2 im Lysosomen
Cholesterin wird iiber die LAL (Acid Lipase) freigesetzt und an das losliche NPC2 gebunden. Anschliefend erfolgt
der Transport zum membranstindigen NPCI und die Freisetzung des Cholesterins in das Zytosol, entnommen von:

Genomeyear, 2020



Im Gegensatz zu anderen Lipidspeichkrankheiten, akkumulieren beim NPC neben Cholesterol auch
diverse andere Lipide, wie Sphingosin, Sphingomyelin und unterschiedliche Glykosphingolipide wie
GM2- und GM3-Ganglioside (Lloyd-Evans et al., 2008; Vanier, 2010). Glykolipide machen beim
NPC den Hauptanteil der Lipidablagerungen im Gehirn aus, sodass sich die Frage stellt, ob NPC1 und
NPC2 ebenfalls fiir den Transport anderer lysosomaler Fracht als Cholesterin zustindig sein konnten
(Vanier, 2010). Im Gegensatz zum Hirngewebe, kommt es in betroffenen Organen wie der Milz oder
der Leber hauptséachlich zu Sphingosin- und Cholesterol-Anreicherungen. Bei NPC-Patienten zeigen
sich diese vor allem in der Milz sehr ausgeprigt (Vanier, 2010). Die genaue Funktion der NPC1- und
NPC2-Proteine und der Mechanismus, der letztlich die Lipidablagerungen bedingt, sind bis heute nicht
vollstindig geklart. Es werden eine Reihe weitere Faktoren diskutiert, die eventuell an der
Pathogenese beteiligt sind (Vanier, 2010). Vermutet wird, dass oxidativer Stress eine wichtige Rolle
bei der Entstehung und Progression des Morbus Niemann-Pick besitzt, da er in verschiedenen NPC-
Zellmodellen (Zampieri et al., 2009) und -Maushirnen beobachtet wurde (Smith et al., 2009). Dieser
erscheint besonders relevant, da reaktive Sauerstoffverbindungen den Tyroskinase-ABL1/p73
regulierten Apoptoseprozess aktivieren und damit die fortschreitende Neurodegeneration beim NPC
erkldren konnen (Alvarez et al., 2004). Leberproben von NPC-Méusen zeigten aullerdem erhdhte
Marker fiir oxidativen Stress, wie Carbonylproteine und verringertes reduziertes Glutathion (GSH),
das zu den wichtigsten korpereigenen Antioxidanzien zéhlt (Véazquez et al., 2011). Bei NPC-Patienten
konnte zudem eine verminderte Coenzym Q10-Serumkonzentration beobachtet werden, die ebenfalls
mit einer reduzierten antioxidativen Abwehr einhergeht (Fu et al., 2010). Im Mausmodell zeigte sich,
noch vor der klinischen Manifestation, ein Anstieg von Cholesterinoxidationsprodukten, dem
sogenannten Oxysterol. Es dient auch heute als sensitiver und spezifischer Biomarker bei der
Diagnostik und Therapie des NPC1 (Porter et al., 2010). Als Verursacher des oxidativen Stresses
werden funktionsgestorte Mitochondrien und nachfolgender ATP-Mangel (Vazquez et al., 2012)
sowie verdnderte peroxisomale Enzyme, wie die Katalase und Enzyme der B-Oxidation diskutiert
(Schedin et al., 1997). Ein weiterer mdglicher Grund fiir die Entstehung von Sauerstoffradikalen ist
die intrazelluldre Akkumulation von Vitamin E und der damit verbundenen reduzierten
Bioverfligbarkeit. Vitamin E ist, neben dem GSH, eines der wichtigsten Antioxidanzien, das mit freien
Radikalen reagiert und diese inaktiviert (Burton & Traber, 1990; Yévenes et al., 2012). Uberlegt
wurde auch, ob Sphingosin-Ablagerungen einen primédren Trigger der Krankheit darstellen, indem sie
den lysosomalen Calcium-Haushalt storen wund letztlich sekundidre Sphingolipid- und
Cholesterinspeicherungen bedingen. Damit wére die Calcium-Homoostase ein neues Target fiir

therapeutische Interventionen (Lloyd-Evans et al., 2008; Lloyd-Evans & Platt, 2010).



1.1.3 Diagnose

In der Regel ergeben beim Morbus Niemann Pick weder Laboruntersuchungen noch bildgebende -
oder elektrophysiologische Untersuchungsmethoden spezifische Befunde. Gelegentlich zeigen sich
unspezifische Marklagerverinderungen und Kleinhirnatrophien im CT oder MRT und Laborbefunde
konnen durch Hypersplenismus oder einen cholestatischen Ikterus aufféllig werden (Grau et al., 2003).
Haufig wird der NPC aufgrund seiner ziemlich unspezifischen Symptome erst nach unzihligen
Fehldiagnosen festgestellt (Vanier, 2010). Besteht ein klinischer Verdacht auf NPC, ist es zunéchst
sinnvoll, Knochenmarksausstriche auf das Vorhandensein von Speicherzellen zu untersuchen
(Bornemann & Harzer, 2015). Dabei handelt es sich um zytoplasmatische Einschlusskdrperchen, die
durch die Giemsa-Féarbung blau gefirbt wurden und in Form von ,,seeblauen Histiozyten—eder hellen
vakuolisierten Zellen auftauchen (Harzer et al., 1978). Allerdings finden sich diese auch bei anderen
Speicherkrankheiten und sind somit nicht spezifisch (Grau et al., 2003). Zur sicheren Diagnose eines
NPC dient der in Speziallaboratorien durchgefiihrte Filipintest, bei dem mithilfe von Filipin
Fibroblastenkulturen angefdarbt werden (Vanier et al., 2016). Mittels des cholesterinspezifischen
Fluoreszenzfarbstoffes lassen sich perinukledre Vesikel mit stark fluoreszierender Granula als
Ausdruck der mit Cholesterin {iberladenen Lysosomen darstellen (Patterson, 2001). Bei etwa 86% der
Fille, zeigt sich ein sogenannter klassischer Phanotyp mit intensiver Fluoreszenz, bei 7% der Falle ein
intermedidrer Phénotyp mit méfBiger Fluoreszenz und bei weiteren 7% ein varianter Phénotyp mit
milder Fluoreszenz (Vanier et al., 1991). Betroffene mit einem varianten biochemischen Phénotyp
haben nur eine moderat erhohte lysosomale Cholesterineinlagerung, was die Diagnosestellung
wesentlich erschwert (Vanier et al.,, 1991). Bei grenzwertigen Ergebnissen, sollte zunichst eine
Mutationsanalyse der Gene NPC1 und NPC2 durchgefiihrt werden und bei weiteren Unklarheiten
histo- und biochemische Untersuchungen aus einer Leberbiopsie erwogen werden (Grau et al., 2003;
Patterson, 2001). In den vergangenen Jahren erbrachten Fortschritte der Massenspektrometrie und
diverse Studien den Nachweis weiterer erhohter sensitiver Plasma-Biomarker beim Morbus Niemann
Pick (Vanier et al., 2016). Porter et al. (2010) zeigten, dass das Oxidationsprodukt von Cholesterin,
Oxysterol, wie oben beschriecben als biochemischer Marker zur Diagnostellung und
Therapiemonitoring des NPC genutzt werden kann. Des Weiteren ist es moglich die Chitotiosidase-
Aktivitdt im Plasma zu bestimmen, welche bei erhohten Werten einen potentiellen Indikator fiir
lysosomale Speicherkrankheiten inklusive des NPC-A, -B und —C darstellt (Ries et al., 2006). Jiingste
Forschungsarbeiten zeigen auch, dass NPC-Erkrankte und Betroffene weiterer Speicherkrankheiten
ein erhohtes Plasma-Lysophingomyelin (SPC) aufweisen (Welford et al., 2014). Dariiber hinaus wird
von einem krankheitsspezifischen SPC-Derivat, dem sogenannten Lysophingomyelin-509 (lyso-SM-
509) berichtet, das bei allen NPC-Formen erhoht vorliegt (Giese et al., 2015). Damit eignet es sich
ausgezeichnet, um tatsdchlich Kranke von Kontrollen zu unterscheiden (Vanier et al., 2016). Aktuell
erfolgt die Bestimmung der Lysophingolipid-Spiegel mithilfe der Fliissigchromatografie oder der

Massenspektrometrie. Beide Verfahren besitzen, im Gegensatz zum Filipin-Test, die Vorteile der
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stirkeren Durchflussleistung und einer hdheren Verarbeitungsmenge, bei gleichzeitig geringeren
Kosten (Vanier et al., 2016). Ein weiterer Artikel beschreibt zwei Gallensduremetaboliten, NPCBA1
und NPCBA2, die bevorzugt bei NPC-Patienten akkumulieren und im Vergleich zu den Kontrollen in
40-facher (NPCBAI1) bezichungsweise 10-facher (NBCBA2) Plasmakonzentration vorliegen
(Mazzacuva et al., 2016). Aktuelle Daten zu den Galleséduremetaboliten scheinen vielsprechrechend.
Besonders NBCBA2 soll sich als potentieller Biomarker eignen und konnte in Zukunft die Oxysterol-
Bestimmung als Goldstandard ablosen (Vanier et al., 2016). Werden die geldufigen Tests in der
richtigen Kombination verwendet, kann in den meisten Féllen eine korrekte Diagnose gestellt werden.
Bei einigen Patienten, deren genetische und biochemische Marker keine klare Antwort geben, ist das

Stellen einer richtigen Diagnose auch heute noch eine gro3e Herausforderung (Vanier et al., 2016).

1.1.4 Klinischer Verlauf

Der Krankheitsbeginn variiert zwischen dem Neugeborenenalter und der sechsten Lebensdekade.
Fritherkrankte Neugeborene entwickeln haufig einen pathologischen Ikterus mit Cholestase und einer
Riesenzelhepatitis (Kohlschiitter, 2015). Im frithen Kindesalter fallen dann eine zentrale Hypotonie,
verzogerte motorische Entwicklung und spéter auch abnehmende Schulleistungen auf (Garver, Jelinek,
et al., 2007; Mengel et al., 2012). Ebenso kann sich eine Hepatosplenomegalie durch ein ausladendes
Abdomen bemerkbar machen (Beck & Lackner, 2007; Mengel et al., 2012). Im weiteren Verlauf
zeigen sich neurologische Symptome wie Kridmpfe, Pyramidenbahnzeichen und extrapyramidale
Storungen wie Tremor oder Dystonie, wihrend die periphere Nerven kaum betroffen sind
(Kohlschiitter, 2015). Als wichtigstes Frithzeichen gilt die supranukledre vertikale Blickparese
(Solomon, Winkelman, Zee, Gray, 2005). Verhaltensinderungen mit Konzentrations- und
Impulskontrollstrungen oder Angsten kénnen ebenfalls Folge des neurodegenerativen Prozesses sein
(Mengel et al., 2012). In der Bildgebung lassen sich im Klein- und GroBhirn Atrophien erkennen, die
wiederum Symptome wie Schluckstdrungen, Dysarthrie und Dysphagie erklaren (Kohlschiitter, 2015).
Bei einzelnen Erkrankten treten die Symptome erst im Erwachsenenalter auf. Meist finden sich
Psychosen oder eine isolierte Demenzsymptomatik (Grau et al.,, 2003; Shulman et al., 1995).
Marie Vanier (2010) erstellte ein zusammenfassendes Schema, das den oben beschriebenen
neurodegenerativen und systemischen Verlauf der Lipidspeicherkrankheit NPC in Abhingigkeit vom
Patientenalter auffasst und darstellt (Vanier, 2010). Sie unterteilte die Erkrankung anhand des
erstmaligen Auftretens von Symptomen in vier Unterformen: die frithe infantile Form, die spite
infantile Form, die juvenile Form und die adulte Form (Abbildung 2). Die friihe infantile Form zeigt
die ersten neurologischen Symptome wie zentrale Hypotonie und verzogerte motorische Entwicklung
im Alter von 1 bis 2 Jahren. Bei der spéten infantilen Form, im Alter von 3 bis 5 Jahren, kommt es
aufgrund von zunehmender Ungeschicklichkeit und Gangunsicherheit zu wiederholten Stiirzen. Ferner
zeigen sich auch Kataplexie und Sprachentwicklungsstérungen. Die hiufigste Form der Erkrankung ist

die juvenile Form, die im Alter von 6 bis 15 Jahren initial durch supranukleére Blickparesen auffillt.



Hinzu kommen Lernprobleme, Konzentrationsstérungen und Ataxie. Die adulte Form gleicht der
juvenilen in abgemilderter Symptomatik. Ein Drittel der Patienten wird zunichst durch Psychosen,
Halluzinationen oder paranoiden Gedanken auffillig (Vanier, 2010) oder entwickelt eine isolierte
Demenzsymptomatik (Grau et al., 2003). Diese Symptome konnen jahrelang ohne weitere
neurologisch-motorische Ausfille vorliegen. Allerdings kommen im weiteren Krankheitsverlauf,
parallel zu den anderen Verlaufsformen, ebenfalls Symptome wie Ataxie, Blickparesen und andere
kognitive Probleme hinzu (Vanier, 2010). Angaben zum Krankheitsprogress und der verbleibenden
Lebenszeit variieren beim Morbus Niemann Pick stark, da sie wesentlich vom Erkrankungsalter und
der Symptomschwere abhingig sind. Prognosen zur individuellen Lebenserwartung und der damit
einhergehenden Lebensqualitit sind dementsprechend schwer zu formulieren (Merce Pineda et al.,
2018). Fast alle NPC-Patienten versterben vorzeitig. Es sind nur wenige Félle bekannt, bei denen sich
keinerlei neurologische Symptomatik entwickelte (Greenberg et al., 2015) oder die sechzigste
Lebensdekade iiberschritten werden konnte (Trendelenburg et al., 2006). Die letztendlich zum Tode
fiihrenden Umstidnde sind in der Vergangenheit haufig nicht konkret dokumentiert worden. Zwei
NPC-Patienten-Kohorten zeigten allerdings, dass in circa 60% der Félle eine Bronchopneumonie,
infolge von Nahrungs- oder Fliissigkeitaspiration, fiir ein vorzeitiges Ableben verantwortlich ist (Jan
& Camfield, 1998; Kelly et al., 1993). Eine Dysphagie konnte bei circa 80% der NPC-Patienten
nachgewiesen werden (Garver, Francis, et al., 2007; Patterson et al., 2013) und stellt den hiufigsten
Grund fiir eine Aspirationspneumonie dar. Die Dysphagie ist damit einer der grofiten Risikofaktoren

fiir eine verfriihte Patientenmortalitit (Walterfang et al., 2012).

Systemische Beteiligung Hepatosplenomegalie
- fehltin 15% der Falle
- Erkrankungsalter ist variabel
- geht den neurologischen Symptomen immer voraus
- kann sich mit zunehmendem Alter zuriickbilden

Hepatomegalie

Alter in Jahren

Geburt 1 2 3 6 10 20 30 40 50 60

frih infantil
spat infantil

verzogerte motorische
Entwicklung, Hypotonie

Ungeschicklichkeit,
Kataplexie,
Gangprobleme,
Verzogerungder | lschulprobleme, {
Sprachentwicklung | |ataxie,

lanfalle Ataxie, Dystonie,
Psychosen, Demenz

——stgilfemmmn vertikale supranukledre Blickparese .-

adult

Neurologische Beteiligung

Abbildung 2: Schema zum zeitlichen Verlauf und der klinischen Symptomatik vom Morbus Niemann Pick Typ C
(modifiziert nach Vanier 2010)
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1.2 Therapie
Bis heute handelt es sich beim Morbus Niemann Pick Typ C um eine unheilbare Erkrankung, bei der

die symptomatische Therapie und die Verzogerung des Krankheitsprozesses vordergriindig sind.
Wahrend Ergo-, Logo- oder Physiotherapie den Erhalt der Sprache und motorischer Fahigkeiten
unterstiitzen, konnen Symptome wie Krampfanfille, Depressionen oder Wahnvorstellungen durch
unterschiedliche Medikamente gelindert werden. Seit Jahren werden diverse Therapiestrategien
untersucht, die moglicherweise die Schwere des Morbus Niemann Pick beeinflussen oder lindern
konnen. Die Substrate-Reduction-Therapy (SRT) stellt einen Behandlungsansatz von lysosomalen
Speicherkrankheiten dar, indem sie die Synthese der eingeschrinkt abbaubaren Speichersubstanzen
vermindert und damit der krankheitsdefinierenden Lipidakkumulation entgegenwirkt. (Mengel et al.,
2012; Rosenbaum & Maxfield, 2011). Studien zeigen zwar, dass mithilfe von Statinen,
cholesterinarmer Didt oder Medikamenten wie Ezetimib die Leberfunktion verbessert werden kann,
die neurologische Degeneration aber weiter fortschreitet und das klinische Outcome nicht verbessert
werden kann (Beltroy et al., 2007; Rosenbaum & Maxfield, 2011). Im Zentrum verschiedener
Forschungsarbeiten stehen daher drei weitere Medikamente: Miglustat, Cyclodextrin (HPBCD) und
Allopregnanolon, von denen bisher lediglich Miglustat seine Zulassung erhalten hat. Seit 2009 wird
es als Therapeutikum zur palliativen Therapie des Morbus Niemann Pick eingesetzt und konnte
seine Wirksamkeit durch die wachsenden klinische Erfahrung und seinen vermehrten
Einsatz unter Beweis stellen (Pineda et al., 2018). Fir Miglustat existieren neben
zahlreicher klinischer Daten auch unzdhlige Ergebnisse aus Tierversuchsreihen, die einen
krankheitsmodifizierenden Benefit beobachten lassen (Nadjar et al., 2018; Mercedes Pineda et al.,
2019; Sedel et al., 2016). Im Tiermodell lassen sich gleichartige positive Effekte beim Medikament
HPBCD beobachten, welches mittlerweile auch in einzelnen Behandlungsstudien am Menschen
getestet wird (Ory et al., 2017; Tamura & Yui, 2018). Dem dritten, im Fokus der NPC-Therapie
stechendem Medikament, Allopregnanolon, konnte in diversen préklinischen Studien die Rolle als
Proliferationsfaktor fiir neuronale Stammzellen und Oligodendrozyten zugesprochen werden
(Hernandez & Brinton, 2019). Damit riickt es ebenfalls in das Zentrum der Therapiemdglichkeiten
von neurodegenerativen Erkrankungen wie NPC oder Alzheimer (Griffin et al., 2004; Wang et al.,
2010). Plausibel erscheint eine Kombination der Medikamente Miglustat, Cyclodextrin und
Allopregnanolone, als sogenannte ,,Substrate-Reduction-—und ,,By-Product-Replacement-Therapy—
(SRT/BRT). Diese wurde bereits im Tiermodell angewandt und als wirksam erwiesen (Davidson et al.,
2009). Bei den untersuchten Tieren zeigten sich eine Abnahme der GM2- und GM3-
Gangliosidablagerungen, eine  verminderte  Purkinjezelldegeneration und eine erhohte
Lebenserwartung. Die neurologische Symptomatik trat im Vergleich zu den Kontrolltieren

erst verspétet auf (Davidson et al., 2009).



1.2.1 Miglustat (N-Butyldeoxynojirimycin) C;oH>1NO4

Die Zulassung von Miglustat erfolgte im Jahr 2002

~o unter dem Handelsnamen Zavesca® (Actelion
/’\ 1 Pharmaceuticals, Allschwil, Schweiz). Zu diesem
- © e, -"“.‘0 . . . .
: e S Zeitpunkt durfte es lediglich als Therapeutikum des

Morbus Gaucher Typ 1 verwendet werden. Die

European Medicines Agency erweiterte 2009 den

Indikationsrahmen auf die Behandlung von an NPC

erkrankten  padiatrischen und  erwachsenen

Patienten (European Medicines Agency, 2020). Der
Wirkstoff Miglustat ist ein kleiner alkylierter

Iminozucker, der als reversibler Inhibitor der

Glucosylceramid-Synthase (GCS) fungiert.
Abbildung 3: 2D-Struktur von Miglustat ) .
Ein Enzym, welches normalerweise den ersten

(N-butyldeoxynojirimycin)

Entnommen von: PubChem — National Center for Schritt der Glycosphingolipid-Synthese katalysiert
Biotechnology Information 2020 und damit wesentlich zum Voranschreiten
PubChemlD: 51634 der krankheitsdefinierenden Lipidakkumulation

beitrdgt (Plattm et al., 1994; Schlegel, 2017). Die physikochemischen Féhigkeiten von Miglustat
erlauben eine extravaskulire Verteilung und die notwendige Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke,
sodass eine zentrale Wirkung gewihrleistet ist (Treiber et al., 2008). Untersuchungen an B-
Lymphozyten von NPC-Patienten zeigen, dass unter Miglustat Glycosphingolipid-Spiegel sanken, die
pathologische Lipidakkumulation nachlie und der Lipidtransport normalisiert werden konnte. Diese
Beobachtungen legte nahe, dass durch eine Miglustat-Therapie mdglichweise auch potentiell
neurotoxische GM2- und GM3, Lactosyl- oder Glucosylceramide reduziert werden konnten
(Lachmann et al., 2004). Dariiber hinaus zeigen diverse retro- und prospektive Studien, dass Miglustat
ein verspitetes Einsetzen der Krankheit bedingt, den Progress verlangsamt und die Uberlebenszeit
verlingert (Santos-lozano et al., 2015; Zervas, Dobrenis, et al., 2001; Zervas, Somers, et al., 2001). In
behandelten NPC-Katzen konnte auBerdem ein prolongiertes Uberleben von Purkinje Zellen und eine
verbesserte neurologische Klinik beobachtet werden (Stein et al., 2012). Wie bereits bei der
Pathogenese erwihnt, stéren lysosomale Sphingosin-Ablagerungen den intrazelluliren Calcium-
Haushalt, indem sie die lysosomale Calciumaufnahme verhindern. Studien zeigen, dass Miglustat
einen positiven Einfluss auf die intrazelluldren Calcium-Homdostase hat, indem es die Sphingosin-
Akkumulation reduziert (Lloyd-Evans et al., 2003, 2008; Lloyd-Evans & Platt, 2011). Andere
Forschungsarbeiten weisen zusétzlich nach, dass sich die Zahl der Calcium-bindenden Proteine in
Kleinhirnneuronen unter einer Miglustat-Therapie reduziert. Diese Beobachtung macht die
Regulierung des Calciumhaushalts, als therapeutischen Effekt von Miglustat, noch wahrscheinlicher

(Bradbury et al., 2016). Im letzten Jahrzehnt wurde ein breites Spektrum an Messmethoden entwickelt,
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um den therapeutischen Effekt von Miglustat zu bewerten (Pineda et al., 2018). Beispielsweise zeigt
eine Fallstudie um drei franzosiche erwachsene NPC-Patienten einen anhaltenden Abfall der
hirnspezifischen Cholin/Kreatin-Ratio (Cho/Kr) wéhrend einer zwei Jahre andauernden Miglustat-
Therapie. Cho/Kr ist ein geldufiger Marker fiir neurodegenerative Prozesse im Gehirn. Er wird
mithilfe der Magnetresonanzspektroskopie bestimmt und koénnte so als nicht invasiver Marker dem
Therapiemonitoring von Miglustat dienen (Galanaud et al., 2009; Sedel et al., 2016). Eine
Metaanalyse sdmtlicher Daten zu den Therapieeffekten einer Miglustatbehandlung beim Morbus
Niemann-Pick zeigt, dass unbehandelte NPC-Patienten (N=97) im Gegensatz zu den behandelten
NPC-Patienten (N=90) einen gréfere Todesrate innerhalb einer 5-Jahres-Periode zu verbuchen haben.
Wahrend in der behandelten Gruppe nur 3 Patienten verstarben, waren es in der unbehandelten Gruppe
74 Patienten (Walterfang et al., 2012). Die Kaplan-Maier Schétzung zeigt, dass es sich dabei um einen
statistisch signifikanten Unterschied handelt (p = 0.044) und untermauert damit die Wirksamkeit von
Miglustat (Pineda et al., 2018). In der Klinik sollte eine Behandlung begonnen werden, sobald die
Patienten neurologische Symptome aufweisen. Auch Betroffene mit fehlender neurologischer
Manifestation, aber entsprechender Familienanamnese und passendem Krankheitsverlauf, konnen eine
Therapie zum Zeitpunkt der voraussichtlichen Manifestation erhalten (Patterson et al., 2012). Mit
einem krankheitsmodifizierenden Benefit ist beim frithen-juvenilen Typ friihestens nach 6-12 Monaten
ab Therapiebeginn zu rechnen. Beim spiten-adulten Typ kann sich dieser auch erst nach {iber 2 Jahren
zeigen (Walterfang et al., 2012). Wie bei jeder anderen Medikation ist die Vertriglichkeit von
Miglustat interindividuell. Zu den héufigsten bekannten Nebenwirkungen gehéren Diarrhoe,
Flatulenzen, Bauchschmerzen und allgemeines Unwohlsein (Brand et al., 2015; Champion et al.,
2010). Gastrointestinale Unvertraglichkeiten konnen besonders zu Beginn der Therapie die Patienten-
Compliance herabsetzen, sodass die Therapie engmaschig kontrolliert werden sollte (Belmatoug et
al., 2011). Ein vorsichtiges Auftitrieren zu Behandlungsbeginn, Erndhrungsumstellungen oder
spezielle Didtplédne kdnnen Nebenwirkungen minimieren oder gar verhindern (Belmatoug et al., 2011).
In seltenen Fillen wurden von der Entstehung einer peripheren Neuropathie berichtet. Diese wurde
allerdings nur bei Morbus Gaucher-Patienten in der klinischen Testphase von Miglustat beobachtet
(Cox et al., 2000). Bei iiber der Hilfte der therapierten Patienten zeigt sich initial ein transienter
physiologischer Tremor, der in der Regel einige Monate spéter von selbst verschwindet (Cox et al.,
2000). Schlegel et. al (2016) beobachteten auBerdem, dass Miglustat-therapierte Wildtypméause
sowohl reduzierte Hirngewichte als auch eine verschlechterte rdumliche Orientierung gegeniiber ihren
scheintherapierten Kontrolltieren aufweisen. Des Weiteren konnten moderat verminderte
Thrombozytenzahlen beobachtet werden, die eine Gerinnungsdiagnostik zu Beginn einer jeden
Therapie notwendig machen (European Medicines Agency, 2020). Die Ausscheidung von Miglustat
erfolgt hauptsichlich iiber die Nieren, sodass neben einem engmaschigen Therapiemonitoring, die

regelméBige Kontrolle der Nierenparameter angezeigt sind (Treiber et al.,, 2008). Als Folge der
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unzédhligen potentiellen Nebenwirkungen besitzt Miglustat nach wie vor eine strenge

Indikationsstellung (Vanier, 2010).

1.2.2 Allopregnanolon (Pregnan-3alpha-ol-20-one) C,;H340;

Als zweites therapeutisches Agenz  wurde
Allopregnanolon getestet. Ein Neurosteroid, das bei

NPC erkrankten Maiusen, im Vergleich zu ihren

N — Kontrolltieren, in deutlich reduzierter Zahl vorliegt.

. / (Griffin et al.,, 2004). Es handelt sich dabei um

J” N \\‘\\ einen neuroaktiven, reduzierten Metaboliten des

P \H “‘\N/ korpereigenen Hormons Progesteron, der als

i T “'\HE Barbiturat-dhnlicher Modulator der zentralen

H @»-“"L\ e //J GABA-Rezeptor  (Gamma-aminobutyric  acid
° e P Rezeptors) eine Reihe von Verhaltensweisen und

Stressantworten modifizieren kann (PubChem, U.S.

National Library of Medicine 2020). Neurosteroide,

Abbildung 4: 2D-Stuktur von Allopregnanolone wie Allopregnanolon, kénnen durch Konversion

peripher gebildeter Steroide oder de novo

(Allopregnan-3a-ol-20-one)

Entnommen von: PubChem — National Center for von Gliazellen synthetisiert werden
Biotechnology Information 2020, (Agis-Balboa et al., 2006; Mellon & Griffin, 2002).
PubChemlID: 92786 Physiologischerweise regulieren sie das neuronale

Wachstum, die zentrale Zelldifferenzierung und die Modulation von Neurotransmitter-Rezeptoren
(Griffin et al., 2004). Jingste Studien zeigen aullerdem, dass Allopregnanolon einen
Proliferationsfaktor fiir neuronale Stammzellen darstellt und so zu einer vermehrten Zellneubildung
beitrdgt (Hernandez & Brinton, 2019). Ergebnisse wie diese, verdeutlichen die essentielle Rolle von
Allopregnanolon fiir ein intaktes Nervensystem. Bei NPC erkrankten Miusen ist dieser Metabolit
vermindert oder nicht vorhanden, sodass der Versuch unternommen wurde, das Neurosteroid
Allopregnanolo extern zuzufiihren (Davidson et al., 2009). Die dafiir genutzte therapeutische Methode
wird als ,,By-Product-Replacement-Therapy—eder ,,BRT—bezeichnet, da sie reduzierte oder fehlende
Substrate ersetzen soll, die flir die normale Zellfunktion bendtigt werden (Davidson et al., 2009;
Walkley, 2007). In diversen Studien erfolgte die Applikation von Allopregnanolon geldst im
Tragerstoff 2-hydroxypropyl-b-cyclodextrin (HPBCD) und lieB einen positiven Effekt auf den
Krankheitsverlauf beobachten. Behandelte NPC-Maiuse zeigen im Vergleich zu Kontrolltieren
verminderte Gangliosid-Akkumulationen, eine verspitete Krankheitsmanifestation und verldngerte
Uberlebenszeiten (Davidson et al., 2009). Andere Forschungsarbeiten lassen auch abnehmende
Cholesterol-Akkumulationen und reduzierte neuronale Inflammation beobachten. Zusitzlich zeigt

sich eine verbesserte Myelinisierung (Liao et al., 2009). Trotz der unzihligen nachgewiesen positiven
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Effekte von Allopregnanolon bei neurodegenerativen Prozessen (Hernandez & Brinton, 2019; Karout
et al, 2016; M. Meyer et al, 2017), wird der krankeitsmodifizierende Benefit der
Kombinationstherapie von Allopregnanolon und HPBCD (2-hydroxypropyl-p-cyclodextrins) beim
NPC, insbesondere auf HPBCD zuriickgefiihrt (Davidson et al., 2009). Allopregnanolon gilt trotz
dessen weiterhin als potentes Therapeutikum neurodegenerativer Erkrankungen, wie Daten
praklinischer Studien zeigen (Hernandez & Brinton, 2019). Verminderte Allopregnanolon-Spiegel
lassen sich nicht nur beim Morbus Niemann-Pick beobachten, sondern werden auch mit der
Entstehung von Depressionen, Angststorungen und der Alzheimer-Erkrankung assoziiert (Tsutsui &
Haraguchi, 2016). Auch als Brexanolone bekannt, wird der Wirkstoff Allopregnanolon seit Mérz 2019
unter dem Handelsnamen Zulresso® vermarktet und fiir die Behandlung der postpartalen Depression
eingesetzt (Fala, n.d.; Powell et al., 2020). Eine Zulassung von Allopregnanolon fiir die Behandlung

des Morbus Niemann-Pick Typ C besteht derweil noch nicht.

1.2.3 Cyclodextrin (2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin) Cs4H;92039

; Cyclodextrin ~ (HPBCD, 2-hydroxypropyl-b-

. Hﬁ: o 3_75;" HPBCD) ist ein zyklisches Oligosaccharid, das

O“ﬁ;ifo ;D} 2 _/—-oH aus sieben B-(1-4)-Glucopyranose-Einheiten

o L|°O L . o H°‘J';r _J\;O besteht und fiir den kontrollierten Transport von
HOIL{J‘\/DDE‘ HFL %\,\D organischen, anorganischen, biologischen oder

LRV O\r_/(:\/__pg\ ”J,.C'p‘i_ I ow pharmazeutischen Molekiilen genutzt wird
c"\/ :,{ (f\o (Saha, Roy, Roy, & Roy, 2016, PubChem 2020).

JEZAN i . " ;’ Wiéhrend die hydrophobe Innenseite des
) Molekiils eine sehr hohe Affinitdt zu Sterolen

HO besitzt, bildet der Zuckerring mit den
Hydroxypropyl-Gruppen die hydrophile

HONN AuBenseite (Irie et al., 1992; Williams III et al.,

Abbildung 5: 2D-Struktur von HPCD
(2-hydroxypropyl-b-HP3CD)
Entnommen von: PubChem — National Center for

Biotechnology Information 2020,

1998). Seine physikochemischen Eigenschaften
erlauben die Bildung von Inklusionskomplexen
mit diversen Gastsubstanzen. Deren unpolarer
Innere

Teil wird in das hydrophobe

PubChemlID: 44134771 aufgenommen (Saha et al., 2016) und ermdglicht

damit auch den Transport lipophiler Stoffe. Der genaue Wirkungsmechanismus von HPBCD ist nicht
vollstindig geklart. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Sekretion des endo- oder
lysosomalen Inhalts iiber den endosomalen Calciumkanal MCOLN-1 (Mucolipin-1), FYCO1 (FYVE
and coiled-coil domain containing 1), einem AP1-Adapater (Adapter-Protein-1) und seinem Partner
Gadkin

Modifikation dieser Elemente die endo- und lysosomale Sekretion triggert und so die Cholesterollast

gesteuert wird (Vacca et al, 2019). Man nimmt an, dass HPBCD {iber eine
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In Niemann-Pick-Typ-C-Zellen reduziert (Vacca et al., 2019). Der therapeutische Effekt von 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin ~ (HPBCD) wurde zufillig wéhrend einer Studie zur
Kombinationstherapie von Allopregnanolon und Miglustat entdeckt, bei der es, aufgrund seiner
Eigenschaften, als Tréagerstoff fiir Allopregnanolon diente (Davidson et al., 2009). Es zeigte sich, dass
neben Miglustat und Allopregnanolon, auch HPBCD einen signifikanten Benefit bewirkte (Davidson
et al.,, 2009; Griffin et al., 2004). Ergebnisse nachfolgender Studien deuten sogar an, dass es
insbesondere HPBCD und nicht Allopregnanolon sei, der den aktiven Metaboliten wéhrend der
Therapie darstellt (Davidson et al., 2009; Liu et al., 2008). Weitere verdffentlichte Studien erhérten
diese Annahme und zeigen, dass eine einmalige subcutane Applikation von HPBCD die Lebenszeit
von NPC-Mausen erhoht (Liu et al., 2008). Zu beobachten war ein rapider Konzentrationsanstieg von
Cholesterol-Estern, eine Unterdriickung von SREBP2 Zielgenen und letztlich eine verminderte
Cholesterin Synthese (Liu et al., 2010). Diese Verdnderungen zeigen sich sowohl in der Leber, im
Gehirn als auch in peripheren Organen wie der Niere oder der Milz. Die Lunge scheint als einziges
Organ unveriandert zu bleiben (Liu et al., 2010). Das iiberschiissige Cholesterol wird schlie8lich zum
metabolisch aktiven Pool umgelagert und iiber die Gallenséure ausgeschieden. (Liu et al., 2010).
Andere Forschungsarbeiten lassen auch beobachten, dass eine HPBCD-Therapie bei NPC-erkrankten
Maiusen und Katzen den Prozess der Neurodegeneration verlangsamt und der Tod, im Vergleich zu
Kontrolltieren, spiter eintritt (Davidson et al., 2009; Liu et al., 2008; Vite et al., 2015). HPBCDs
physikochemischen Eigenschaften und seine diirftige Pharmakokinetik behindern die notwendige
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke immens (Kulkarni et al., 2018). Die Therapie sollte daher,
neben hochdosierten Infusionen, auch {iiber intrathekale Injektionen, die eine ZNS-Wirksamkeit
ermdglichen, erfolgen. Sowohl Infusionen als auch intrathekalen Injektionen miissen, aufgrund des
rapiden Abbaus und der ziigigen Ausscheidung von HPBCD, mehrmals die Woche erfolgen (Helquist
et al., 2013). Wiahrend einer offenen Phase-1-2a-Studie (September 2013 - Januar 2015) im National
Institutes of Health (NIH, Bethesda, MD, USA) erhielten NPC1-Patienten mit neurologischer
Manifestation monatliche intrathekale HPBCD-Injektionen. Auch hier konnte, bei akzeptablem
Sicherheitsprofil, eine verlangsamte Krankheitsprogression beobachtet werden. Ergebnisse wie diese
unterstiitzen die Einleitung weiterer kontrollierter, randomisierter und multinationaler Studien zur
intrathekalen HPBCD Applikation (Ory et al., 2017). Als signifikante unerwiinschte Nebenwirkung
von HPBCD ist dessen Ototoxizitdt zu nennen (Davidson et al., 2016). In diversen NPC Maus- und
Katzenmodellen wurde ein zunehmender Horverlust unter einer HPBCD-Therapie beobachtet. Dieser
ist vor allem auf eine Destruktion der duBleren und inneren Haarzellen zuriickzufiihren (Crumling et
al., 2012; Davidson et al., 2016; Ward et al., 2010). Da HPBCD hauptséchlich iiber den Urin
ausgeschieden wird und bei diversen Otoxinen eine Verkniipfung zwischen Innenohr- und
Nierenpathologien beschrieben sind, stellt die renale Toxizitét eine weitere potentielle Nebenwirkung
dar (Crumling et al., 2017). Aus diesem Grund sind, wéhrend einer HPBCD-Therapie, sdmtliche

Nierenparameter engmaschig zu kontrollieren. Der therapeutische Gebrauch von HPBCD wird, trotz
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vielversprechender Ergebnisse, durch die intrathekale Applikation, der notwendigen hohen Dosen und
der Ototoxizitét begrenzt (Kulkarni et al., 2018). Das schlechte pharmakokinetische Profil von HPBCD
lieB den Versuch wagen, mittels eines B-Cylcodextrin-basierten Prodrug (ORX-301), therapeutische
Einschrankungen zu {iberwinden (Kulkarni et al., 2018). ORX-301 zeigt im Vergleich zu HPBCD eine
verbesserte Bioverteilung und Pharmakokinetik und wirkt bei verringerten Dosen effizienter. Es
verldngert bei einer fiinffach niedrigeren Dosis die mittlere Lebenszeit der NPC-Méuse gleichwertig
zum herkdmmlichen HPBCD (Kulkarni et al., 2018). Des Weiteren ist es ORX-301 moglich, die Blut-
Hirn-Schranke zu passieren, sodass die Haupteinschrinkungen der gegenwirtig verfiigbaren HPBCD
Therapie mit der ORX-301-Alternative umgangen werden konnen. Das B-Cyclodextrin-basierte
Prodrug ORX-301 stellt damit ein potentielles Therapeutikum zur Behandlung des NPC dar (Kulkarni
et al., 2018). In anderen jiingsten Forschungsarbeiten wurde HPBCD kombiniert mit einem
hirnspezifischen vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF, vascular endothelial growth
factor ) verabreicht und liel einen signifikanten synergistischen Effekt beobachten (Jeong et al., 2019).
Kombinations-behandelte (HPBCD und VEGF) Méuse zeigen im Vergleich zu unbehandelten und
HPBCD-monotherapierten NPC-Miausen eine verbesserte Pathophysiologie. Neben reduzierter
abnormaler  Lipidakkumulation = und  verminderter = Neuroinflammation  konnten  die
kombinationsbehandelten Maiuse ldnger ihr Korpergewicht und ihre Motorfunktion beibehalten.
VEGFs scheinen die Effekte vom HPBCD zu verstiarken und stellen, in Kombination mit HPBCD, eine
vielversprechende Therapie des NPC dar (Jeong et al.,, 2019). Aufgrund der aussichtsreichen
praklinischen und klinischen Daten der bereits erwéhnten Phase 1-2a-Studie (Ory et al., 2017) wurde
das Programm , Therapeutics for Rare and Neglected Diseases—(TRND) von dem Unternehmen
»Vtesse Rare Disease Company—Ilizensiert. Es erhielt von der amerikanischen ,,Food and Drug
Administration—(FDA) die ,,Breakthrough Therapy Designation—(National Center of Advancing
Translational Sciences, National Institutes of Health, 2020). Eine Deklaration fiir Medikamente, die
ernste oder lebensbedrohliche Erkrankungen behandeln und deren klinische Studien signifikante
Verbesserungen im Krankheitsverlauf zeigen (U.S. Food and Drug Administration, 2020).
Gegenwirtig wird HPBCD in einer multinationalen klinischen Phase-2b-3-Studie getestet, die von
,»Vtesse Pharmaceuticals—finanziert wird. Ergebnisse sind bisher nicht verdffentlicht (National Center

of Advancing Translational Sciences, National Institutes of Health, 2020).

1.2.4 Kombinationstherapie

Die Kombinationstherapie aus Miglustat, HPBCD und Allopregnanolon steht gegenwartig im Fokus
verschiedener Studien und lieB im letzten Jahrzehnt einen positiven Benefit auf den
Krankheitsverlauf von NPC1-Méusen beobachten (Hovakimyan et al., 2013; Maass et al., 2015;
Meyer et al., 2017; NeBlauer et al., 2019; Pineda & Perez-Poyato, 2013; Schlegel et al., 2016; Witt et
al., 2018). Unter Kombinationstherapie waren verbesserte Motorfunktionen, reduzierte intrazellulére

Fettspeicherungen, ein verminderter Purkinjezellverlust und verlingerte Uberlebenszeiten therapierter
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NPC1”" Miuse nachweisbar (Briuer et al., 2019). Mithilfe diverser Standarverhaltenstests (Elevated
Plus Maze, Accelerod Test, Open-Field und Water-Maze-Test) untersuchte man Bewegungsaktivitit,
rdumliches Denken und Gedéchtnisleistungen unbehandelter, placebo-behandelter und
kombinatonsbehandelter NPC1-Méuse(Hovakimyan et al., 2013a; Schlegel, 2016; Schlegel, 2017).
Wihrend die Kontrolltiere in allen absolvierten Motorik-Tests schwicher abschnitten und der Water-
Maze-Test eine Verschlechterung der Gedéchtnisleistung beobachten lieB, zeigte sich bei den
kombinationsbehandelten Méusen eine positiv beeinflusste Motorfunktion. Das rdumliche Denken und
die Gedichtnisfunktion blieben unbeeinflusst (Hovakimyan et al., 2013a). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen unterstiitzen die Ergebnisse der Verhaltenstestung und zeigen, dass cerebelldre Purkinje-
Zellen unter der Kombinationstherapie reduzierte Akkumulationen aufweisen (Hovakimyan et al.,
2013a). Weitere Arbeiten weisen aullerdem nach, dass sich sowohl der Fettmetabolismus als auch die
Milzmorphologie unter der Kombinationsbehandlung normalisiert (NeBlauer et al., 2019). Dariiber
hinaus ldsst sich im Allgemeinen eine verspitete Manifestation klinischer Symptome und eine
signifikante Verldngerung der Lebenserwartung beobachten (Maass et al., 2015). Man nimmt an, dass
verschiedene Hirnareale unterschiedlich auf die Behandlung ansprechen, was einerseits die
verbesserte Motorfunktion und andererseits die unbeeinflusste Kognition der therapierten NPC1-
Maiuse erkldren konnte und zugleich Teil dieser Arbeit sein soll (Hovakimyan et al., 2013a).
Nebenwirkungen  der  Kombinationstherapie  sind  weitestgehend  unbekannt.  Andere
Forschungsarbeiten lieBen allerdings bei kombinationstherapierten Wildtyp-Mausen verringerte
Korper- und Hirngewichte beobachten. Auch Miglustat-monotherapierte NPC1”*-Mause zeigten bei
unveridndertem Korpergewicht ein reduziertes Hirnvolumen(Schlegel et al., 2016). Verantwortlich
konnte eine durch Miglustat gehemmte Glucosylceramid-Synthese sein, die eine verminderte

Fettspeicherung und Membranbiosynthese bedingt (Treiber et al., 2007).

1.2.5 weitere Therapien

Gegenwirtig werden eine Vielzahl weiterer Behandlungsmethoden des Morbus Niemann Pick Typ C
untersucht. Eine Erfolg versprechende Therapie ist die Hemmung der Histone-Deacetylasen (HDACsS).
Diese Enzyme regulieren den Zellzyklus und die Transkription genetischer Informationen (Gregoretti
et al., 2004). Studien zeigen, dass HDAC-Inhibitoren (HDACi) die Cholesterolaufnahme und -abgabe
durch Modifikationen von Schliisselgenen der Cholesterolsynthese beeinflussen und erhdhte
Cholesterolspiegel in neuronalen Zellen senken (Bardai et al., 2012; Nunes et al., 2013). Des Weiteren
konnte nachgewiesen werden, dass Dbereits zugelassene HDACis zu einer reduzierten
Cholesterolakkumulation in Lysosomen und Endosomen fiihren. Zu beobachten war auBlerdem ein
erhohter NPCI1-Protein-Spiegel, wodurch sich HDACis insbesondere zur Therapie von
NPC-Patienten, die noch eine Restaktivitit des NPC1-Proteins aufweisen, eignen (Helquist et al.,
2013; Pipalia et al.,, 2011; Vance & Karten, 2014). Da herkommliche HDACis nicht in der

Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden, haben sie einen begrenzten Wert in der Behandlung
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neurologischer Erkrankungen. Dieser Umstand war Anreiz fiir die Entwicklung des Préiparats
,» Vorinostat—Handelsname in den USA: Zolinza). Ein neuartiger, ZNS-géngiger HDAC-Inhibitor, der
bei NPC-Miusen eine verbesserte Hirnfunktion und verlingertes Uberleben beobachten lisst und
damit fiir eine Behandlung des Morbus Niemann Pick Typ C oder anderen neurologischen
Erkrankungen in Frage kommt (Alam et al., 2016). Als weiteres Therapie-Target ist die
Wiederherstellung eines physiologischen Calcium-Haushalts zu nennen. Wie bereits erwiahnt, stellen
Sphingosin-Ablagerungerung einem initiierenden Faktor der NPC1-Pathogense dar und bedingen eine
gestorte Calcium-Homdostase. Diese wiederum zieht weitere, sekundére Sphingosin- und Cholesterol-
Akkumulationen nach sich. Studien zeigen, dass Curcumin den zytosolischen Calciumspiegel erhoht,
die Homdostase wiederherstellt und das Uberleben der damit behandelten NPC1-Méuse, im Vergleich
zu Kontrolltieren, verldngert (Lloyd-Evans et al., 2008). Jiingste Arbeiten evaluieren auch den Effekt
einer Gen-Therapie am NPC-Mausmodell. Fiir diese wurde ein AAV9-Vektor (adeno-associated-
virus-serotype 9), der das NPCI1-Gen transportiert, verwendet. Beobachtet wurden ein verspétetes
Einsetzen der Gewichtsabnahme, mildere MotorikeinbuBen und verlingerte Uberlebenszeiten. Ebenso
erwiesen sich die Cholesterolakkumulation und der Purkinjezellverlust als regredient (Chandler et al.,
2017). Zusitzlich wurde die AAV9-vermittelte Gentherapie mit einer Miglustat-Therapie verglichen.
Auch bei niedrigen Dosen zeigt die AAV9-Behandlung einen positiven krankheitsmodifizierenden
Effekt, mit dem Vorteil, dass die bekannten Nebenwirkungen einer Miglustat Therapie ausbleiben
(Hughes et al., 2018). Weitere Forschungsarbeiten zur NPC-Therapie zeigen, dass sowohl
NPC1-Fibroblasten als auch Hirngewebe und neuronale Stammzellen von NPCI1-Patienten erhohte
RIP1- und RIP3-Kinase Expressionen (RIP = rezeptor-interacting-protein) aufweisen. Bei diesen
Kinasen handelt es sich um enzymatisch aktive Schliisselkomponenten der Nekroptose, die wesentlich
am Prozess des neuronalen Zellverlustes beteiligt sind (Cougnoux et al., 2016; Degterev et al., 2008).
Dazugehorige Studiendaten suggerieren einen positiven Zusammenhang zwischen dem Ausmal der
Kinase-Expression und der Schwere der Erkrankung. Die medikamentdse Inhibition der RIP1-Kinase
mittels des allosterischen Hemmers, Necrostatin-1, reduziert sowohl in vitro als auch in vivo den
Zelltod und fiihrte zu einem verspéteten Progress der neurologischen Symptome (Cougnoux et al.,
2016). Dariiber hinaus zeigen sich bei den behandelten NPC-Mdiusen, im Vergleich zu den
Kontrolltieren, ein verzogerter Purkinjzellverlust und ein verlingertes Uberleben. Damit stellen auch
die RIP-Kinase-Hemmer eine weitere Therapiealternative des NPC dar (Cougnoux et al., 2016).
Andere naheliegende Therapiestrategien mittels lipidsenkender Medikamente, cholesterinarmer
Diitpléne, Stammzell- oder Lebertransplantationen erwiesen sich hinsichtlich einer Verbesserung der

neuronalen Funktion als wirkungslos (Vanier, 2010).
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1.3 Tiermodell und bisherige Erkenntnisse zur Neuropathologie

In der heutigen Zeit werden Tiermodelle héufig genutzt, um die molekulare Pathogenese menschlicher
Erkrankungen zu erforschen, Therapiestrategien entwickeln zu kdnnen und deren Nebenwirkungen
aufzuzeigen (BMBF, 2020). In der préklinischen Forschung wird die Maus besonders gerne
eingesetzt. Als Versuchstier besitzt sie diverse Vorteile wie beispielsweise eine kostengiinstige und
einfache Haltung bei gleichzeitig geringer genetischer Variabilitit in den Versuchsgruppen, die auf
eine Vielzahl an Inzuchtstimmen zuriickzufiihren ist (GIT Laborportal, 2020). Aufgrund der niedrigen
Inzidenz und Privalenz des Morbus Niemann-Pick, sind humane Gewebeproben dullerst selten und
damit auch die Untersuchungsmoglichkeiten stark beschrinkt. Um dennoch pathologische
Veridnderungen des NPC und eventuelle Effekte durchgefiihrter Therapien darstellen zu koénnen,
wurde in dieser Arbeit das Mausmodell BALB/c verwendet. Es zeigt viele Parallelen zum klinischen
Verlauf der frithen infantilen Form des humanen Morbus Niemann-Pick Typ C und wird sehr haufig
fiir NPC-Studien verwendet (Maue et al., 2012). Das Mausmodell BALB/c besitzt das Niemann-Pick
Typ C1 NIH Allel, dessen Phéanotyp sich nur bei Homozygotie vollstindig ausprédgt (Pentchev et al.,
1980). Durch eine Spontanmutation mit Insertion einer Retroposon-dhnelnden Sequenz im NPC1-Gen
und resultierender Frameshiftmutation mit einem Stop-Codon, kommt es zum Abbruch der Kodierung
und einem Funktionsverlust des NPC1-Proteins (Carstea et al., 1997). Im Tiermodell zeigt sich eine
reduzierte Sphingomyelinase- und Glucocerebrosidase-Aktivitét, der, entsprechend des Phéanotyps von
NPC-Erkrankten, eine Akkumulation von Glucocerebrosiden und Sphingomyelin folgt. Dariiber
hinaus kénnen beim BALB/c Mausmodell auch, die fiir den NPC typischen, Cholesterolablagerungen
und ein massiv progressiver Purkinjezellverlust beobachtet werden (Li et al., 2005; Morris, 1982;
Pentchev et al, 1980). Im NPC-Mausmodell zeigt sich die typische intrazelluldre
Gangliosidspeicherung hauptsidchlich in den grofen Pyramidenzellen, in den Purkinjezellen des
Cerebellum, in Neuronen des lateralen Thalamus, im Hippocampus und im Hirnstamm (German et
al., 2001; Zervas et al., 2001). In den ersten zwei Lebenswochen kann, abgesehen von axonalen
Abnormalititen im Corpus Callosum, keine neuronale Degeneration beobachtet werden (German et
al., 2001; Ong et al., 2001; Yamada et al., 2001). Ab der vierten Lebenswoche zeigen Thalamus,
Striatum, Cerebellum und Substantia nigra axonale Degenerationen. Einige NPC1-Méuse werden
zwischen der fiinften und siebten Lebenswoche ataktisch und verlieren ihr Korpergewicht (German et
al., 2001; Ong et al., 2001). Ab der zehnten Woche weisen auch der Globus Pallidus, der ventrale
laterale Thalamus, das mediale Corpus geniculatum und die tiefen Kleinhirnkerne neuronale
Degenerationen auf. Ab der zehnten Woche ist das gesamte Gehirn betroffen und nahezu alle Purkinje
Zellen degeneriert (Baudry et al., 2003). Der grofite Purkinjezellverlust kann im Cerebellum
beobachtet werden. Hier zeigen sich in der elften Lebenswoche eine 96%-ige Zellzahlverminderung
(German et al., 2001). Eine andere quantitative Studie weist sogar einen Verlust von fast 100% in der
zehnten Lebenswoche nach (Tanaka et al., 1988). Darliber hinaus kann eine signifikante

Volumenreduktion der Kleinhirnhemisphéren von 29% beobachtet werden (German et al., 2001). Im
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Hirnstamm zeigt sich der Verlust dopaminerger Neurone und eine Astrogliose in der Substantia nigra
(Luan et al.,, 2008). Auch die Linge der Medulla oblongata nimmt bei erkrankten Miusen im
Vergleich zu Thren Kontrolltieren ab (Luan et al., 2008). Der zerebrale Kortex hingegen zeigt nur
leichte bis moderate Degenerationserscheinungen. Lediglich der prifrontale Kortex ldsst eine
signifikante Neuronenreduktion von 28% und eine Volumenreduktion von 19% beobachten (German
et al.,, 2001a; German et al., 2001b). Im Tiermodell weisen die erkrankten Maiuse degenerativ
verdnderte Myelinscheiden auf (Lope-Piedrafita et al., 2008) und unterstiitzen damit die Idee, dass
NPCl1-Defekte eine abnormale Myelinbildung bedingen und sekundér zur Demyelinisierung fiihren
(German et al., 2002). Die BALB/c-Méuse entwickeln zwischen dem 30. und 35. Lebenstag einen
Tremor der Hinterbeine, dem, 4 bis 6 Wochen nach dem Abstillen, zuckende Bewegungen und ein
schwankender Gang folgen. Das Gewicht der erkrankten Zuchttiere liegt stets unter dem der nicht
betroffenen Wurfgeschwister. Das vorzeitige Ableben tritt in der Regel zwischen dem 80. und 120.
Lebenstag ein (Motris, 1982). Wiahrend BALB/c in seinem Verlauf eher der schweren infantilen Form
des Morbus Niemann Pick Typ C dhnelt, gleicht der Phinotyp eines anderen etablierten Mausmodells,
C57BL/6] NPC1™"% der spiten Form des NPC. Bei diesem Modell bedingt eine Punktmutation den
Austausch der Aminosdure Aspartat durch Glycin (Asp1005Gly) im NPC1-Gen. Sie entspricht der
Stelle, auf der ungefihr ein Drittel der identifizierten humanen Mutationen lokalisiert sind und
befindet sich im grofen, cysteinreichen loop des NPC1-Proteins (Maue et al., 2012; Park et al., 2003).
Der spiit einsetzenden Form entsprechend, zeigen die C57BL/6] NPC1"™"% Mause ein NPC #hnliches
Lipidprofil mit gleichzeitig weniger drastischem Purkinjezellverlust und reduzierter
Gewichtsabnahme. Da die spit einsetzende Form des humanen NPC deutlich héufiger als die frithe
infantile Form auftritt, ist auch dieses Mausmodell von besonderer Bedeutung fiir die
Forschung (Maue et al, 2012). Andere in der Literatur beschriebene Tiermodelle
sind das C57BL/KsJ-NPC1**"-Mausmodell, mit einer nicht ndher bekannten und zu
NPC1 fiihrenden Spontanmutation (Miyawaki et al. 1982; Sakiyama et al. 1982)
und das relativ hdufig verwendete Katzenmodell (Somers et al., 2003; Vite et al.,, 2015).
Aufgrund der hiufig beobachteten kognitiven Einbulen NPC1-erkrankter Patienten und -Tiere, befasst
sich diese Arbeit mit den mutationsbedingten Verdnderungen der Subregionen des Hippocampus, der
Area entorhinalis und des piriformen Kortex. Im Folgenden soll ein Uberblick zur Anatomie,

Zytoarchitektur und Geschichte gegeben werden.

1.4 Geschichte des Hippocampus
Der Hippocampus wurde zum ersten Mal von Julius Caesar Arantius im Jahre 1587 in seinem Werk

,De Humano Foetu Liber—beschrieben (Bir et al., 2015). Er verglich die Vorwdlbung am Boden

des Seitenventrikels mit einem Seepferdchen und verlieh ihr letztlich den Namen Hippocampus, eine

Bezeichnung, die sich aus den griechischen Wortern ,hippos— fiir Pferd und ,kampos—

fiir ,,Seemonster— zusammensetzt. Andere Gelehrte wie J.G. Duvernoy schlugen im Jahre

1729 stattdessen ,,weille Seidenraupe—Lewis, 1923) oder Winslow (1732) ,,Widderhorn" (Duvernoy,
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2005) vor. Waihrend die erste Periode der Begriffsfindung hauptsidchlich auf dem
intraventrikuldren Erscheinungsbild des Hippocampus basierte, war die zweite Periode durch eine
tiberméBige Metaphorik der Anatomen charakterisiert. Der Hippocampus wurde nun mit Symbolen
der Mythologie verglichen. Das Widderhorn wurde beispielsweise von De Garenget (1742) zum
,,Cornu Ammonis— umbenannt, dem Agyptischen Gott Ammon (Lewis, 1923). Eine Begrifflichkeit,
die auch heute noch in Gebrauch ist. Auch die Bezeichnung ,,Pes Hippocampi—Pes: lateinisch fiir
FuB) stammt aus dieser Zeit und ist wahrscheinlich auf Ahnlichkeiten zwischen dem mythischen Tier,
das Poseidons Streitwagen {iber das Meer zog, und einem Seepferdchen zuriickzufiihren. Wahrend der
vordere Part des Tieres einem zweifiifigen Pferd glich, war der hintere Teil wie ein Fisch geformt. In
dieser Darstellung wurden die Fiile des mythischen Tieres mit den, dem Hippocampus direkt
anliegenden, Seitenventrikeln verglichen (Duvernoy, 2005). Heutzutage werden die Bezeichnungen
»Cornu Ammonis—und ,,Pes Hippocampi—oft als Synonyme genutzt (Kopsch & Rauber, 1922).
Obwohl letzteres auch manchmal fiir das anteriore verbreiterte Ende des Hippocampus verwendet wird
(Williams, 1995). Die gegenwirtige und geldufigste Terminologie des ,,Hippocampus—beschreibt die

gesamte Vorwolbung am Boden des Seitenventrikelunterhorns (Duvernoy, 2005).

1.5 Anatomie des Hippocampus
Der Hippocampus besteht aus dem Ammonshorn und dem Gyrus dentatus, die als gemeinsame

Struktur an der Medialwand des Seitenventrikelunterhorns im Temporallapen liegen (Trepel, 2017).

Gemeinsam mit dem medial davon liegenenden Gyrus parahippocampalis, der die Area entorhinalis

und das Subiculum beinhaltet, bilden sie die

Septum pellucidum Indusium griseum Gyrus cinguli

Hippocampusformation, die einen wichtigen

Lol Bestandteil des limbischen Systems darstellt

(Schiinke et al., 2015; Trepel, 2017). Das
rostrale Endstiick des Hippocampus wird
vom tatzendhnlich aufgeweiteten Pes

Bulbus Hippocampi gebildet. Dieser zieht aufgrund

olfactorius iolari . . .
fasciolaris| - qer  embryonalen ~ Hemisphirenrotation

Corpus
amygdaloideum

Gyrus dentatus
Hippocampus bogenformig zum kaudalen Ende des Corpus

Uncus . . .
Gyrus parahippocampalis Callosum und setzt sich in die Faserstruktur

Abbildung 6: Anatomie des Hippocampus des Fornix fort (Trepel, 2017). Der Fornix

CM — Corpora mamillare, TMT — Tractus mamillothalamicus, NAT zieht zwischen dem III. Ventrikel und dem
— Nucleus anterior des Thalamus, modifiziert nach Earthlab 2020, ~ Corpus Callosum nach rostral und endet in
Quelle: htips://www.earthslab.com/anatomy/limbic-system/ den Corpora mammilaria, dem kaudalen
Teil des Hypothalamus (Swaab, 2003; Trepel, 2017). Der Hippocampus setzt sich als Indusium
griseum, einem diinnen Streifen grauer Substanz kranial des Corpus callosum, fort

(Abbildung 6) (Trepel, 2017).

19



1.6 Zytoarchitektur und Verbindungen des Hippocampus
Der Hippocampus ist gegeniiber dem Isocortex eine phylogenetisch é&ltere Struktur. Er liegt

entwicklungsgeschichtlich bedingt als dreischichtiger Allocortex vor und wird dem sechsschichtigen

Isocortex haufig gegeniibergestellt (Schiinke et al., 2015; Trepel, 2017). Der eigentliche Hippocampus,

1 das Cornu Ammonis, ldsst sich in drei
Hauptschichten unterteilen: in das Stratum oriens
mit basalen Dendriten der Pyramidenzellen und
Interneuronen, in das  Stratum pyramidale,
bestehend aus Pyramidenzellkdrpern und
letztlich das  Stratum radiatum-lacunosum-
moleculare mit apikalen Dendriten  der
Pyramidenzellen und afferenten Fasern (Zilles,

2010). Anhand der unterschiedlichen GroBe und

Dichte der Pyramidenzellen im  Stratum
Abbildung 7: Zytoarchitektur Hippocampus

.. ramidale, 14sst sich das Cornu Ammonis in die
A: Zytoarchitektur Hippocampus im Uberlick, B: dicht py ’

gepackte Pyramidenzellen in CAl, C: locker gepackte Regionen CA 1 — 3 unterteilen. In der
Pyramidenzellen in CA3, D: kleine Kormerzellen im Gyrus ~ VOrliegenden Arbeit wurden CA2 und CA3, aus

Dentatus, modifiziert nach Allen Mouse Atlas 2020 uibersichtlichen Griinden und keinen wesentlichen

Quelle: https://atlas.brain-map.org funktionellen Unterschieden, zu einem Areal

zusammengefasst (Schiinke et al., 2015; Trepel,

Soairergthe ( \/ 2017). Im Gyrus dentatus, auch Fascia dentata

N . . I .
: enannt, liegen hingegen hauptsichlich kleinere
Y WM g g geg p
- ——— kornerzellartige Neurone (Abbildung 7) vor und
/
N : .
r‘F entorhinaler | bilden das Stratum granulosum (Schiinke et al.,
Moosfaser Perforans- Kortex

fazer 2015; Zilles, 2010). Die wichtigste afferente

Bahn des Hippocampus wird durch den
Abbildung 8: Erregender Neuronenkreis im Hippocampus .
Tractus perforans (Perforansfasern) gebildet

(Abbildung8), in dem Pyramidenzellen der Area

Quelle: http://physiologie.cc/Hippocamp_F.jpg (modifiziert)

entorhinalis auf die Kornerzellen im Gyrus dentatus projizieren (Schiinke et al., 2015; Trepel, 2017;
Zilles, 2010). Die Area entorhinalis wiederum erhilt ihre Afferenzen aus unzéhligen Hirnregionen und
stellt damit das Tor zum Hippocampus dar (Schiinke et al., 2015). Die Komerzellen im Gyrus
Dentatus projizieren mit ihren Axonen, den Moosfasern, auf die Pyramidenzellen der Region CA3
(Trepel, 2017). Die Pyramidenzellen des Cornu Ammonis (CA1-CA3) projzieren als efferentes
System des Hippocampus iiber den Alveus und die Fimbria hippocampi in den Fornix zu septalen
Kernen oder den Corpora mammillaria und bilden so einen Teil des Papez-Neuronenkreises (Schiinke
et al., 2015; Trepel, 2017). Der Papez-Neuronenkreis, benannt nach seinem Erstbeschreiber Papez

(1937), verkniipft Kerngebiete des limbischen Systems wie Hippocampus, Corpora mammillare,
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Thalamus und Gyrus cinguli miteinander (Schiinke et al., 2015). Er trdgt damit entscheidend zur
Inhaltsiiberfithrung vom Kurzzeit- in das Langzeitgedichnis bei (Trepel, 2017). Pyramidenzellen aus
CA3 stehen iiber sogenannte Schaffer-Kollateralen mit CA1 in Verbindung (4bbildung8), das letztlich
zuriick zum Subiculum und dem entorhinalen Kortex projiziert. Die beschriebenen zirkulierenden
Impulse sind essenziell fiir die Gedéchtnisbildung und Lernprozesse bei Mensch und Tier

(Trepel, 2017).

1.7 Das limbische System und die Funktionsweise definierter kortikaler Strukturen
Obwohl die spezifischen Funktionen des limbischen Systems, der Area entorhinalis oder des

piriformen Kortex im Fokus diverser Forschungsarbeiten stehen, sind sie noch immer zu groBen
Teilen unverstanden. Einen Uberblick zu ihrer vermuteten Funktionsweise und ihren Aufgaben im

zentralen Nervensystem, soll der folgende Abschnitt geben.

1.7.1 Cornu Ammonis Region 1

Die CAl-Region erhilt ihre Afferenzen hauptséchlich iiber Schaffer‘sche-Kollateralen von CA3 und
tiber reziproke Projektionen vom Subiculum. Man nimmt an, dass CAl entscheidend fiir das
Wiedererleben detaillierter episodischer Erinnerungen und dem Abruf des autobiographischen
Gedéachtnisses ist (Bartsch et al. 2011). Des Weiteren wird vermutet, dass die CAl-Region eine
wesentliche Rolle bei der rdumlichen Orientierung und der Fahigkeit, die Umgebung als
kartendhnliche Darstellung zu lernen, spielt (Suthana et al., 2009). Das rdumliche Denken scheint
wesentlich von sogenannten ,,place—Zellen in CAl abhéngig zu sein (Lee, Yoganarasimha et al.,

2004).

1.7.2 Cornu Ammonis Region 3

CA3 scheint eine wichtige Rolle beim Codieren von neuen rdumlichen Informationen zu besitzen
(Stupien et al., 2003). Die Verarbeitung erfolgt innerhalb des Kurzzeitgedichtnis mit einer Dauer von
Sekunden bis Minuten (Kesner, 2007). Eine der Haupteigenschaften von CA3 ist sein autoassoziatives
Netzwerk. Hier sind CA3-Neurone untereinander und {iiber riickldufige Kollateralverbindungen
verbunden. Die Neurone von CA3 stellen dabei verschiedene Komponenten einer Erinnerung dar
(Gilbert et al., 2009; Ishizuka et al., 1990). CA3 erhilt seine Afferenzen hauptsichlich vom Gyrus
dentatus und sendet gleichermalien reziproke Projektionen. Forschungsarbeiten dazu zeigen, dass CA3

die Neurogenese des Gyrus dentatus regulieren kann (Liu et al., 2011).

1.7.3 Gyrus dentatus

Der Gyrus dentatus erhilt als erste Instanz der Hippocampusformation Afferenzen des entorhinalen
Kortex und tridgt damit wesentlich zur Informationsverarbeitung und der Bildung des episodischen
Gedéchtnisses bei. Dariiber hinaus ist er, nach aktuellem Stand der Wissenschaft, der einzige Ort, an
dem auch im adulten Gehirn eine Neurogenese stattfindet (Anacker et al., 2017; Pineda et al., 2019;

Sahay et al., 2007). Im Bereich zwischen dem Stratum granulare und dem Hilus des Gyrus Dentatus
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liegen neuronale Stammzellen, die durch mitotische Teilung neuronale Vorlduferzellen bilden konnen
(Anacker et al., 2017; Bischofberger et al., 2006). Des Weiteren sollen pathologische Verdnderungen
im Bereich seines Kornerzellbandes an der Entstehung einer Temporallappenepilepsie beteiligt sein.
Ein Zusammenhang, der die Bedeutung eines intakten Gyrus dentatus verdeutlicht (Marucci et al.

2010; Pallud et al., 2011).

1.7.4 Subiculum, Pri — und Parasubiculum

Das Subiculum verbindet den Hippocampus mit dem Gyrus parahippocampalis und erhéilt seine
Afferenzen von CAl-Neuronen. Efferenzen bestehen zum Cortex praefrontalis, der Amygdala und
dem Hypothalamus (Amaral et al., 2007; Duvernoy, 2005). Das Pri- und das Parasubiculum bilden die
Ubergangszone vom Hippocampus zum entorhinalen Cortex. Die Funktion des Subiculums innerhalb
der Hippocampusformation ist noch weitestgehend unerforscht. Studien zu diesem Hirnareal
untersuchen seine neurophysiologischen und anatomischen Gegebenheiten und lassen vermuten, dass
es der Amplifizierung des hippocampalen Outputs dient (O’Mara, 2006). Es konnte gezeigt werden,
dass es eine funktionelle Trennung zwischen dem ventralen und dorsalen Teil des Subiculums zu
geben scheint. Wahrend der ventrale Part eine regulierende Rolle bei der Hemmung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse und der Aktivierung des dopaminergen Systems zu
haben scheint, ist der dorsale Teil fiir die Informationsverarbeitung von rdumlichen Einfliissen
zustindig (Cooper et al., 2006; Mueller et al., 2004; O’Mara, 2006). Die Funktion des Pri- und
Parasubiculums (PS) konnte bisher nicht vollstindig geklédrt werden und wird hiufig dem dorsalen
Part des Subiculums gleichgesetzt. Beide Areale scheinen ebenfalls an der Verarbeitung rdumlicher
Eindriicke beteiligt zu sein. Forschungsarbeiten zum PS beschreiben das Vorhandensein sogenannter
»grid—und ,,place-cells—-die in Abhingikeit ihrer Aktivitét in unterschiedlichen Gittermustern feuern

und so der Orientierung im Raum dienen (Boccara et al., 2010; Tang et al., 2016; Taube, 1995).

1.7.5 Piriformer Kortex

Der piriforme Kortex (PIRI) umschreibt, als Part des Rhinencephalons, das Rindenareal des Lobus
piriformis. Er besteht aus drei Schichten und gehort zum olfaktorischen System. Wéahrend die
oberflachliche Schicht aus Axonen der Mitral- und Biischelzellen des Bulbus olfactorius (BO) und des
ipsilateralen Nucleus olfactorius anterior (NOA) besteht, wird die mittlere Schicht von Zellkérpern der
Pyramiden- und multipolaren Zellen gebildet. Die darunterliegende dritte Schicht besteht aus
zahlreichen Assoziationsfasen anderer Hirnregionen und Pyramidenzellen (Vaughan & Jackson,
2014).Der PIRI erhilt seine Afferenzen iiber den BO und den NOA und sendet im Gegenzug
Efferenzen zur Area entorhinals, dem Kortex orbitofrontalis, der Amygdala und dem Hypothalamus
(Carmichael et al., 1994; Howard et al., 2009). Er besitzt eine wichtige Rolle bei der Diskriminierung
von Gertichen (Howard et al., 2009), der Bildung eines olfaktorischen Arbeitsgedéchtnisses (Zelano et
al., 2009) und der Weiterleitung von Informationen in andere Hirnareale (Nigri et al., 2013). Die

Aktivitit des PIRIs kann bei allen olfaktorischen Aufgaben nachgewiesen werden (Gottfried, 2010).
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Wihrend des Prozesses einer Geruchsidentifizierung, kdnnen auch Aktivititen im entorhinalen Kortex
und Hippocampus beobachtet werden. Es wird angenommen, dass die limbische Verarbeitung
olfaktorischer Stimuli zum Teil Emotionen und soziales Verhalten beeinflussen kann (Kjelvik et al.,
2012). Der PIRI kann, basierend auf der Dicke seiner dritten Zellschicht und dem aufliegenden
Tractus olfactorius lateralis, in einen anterioren und einen posterioren Abschnitt unterteilt werden
(Loscher et al., 1996). Wihrend der anteriore Part fiir die Codierung der molekularen
Zusammensetzung eines Geruchs zustindig ist, wird die Qualitdt der Eindriicke vom posterioren Part
bewertet (Royet et al., 2011). Der piriforme Kortex wird aufgrund seines hohen epileptogenen
Potentials und dem hiufigen Auftreten von olfaktorischen Auren, wihrend einer
Temporallappenepilepsie, mit der Entstehung von fokalen Epilepsien assoziiert. Eine Schidigung des
PIR kann dariiber hinaus, je nach Auspriagung, mit olfaktorischen Defiziten einhergehen (Li et al.,

2010; Vaughan et al., 2014; Wilson et al., 2015).

1.7.6 Area entorhinalis

Das Rindenfeld der Area entorhinalis (AE) liegt am medialen Rand der GroBhirnlappen im Gyrus
parahippocampalis und entspricht der Brodmann Area 28 (Area entorhinalis) und 34 (Area
entorhinalis dorsalis) (Van Hoesen & Pandya, 1975). Die AE verbindet den Neokortex mit dem
Hippocampus und sendet zahlreiche Afferenzen {liber Perforansfasern zum Gyrus dentatus, dem
Subiculum und allen weiteren Subfeldern des Hippocampus (Kerr et al., 2007; Van Cauter et al.,
2013). Die AE lésst sich anatomisch in zwei Subregionen unterteilen. Den medialen entorhinalen
Kortex (MEK) und den lateralen entorhinalen Kortex (LEK). Obwohl beide den gleichen intrinsischen
Aufbau besitzen, scheinen sie unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften und kortikale
Verbindungen zu haben (Van Cauter et al., 2013). Sowohl der MEK als auch der LEK verarbeiten
raumliche und nicht rdumliche Informationen. Dies scheint allerdings unabhéngig voneinander zu
passieren (Hargreaves et al., 2005). Weitere Forschungsarbeiten zur AE zeigen, dass der dorsokaudale
MEK (dMEK) eine topografisch organisierte neuronale Karte der rdumlichen Umgebung besitzt. Die
Schliisseleinheit stellt dabei die ,,Grid-Zelle—dar. Sie wird aktiviert, sobald sich Lebewesen im Raum
fortbewegen oder orientieren (Hafting et al., 2005). Ebenfalls konnte beobachtet werden, dass
sogenannte ,,Speed-Zellen—m MEK propriozeptive Informationen erhalten und die Geschwindigkeit
von Bewegungen, mittels ihrer Aktivitdt und Feuerraten, repriasentieren (Kropff et al., 2015). Dariiber
hinaus wird der beim Morbus Alzheimer zu beobachtende Zelluntergang der Area entorhinalis mit
auftretenden  Geddchtnistorungen assoziiert. Was wiederum die essenzielle Rolle des

entorhinalen Kortex fiir ein funktionierendes Gedachtnis verdeutlicht (Price et al., 2001).

1.8 Bedeutung des Hippocampus und Neuropathologische Verinderungen im

limbischen System bei NPC1
Basierend auf unzéhligen in der Literatur gefundenen Forschungsarbeiten, werden dem Hippocampus,

neben seiner herausragenden Rolle bei der Gedachtnisbildung, auch eine mogliche Beeinflussung des
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emotionalen Verhaltens, die Regulierung hypothalamischer Funktionen und einige Aspekte der
motorischen Kontrolle zugesagt (Amaral et al., 2007; Jacobson & Sapolsky, 1991; Trepel, 2017). Aus
diesem Netz wichtiger Aufgaben heraus, lasst sich schlussfolgern, dass ein unversehrter Hippocampus
essenziell fiir die Bewiéltigung alltdglichlicher Aufgaben, dem Neuerlernen von Fihigkeiten und der
aktiven Teilhabe am Gesellschaftsleben ist. Aufgrund seiner herausragenden Stellung im zentralen
Nervensystem, ist er damals wie heute Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten. Zahlreiche
neurodegenerative Krankheiten konnen zu Verdnderungen des limbischen Systems fiihren. Allen
voran steht die Demenz- und im engeren Sinne die Alzheimer-Erkrankung. Sie gehen in aller Regel
mit einer Atrophie des Hippocampus einher und werden teilweise auf Rezeptorverdnderungen und
Neuronenuntergidnge zuriickgefiihrt (Halliday, 2017; Kinnunen et al., 2018; Mann et al., 1985; Sze et
al., 1997; Trepel, 2017). Studien zeigten auch, dass schwere depressive Erkrankungen ein signifikant
reduziertes Hippocampusvolumen mit bis zu 35% verminderten Pyramiden- und Gliazellen in
samtlichen Arealen des Hippocampus hervorrufen konnen (Eriksson, 2012; Stockmeier et al., 2004;
Videbech & Ravnkilde, 2004). Auch die Entstehung einer Schizophrenie wird mit einer drastischen
Abnahme glutamaterger Neurone im Cornu Ammonis assoziiert (Falkai & Bogerts, 1986; Heckers &
Konradi, 2002; Trepel, 2017). Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, dass die
Temporallappenepilepsie haufig auf eine Sklerose des Hippocampus zuriickzufithren ist und
gleichzeitig mit einem groBen Nervenzellverlust einhergeht (Raymond et al., 1994; Riban et al., 2002;
Thom, 2014). Ein beidseitiger Hippocampusschaden, durch Durchblutungsstérungen oder eine
Herpesvirus-induzierte-Enzephalitis, kann zeitliche und ortliche Desorientierung zur Folge haben
(Trepel, 2017; Yoshikawa, 2010). Wéhrend altbekannte Dinge im Gedéichtnis gespeichert bleiben,
konnen neue Inhalte nicht linger als ein paar Minuten behalten werden, da die Uberfiihrung vom
Kurzzeit- in das Langzeitgedachnis gestort ist (Trepel, 2017). Lasionen des limbischen Systems
konnen sich demnach &duBlerst variabel présentieren. Die resultierende pathologische Klinik
verdeutlicht die essenzielle Rolle des limbischen Systems und des Hippocampus im engeren Sinne fiir
den Menschen. Physiologischerweise besteht der Hippocampus mit Ammonshorn, Gyrus dentatus und
Subiculum aus einem Geflecht vernetzter Pyramiden — und K&rnerzellen, die {iber Faserverbindungen
untereinander und mit diversen Hirnarealen in Kontakt stehen. Neuropathologische Verdnderungen,
des limbischen Systems, der Area entorhinals oder des pirirformen Kortex beim NPCI sind
weitestgehend unerforscht. In der Literatur sind einige wenige NPC1-Studien zu finden, die auch das
limbische System und im speziellen den Hippocampus untersuchen und entsprechende Ergebnisse
veroffentlicht haben. Beispielsweise beschiftigte sich die Gruppe um Walterfang et al. (2013) mit der
Volumenabnahme diverser subkortikaler Hirnstrukturen NPC-erkrankter Patienten. Das absolute
Volumen wurde anhand T1-gewichteten MR-Schnittbildern und dem ,,FMRIB Integrated Registration
and Segmentation Tool (FIRST) bestimmt und mit denen der Kontrollgruppe verglichen. Sowohl der
Hippocampus, Thalamus als auch das Striatum der NPC-Patienten zeigen im Vergleich zu ihren

geschlechtsgleichen Kontrollpatienten signifikante Volumenreduktionen. Dariiber hinaus kann
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beobachtet werden, dass das Volumen der linken Hippocampusseite mit dem NPC-Symptomscore
(Illness-Scale-Score) und der Kognition der NPC-Patienten korreliert. Wahrend der Hippocampus eine
Schliisselrolle beim deklarativen und episodischem Gedéchtnis spielt, ist der Thalamus essentiell fiir
die Informationsverabeitung. Beide sind iiber diverse Leitungsbahnen wie die Fornix und der Tractus
mammillothalamicus miteinander verbunden. Man vermutet, dass ihr neuronaler Zell- und
Volumenverlust Ursache fiir die neuropsychologischen Beeintrachtigungen des NPC sein konnten,
was unter anderem auch in dieser Arbeit untersucht werden soll (Walterfang et al., 2013). Ergebnisse
von Vertex Analysen der Studie zeigen auch eine signifikante Volumenabnahme der CA1-Region und
des Subiculums (Walterfang et al., 2013). Eine andere Forschungsarbeit der Gruppe um Ong et al.
(2001) zeigt am BALB/c-Mausmodell, dass die Subregion CAl zwischen dem 22. — und 30.
postnatalem Tag eine dichte Degeneration terminaler Pyramidenzellen im stratum oriens,- radiatum
und — lacunosum aufwies. Wahrend die Zellkdrper der Pyramiden- und Kornerzellen weitestgehend
intakt bleiben, lésst sich in der Molekularzellschicht des Gyrus dentatus ebenfalls ein schmales Band
degenerierter Terminalen beobachten. Im Stratum radiatum von CA2 kann nur ein sehr schmales Band
zuriickgebildeter Terminalen nachgewiesen werden. CA3 zeigt hingegen keine morphologischen
Verdnderungen. Der Nucleus basalis und das Septum weisen stark verkiimmerte
Pyramidenzellterminalen auf. Die Zellkorper fehlen fast vollstindig (Ong et al., 2001). Andere
Neuropathologische Studien an NPCl-erkrankten Patienten zeigen auch, dass es in Basalganglien,
Hirnstamm, Thalamus und Hippocampus zur Bildung neuofibrillirer Biindel kommt. Diese sind auch

bei der Alzheimer-Demenz zu finden (Love et al., 1995; Suzuki, 1997).

1.9 Fragestellung der Arbeit
Ziel dieser Arbeit ist es, die morphologischen Auswirkungen des Morbus Niemann-Pick Typ Cl1

(NPC1) auf das limbische System und das Korper- und Hirngewicht darzustellen. Die Untersuchungen
wurden anhand des BALB/c Mausmodells durchgefiihrt und im Vergleich zur Morphologie gesunder
Kontrolltiere betrachtet. Zu den subkortikalen Strukturen von Interesse gehdren CA1, CA3, der Gyrus
Dentatus, das Subiculum, Pra- und Parasubiculum, der piriforme Kortex und die Area entorhinalis. Es
wurden sowohl gesunde als auch erkrankte Versuchstiere mit einer Monotherapie aus
Miglustat (Miglu), einer Monotherapie aus 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (Cyclo) oder einer
Kombinationstherapie (Kombi) aus Miglustat, Allopregnanolon und HPBCD behandelt. Uberpriift
werden soll nun, ob die vorher definierten Areale subkortikaler Strukturen Volumenverdnderungen
aufweisen. Die stereologische Auswertung erfolgte anhand histologischer Schnittreihen der
Mausehirne:
1) Gibt es eine Auswirkung von NPC1 auf das Koérper- und Hirngewicht der erkrankten
Versuchstiere im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren?
2) Inwieweit beeinflussen die unterschiedlichen Therapieregime das Korper- und Hirngewicht
der erkrankten und gesunden Versuchstiere?

3) Beeinflusst das defiziente NPC1-Gen das Volumen limbischer Hirnstrukturen?
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4) Wie wirken sich Kombinationstherapie und beide Monotherapien auf das Volumen definierter
Areale des limbischen Systems erkrankter Mause aus?

5) Wie wirken sich Kombinationstherapie und beide Monotherapien auf das Volumen definierter
Areale des limbischen Systems gesunder Mause aus?

6) Wirken die Therapieregime unterschiedlich innerhalb der behandelten Versuchsgruppen?

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Miuse des Stammes BALB/c Nctr-Npcl™M/J wurden iiber das Jackson Laboratory
(600 Main Street, Bar Harbor, Maine 04609, USA) bezogen und im Institut fiir Anatomie der
Universitdt Rostock geziichtet. Die Paarung heterozygoter Tiere (NPCI™) ergab homozygote
Kontrolltypen (NPC1™"), homozygote erkrankte Tiere (NPC17") sowie heterozygote Tiere (NPC1™).
Die Miuse wurden unter Standardbedingen bei kiinstlichen 12-Stunden-Tag-und-Nacht-Rhythmus,
22°C £ 2°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60% im Tierstall des Instituts fiir Anatomie der Universitét
Rostock gehalten. Es bestand stets freier Zugang zum Trinkwasser und Standardfutter.
Die Genotypisierung erfolgte durch Mitarbeiter des Anatomie-Instituts der Universitdt Rostock bis
zum postnatalen Tag P7. Hierfiir wurden am 6. Postnatalen Tag 1-2 mm der Schwénze biopsiert und
im Albrecht-Kossel-Institut Rostock mittels PCR-Verfahren analysiert (s. Anhang: Genotypisierung).
Anhand der Ergebnisse erfolgte die Trennung und Einteilung der Mause in acht Gruppen (Tabelle 1):

+/+

11 scheinbehandelte Kontrolltiere (sham-treated control/ NPC1™"), neun scheinbehandelte erkrankte

Tiere (sham-treated mutant/NPC1”), sieben Cyclodextrin behandelte homozygot gesunde Tiere

++

(Cyclo-only treated control/ NPC1™"), sechs Cyclodextrin behandelte erkrankte Tiere (Cyclo-only
treated mutant/ NPC1 7/°), sechs kombinationsbehandelte homozygot gesunde Tiere (Kombi treated
control/ NPC17"), sechs kombinationsbehandelte erkrankte Tiere (Kombi-treated mutant/ NPC1 ™),
einer Miglustat behandelten homozygot gesunden Maus (Miglu only treated control/ NPC1"") und
vier Miglustat behandelten erkrankten Tiere (Miglu-only treated mutant/ NPC1 7). Die Tiere
verblieben bis P23 bei ihren Muttertieren und wurden von diesen gesdugt. Danach wurden die Miuse
in reine NPC” - und Kontrollgruppen eingeteilt und durch seperate Kifige vom Ehret Typ II (207 mm
x 140 mm x 265 mm) getrennt. Die Tiere erhielten im 24-Stunden-Intervall eine an ihren Bedarf
angepasste Nahrungsmenge in Form von zu Puderfutter gemixten Pallets (Ssniff, Soest, Deutschland).
In das Futter wurde ab Tag 23 sowohl fiir die Miglu-only- als auch fiir die Kombi-Mause das
Medikament Miglustat eingemischt (Ssniff, Soest, Deutschland). Alle Experimente wurden durch die
zustdndige Landesbehdre Mecklenburg-Vorpommerns genehmigt (Genehmigungs-ID: 7221.3-1.1-

030/12) und die Versuchsmause nach geltenden Richtlinien des Tierschutzrechts behandelt.
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Tabelle 1: Einteilung erkrankter und gesunder Versuchstiere in Gruppen

Genotyp  unbehandelt Cyclodextrin Kombi-Therapie Miglustat
Monotherapie (Miglustat/Allopregnanolon/Cyclodextrin) Monotherapie

NPCI"" n=11 n=7 n=6 n=1

NPCI” n=9 n=6 n=6 n=4

2.2 Pharmakologische Therapie
Im Rahmen der medikamentdsen Therapie erfolgte die Applikation von Cyclodextrin (HPBCD) und

Miglustat jeweils als Monotherapie sowie eine Substrat-Reduction- und By-Product-Replacement-

Kombinationstherapie aus Miglustat, Cyclodextrin und Allopregnanolon (Abbildung 7).

Kombinations- HPRCD- Miglustat-
therapie Monotherapie Monotherapie
PO PO PO
Geburt Geburt Geburt
P7 — P65 . P7-P65 )
wdchentliche Injektion mit wéchentliche Injektion mit
HPRCD/ALLO HPRCD
P10 -P23 P10 -P23
tagliche Injektion mit tagliche Injektion mit
Miglustat Miglustat
P23 - P65 P23 - P65
tgl. Aufnahme von tgl. Aufnahme von
Miglustat Gber Pelletfutter Miglustat Gber Pelletfutter
P65 P65 P65
schmerzfreie Totung der schmerzfreie Tétung der Schmerzfreie Totung der
Mause Mause Mause

Abbildung 7: Schema zur Pharmakologischen Therapie
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2.2.1 SRT/BPT-Kombinationstherapie

Bei der Kombinationstherapie erhielten die Tiere ab P7 wochentliche Injektionen mit Cyclodextrin
(HPBCD) (4000 mg/kg KG) und Allopregnanolon (25 mg/kg KG) bis zum Tod (P65). Zwischen P10
bis P23 bekamen die Mause tdglich Miglustat (300 mg/kg KG) intraperitoneal injiziert und nahmen
schlieBlich ab P23 tiglich Miglustat (1200 mg/kg KG) peroral {iber ihr Pelletfutter auf.

2.2.2 Cyclodextrin-Monotherapie
Tiere, die monotherapeutisch mit Cyclodextrin (HPBCD) behandelt wurden, erhielten ab P7 bis P65
wochentliche intraperitoneale Injektionen mit Cyclodextrin (4000 mg/kg KG).

2.2.3 Miglustat-Monotherapie
Die Mause erhielten zwischen P10 und P23 tigliche peritoneale Injektionen mit Miglustat (300mg/kg
KG). Ab P23 nahmen sie Miglustat peroal liber ihr Pelletfutter auf (1200 mg/kg KG).

2.2.4 Scheinbehandlung
Die scheinbehandelten (sham-treated) Tiere erhielten anstatt Arzneimittelapplikationen
intraperitoneale Injektionen mit 0,9% NaCl. Diese erfolgten gleichzeitig zu den Cyclodextrin,

Allopregnanolon bzw. den Miglustat-Injektionen der kombinationsbehandelten Méuse.

2.2.5 Verwendete Pharmaka

Allopregnanolon: CAS Nr.: 906-83-2 bezogen iiber Sigma Aldrich
Cyclodextrin: CAS Nr.: 128446-35-5 bezogen iiber Sigma Aldrich
Miglustat (intraperitoneal): ~ CAS-Nr.: 72599-27-0 bezogen iiber Actelion Pharmaceuticals
Miglustat (peroral): CAS Nr.: 72599-27-0 bezogen iiber Actelion Pharmaceuticals

2.3 Bestimmung des Korpergewichts der Versuchstiere
Am letzten Lebenstag erfolgte eine Gewichtsbestimmung der NPC1 Maiuse, um den Einfluss von
Morbus Niemann-Pick Typ C1 auf etwaige Korpergewichtsverdnderungen zu untersuchen. Nach

vollstdndiger Perfusionsfixierung und Préparation wurden die Gehirne der Versuchstiere gewogen.
2.4 Histologische Aufarbeitung

2.4.1 Praparation und Gewebeaufarbeitung

Die Miuse wurden um den 65. postnatalen Tag mittels Isofluran betdubt und bekamen anschlieBend
eine letale Dosis (0,1 ml auf 10 Gramm Korpergewicht) des ,,Mausmix—(Ketamin 100mg/ml)
intraperitoneal injiziert. Nach Durchtrennung der Haut {iber dem Thorax und Abdomen wurde eine
Thorakotomie durchgefiihrt und der Herzbeutel eréffnet. Im Anschluss wurde eine Perfusionskaniile in
den linken Ventrikel eingefiihrt und das rechte Herzohr eréffnet. Die Spiilung des vaskuldren Systems

erfolgte mit 25ml einer 4°C kalten 0,9%igen NaCIl-Losung mittels einer Rotationspumpe. Hiernach
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erfolgte die Fixierung nach Bodian (Mulisch & Welsch, 2015), die eine gleichméBige
Strukturerhaltung des Nervengewebes erlaubt und somit Voraussetzung fiir eine optimale quantitative
Auswertung ist. Es wurden 50 ml auf 4°C gekiihltes Bodian’sche Fixativ verwendet, bestehend aus
99-100%iger Essigsdure (CAS-NR.: 64-19-7, JT Baker), 80%-igem Isopropanol (CAS-NR.: 67-63-0,
Chemosolute) und 37%iger-Formaldehydlosung (CAS-Nr.: 50-00-1, Merck) im Verhiltnis von 1:18:1
(s. Anhang: Fixierung nach Bodian). Beim perfundierten Tier wurde darauthin der Kopf vom Kd&rper
abgetrennt, die Haut und Muskulatur des Schédels abgetragen und letztlich das Gehirn vom restlichen
Gewebe gelost und gewogen. AnschlieBend wurde das Priparat in aufsteigender Alkoholreihe tiber
1,5 Tage entwissert, fir 4h in Methylbenzoat (CAS-Nr.: 93-58-3, Merck) in geschlossenen
GlasgefiaBen und mit Mull bedeckt eingelegt und letztlich fiir Sh im Brutschrank bei 52-55°C in
Paraffin (CAS-Nr.: 80002-74-2, Merck) ausgegossen. Die nun im Paraffinblock vorliegenden
Priparate wurden in Serien von 20um und im Winkel von 1 bis 5° am Mikrotom geschnitten und auf
Gelatine-beschichtete Objekttrager (SuperFrost, Menzel) aufgezogen. Diese wurden im néchsten
Schritt auf eine Heizplatte gesteckt, abgetupft und anschlieBend weitere zwei bis drei Tage bei

Raumtemperatur getrocknet.

2.4.2 Farbung nach Nissl

Die Féarbung nach Nissl ist eine histologische Firbetechnik, die sich besonders zur Darstellung von
Nervengewebe eignet. Mithilfe basischer Farbstoffe werden negativ geladene Verbindungen wie DNA
und RNA gebunden und so Nukleoli und Ribosomen angefirbt. In breiteren Dendriten lassen sich
schollenartige  chromatinhaltige = Strukturen anfiarben (Nissl-Schollen), die dem rauen
endoplasmatischem Retikulum (Ergastoplasma) mit angelagerten Ribosomen entsprechen. Nach
erfolgreicher Farbung erscheinen Perikaryon und Nucleolus dunkelblau und der Hintergrund blass-
rosa. Die angefertigten Paraffinschnitte werden zundchst getrocknet und mittels Xylol (CAS-Nr.:
1330-20-7, JT Baker) und absteigender Alkoholreihe (CAS-Nr.: 67-63-0, Carl Roth) entparaffiniert
(Anhang: Histologische Farbung nach Nissl). Nach dreimaligen Abspiilen mit Aquadest erfolgte die
die Farbung mit 0,1%iger Kresylviolett-Losung (CAS-NR.: 10510-54-0, Sigma Aldrich) bei 60° im
Brutschrank. Nach einem weiteren Abspiilen mit Aquadest wurden die Schnitte in aufsteigender
Alkoholreihe unter Mikroskopkontrolle differenziert und letztlich in Xylol (CAS-Nr.: 1330-20-7, JT
Baker) eingebracht und mit Pertex (CAS-Nr.: 41-4012-00, Medite) eingedeckt.
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2.5 Definition der untersuchten kortikalen Strukturen

Jedes ausgewertete Hirnareal wurde zu Beginn der Arbeit mittels des Mausatlas ,,Paxinos and
Franklin's the Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates—(2019) anhand quantifizierbarer Merkmale
definiert und die Begrenzungen zu umliegenden Strukturen festgelegt. Der individuellen Ausdehnung
entsprechend, wurden fiir jedes Areal zehn bis zwanzig Schnitte ausgewertet. Der erste Schnitt
entsprach dabei dem am weitesten anterior liegenden und vom umliegenden Gewebe abgrenzbaren
Punkt des definierten Areals. In einem kontinuierlichen Abstand von 10 Schnitten, je 2 pm
Schnittdicke, wurden die Hirnareale bis zu ihrem letzten posterioren Auftreten, bei dem noch eine
klare Abgrenzung zum umgebenden Hirngewebe moglich war, bestimmt. Alle Areale wurden mithilfe
eines Zeichen-Mikroskops der Marke Carl Zeiss auf einer Papieroberfliche vergroBert (33-fach)
abgebildet und dessen Konturlinien aufgetragen. Im Anschluss wurden die Areale digitalisiert und die
Flachen innerhalb ihrer Grenzlinien mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms ,,ImageJ—(Image
Processing and Analysis in Java, Version 1.52, 2018) planimetrisch erfasst und bestimmt. Im
Folgenden soll die arealspezifische Begrenzung mithilfe des digitalen ,,Allen Brain Atlas—(Allen

Institute for Brain Science, 2020) nachgestellt und veranschaulicht werden.

2.5.1 Begrenzung von CAl und CA3

Die Grenze zwischen CAl und CA3 wurde mikroskopisch anhand ihrer sich unterschiedlich
darstellenden Pyramidenzellschicht festgelegt. Wahrend CAl ein sehr dicht gepacktes und schmales
Band aus Pyramidenzellen aufweist, ist das von CA3 aufgelockert und breit. CA1 weist zudem in der
vorliegenden Nissl-Farbung kleinere und hellere Zellen als CA3 auf. Fiir beide Areale dienen die
mikroskopisch sichtbaren Faserziige des Alveus als kraniale Begrenzung. CA1 grenzt kaudal mit
seinem Stratum lacunosum-moleculare an die Molekularzellschischt des Gyrus dentatus. Das Stratum
oriens von CA3 grenzt kaudal, je nach Ausdehnung, anterior an Teile des Thalamus und posterior an
Abschnitte des Nervus Opticus, der Peducunculi Cerebri oder des Gyrus dentatus. Die Areale CA2
und CA3 wurden in der vorliegenden Arbeit aus iibersichtlichen Griinden und keinen wesentlichen
funktionellen Unterschieden zu einem Hirnareal zusammengefasst und ausgewertet (Paxinos &

Franklin, 2019).
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Abbildung 8: Begrenzung der Areale CAl, CA2 und CA3

Relevante Strukturen: HPF- Hippocampusformation, CA1 — Cornu Ammonis 1, CA2- Cornu Ammonis 2,  CA3 — Cornus
Ammonis 3, DG — Gyrus dentatus, so — Stratum orviens, sp — Stratum pyramidale, sy — Stratum radiatum, slm — Stratum
lacunosum-moleculare, mo — Stratum moleculare, sg— Stratum granulosum, po — polymorphe Schicht, df — dorsale Fornix,

alv— Alveus, fi— fimbria, CTX- cerebraler Cortex , cc — corpus callosum, V3 — dritter Ventrikel, sm — stria medullaris

Al-A3: Hippocampusformation rechte Hirnhilfte in Nisslfirbung, Coronalschnitt
B1: Markierung von CA1 in rot, linke Hirnhélfte

B2: Markierung CA2 in rot, linke Hirnhélfte

B3: Markierung von CA3 in rot, linke Hirnhélfte

Quelle: Allen Brain Atlas, 2020
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2.5.2 Begrenzung des Gyrus dentatus

Der Gyrus dentatus zeichnet sich durch dicht gepackte Kornerzellen aus. Der Umriss wurde so

gewdhlt, dass seine Lamina molecularis die dullere Begrenzung darstellt. Diese grenzt kranial an das

Stratum lacunosum-moleculare von CA1 und kaudal an Teile des Nervus opticus. Die Verbindung der

beiden Schenkel des Gyrus dentatus, bestehend aus Stratum granulosum und Stratum moleculare stellt

dabei die Grenze zu CA3 dar.

Abbildung 9: Begrenzung des Gyrus dentatus

Relevante Strukturen: HPF— Hippocampusformation, CA1 — Cornu Ammonis 1, CA2 - Cornu Ammonis 2, CA3 — Cornus

Ammonis 3, so — Stratum oriens, sp — Stratum pyramidale, sr— Stratum radiatum, slm — Stratum lacunosum-moleculare, df —

dorsale Fornix, alv— Alveus, fi— fimbria, CTX- cerebraler Cortex, cc — corpus callosum, V3 — dritter Ventrikel, sm — stria
medullaris VL — lateraler Ventrikel, V3 — dritter Ventrikel

Al:
A2:
B1:
B2:

Hippocampusformation rechte Hirnhélfte in Nisslfarbung, anteriorer Coronalschnitt (AC)
Hippocampusformation rechte Hirnhilfte in Nisslfarbung, posteriorer Coronalschnitt (PC)
Markierung des Gyrus dentatus in rot, linke Hirnhélfte (AC)

Markierung des Gyrus dentatus in rot, linke Hirnhélfte (PC)

Quelle: Allen Brain Atlas, 2020
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2.5.3 Begrenzung des Subiculums

Das Subiculum zeichnet sich durch eine breite Pyramidenzellschicht aus und hebt sich damit von

umliegenden Feldern ab. Es grenzt direkt an CA1 und wird auch als Sommer-Sektor bezeichnet. Die

kraniale Begrenzung wird durch die Pyramidenzellschicht des Subiculums gebildet. Diese steht in

direktem Kontakt mit den Faserziigen des Alveus. Medial liegen das Prd- und Postsubiculum. Kaudal

grenzt das Subiculum mit seiner Molekularzellschicht an den gut abgrenzbaren Gyrus dentatus.

Abbildung 10: Begrenzung des Subiculums

Relevante Strukturen: HPF — Hippocampusformation, SUBv— Subiculum ventraler Part, SUBd — Subiculum dorsaler Part, sp

— Stratum pyramidale, sr— Stratum radiatium, sm — Stratum moleculare, DG — gyrus dentatus, PRE — Prdsubiculum, POST-

Postsubiculum, alv—Alveus, dhc — dorsale hippocampus commissura, ccs — corpus callosum splenium,

bes — brachium superior collicus, cing - cingulum

Al:
A2:
B1:
B2:
Cl:
C2:

Hippocampusformation mit Subiculum in Nissl-Férbung, linke Hirnhélfte (AC)
Hippocampusformation mit Subciulum in Nissl-Férbung, linke Hirnhélfte (PC)
Darstellung der Schichten Hippocampusformation und des Subiculums (AC)
Darstellung der Schichten Hippocampusformation und des Subiculums (PC)
Markierung Subiculum in rot, linke Hirnhilfte (AC)

Markierung Subiculum in rot, linke Hirnhélfte (PC)

Quelle: Allen Brain Atlas, 2020
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2.5.4 Begrenzung des Para-, Pra- und Postsubiculums

Para-, Prd- und Postsubiculum wurden aus iibersichtlichen Griinden und der Schwierigkeit einer
genauen und reproduzierbaren Abrgenzung untereinander zusammengefasst. Sie lassen sich
zusammengenommen deutlich von angrenzenden Strukturen wie Gyrus Dentatus, Subiculum und den

Comissurenfasern der Fornix abgrenzen.

Abbildung 11: Begrenzung von Pri-, Post- und Parasubiculum

Relevante Strukturen: POST — Postsubiculum, PRE — Présubiculum, PAR — Parasubiculum, HPF — Hippocampusformation,
SUBv-sp — Subiculum ventraler Part Pyramidenzellschicht, dhc— dorsale Hippocampus commissura,

ec —externe capsula, alv— Alveus

Al: Darstellung der Hippocampusformation mit Pré-, Para-
und Postsubiculum in NisslFarbung, linke Hirnhéflte (PC)

B1-B3: Markierung des Post-, Prd- und Parasubiculums in rot, linke Hirnhilfte

Quelle: Allen Maus Atlas, 2020
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2.5.5 Begrenzung der Area entorhinalis

Die Area entorhinalis liegt am medialen Rand des Temporallappens. Sie besteht aus mindestens sechs
Schichten, die in bis zu zwolf Unterfelder gegliedert werden konnen. Zellinseln der Schicht pre-a
erlauben es die Area entorhinalis makroskopisch durch warzenférmige Erhebungen vom umgebenden
Gewebe abzugrenzen (Ulfig, 2008). Mikroskopisch stellen sowohl der Sulcus rhinalis, der piriforme

Kortex und das Corpus amygdaloideum Begrenzungen der Area entorhinalis dar.

Abbildung 12: Begrenzung der Area entorhinalis

Relevante Strukturen: ENTI - Area entorhinalis lateraler Part, ENTm — Area entorhinalis medialer Part, ENTmv— Area

entorhinalis medial ventrale Zone, PIR — piriformer Kortex , PERI — perirhinale Area, SUBv — Subiculum ventraler Part

Al: Rindenareal der Area entorhinals in Nisslfdarbung, linke Hirnhélfte (AC)
A2: Rindenareal der Area entorhinals in Nisslfarbung, linke Hirnhélfte (PC)
B1: Darstellung der Schichten der Area entorhinalis (AC)

B2: Darstellung der Schichten der Area entorhinalis (PC)

Cl: Markierung der Area entorhinalis in rot (AC)

C2: Markieurng der Area entorhinalis in rot (PC)

Quelle: Allen Maus Atlas, 2020
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2.5.6 Begrenzung des piriformen Kortex

Der piriforme Kortex ldsst sich iiber sein charakteristisches dreischichtiges Zellband gut vom

umliegenden Gewebe abgrenzen. Das Rindenareal liegt zwischen dem Temporallappen und der Insula

sowie anterolateral der Amygdala.

Abbildung 13: Begrenzung des Piriformen Kortex

Relevante Strukturen: PIR — Area piriformis, ENT— Area entorhinalis, lat— lateral olfactory tract, FS— Fundus des Striatums,

CLA — Claustrum, PAA — piriform-amygdalar area, VL — leterale Ventrikel

Al:
A2:
B1:
B2:
Cl:
C2:

Rindenareal des piriformen Kortex in Nisslfiarbung, linke Hirnhélfte (AC)
Rindenareal des piriformen Kortex in Nisslfarbung, linke Hirnhélfte (PC)
Darstellung der Schichten des piriformen Kortex (AC)

Darstellung der Schichten des piriformen Kortex (PC)

Markierung des piriformen Kortex in rot (AC)

Markierung des piriformen Kortex in rot (PC)

Quelle: Allen Maus Atlas, 2020
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2.6 Bestimmung der Volumina mit Hilfe der Cavalieri-Estimator-Methode

Jedes untersuchte Gehirn verliert durch histologische Aufarbeitung und dadurch bedingte
Schrumpfung an Volumen. Um interindividuelle Vergleiche der Tiere zu ermoglichen, werden die
Frischvolumina der Maushirne bendtigt. Das Wiegen kleiner Hirnstrukturen ist schwer umzusetzen.
Allerdings ist es moglich diese Strukturen mikroskopisch abzugrenzen und mittels der Bestimmung
des individuellen Schnittvolumens und einem korrigierendem Schrumpfungsfaktor das Volumen zu
berechnen. Dabei wird angenommen, dass alle Hirnteile im gleichen MaBle schrumpfen. In der
vorliegenden Arbeit zeigt sich, dass die Gesamtschrumpfung des Gehirns bei ungefidhr 30 bis 48%
liegt. Der maximale zu betrachtende Fehler beziiglich der Unterschéitzung des Kortexvolumens ist mit
weniger als fiinf Prozent zu vernachldssigen (Wree, 1986). Der Schrumpfungsfaktor (SF) wird fiir
jedes Gesamthirn separat bestimmt (s. Anhang: Gesamtiibersicht der Versuchstiere) und ist der
Quotient aus dem Schnittvolumen (SV), dem Volumen des Gehirns nach histologischer Aufarbeitung,

und dem Frischvolumen (FV):

Formel 1: Berechnung des Schrumpfungsfaktors

SF_SV
T FV

Das FV und das SV miissen bekannt sein oder bestimmt werden, um den SF berechnen zu kénnen. Da
erst die perfusionsfixierten Gehirne untersucht werden konnten, liel sich das Frischvolumen nicht
direkt bestimmen. Untersuchungen von Doring (1982) und Kretschmann (1974) ergaben allerdings,
dass sich das Gewicht und das spezifische Gewicht fixierter Gehirne nicht vom Gewicht frischer
Gehirne unterscheidet. Das FV des Gesamthirns kann somit berechnet werden, indem das Gewicht
des fixierten Gehirns, das Hirnfrischgewicht, durch das spezifische Gewicht geteilt wird. Fiir das
unfixierte Maushirn wurde ein spezifisches Gewicht von 1,033 g/ml bestimmt (Wingert, 1969). Dieser

Wert gleicht dem spezifischen Gewicht des fixierten Gehirns (Kretschmann et al., 1982).

Formel 2: Berechnung des Frischvolumens

Hirnfrischgewicht

- spezifisches Gewicht
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Das Schnittvolumen (SV), das Volumen des Gesamthirns nach histologischer Aufarbeitung, wurde

nach folgender Formel berechnet:

Formel 3: Berechnung des Schnittvolumens

N
SV=(n+1)-SD-ZAi
i=1

n: Anzahl der Schnitte zwischen zwei ausgewerteten Schnitten
SD:  Schnittdicke in cm
N: Anzahl der planimetrisch bestimmten Schnitte

A Flache des i-ten planimetrierten Schnittes in mm?

Die Fliche A eines planimetrierten Schnittes wird dabei, nach VergroBerung, durch Auftragen der
Konturlinien mithilfe eines Zeichenmikroskop und nachfolgender Digitalisierung unter Zuhilfenahme

des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ bestimmt.
Rechenbeispiel (Maus WT-Sham-2793) :
FV = FG / spezifisches Gewicht
FV=0474g/1,033 g/ml

FV=0459 ml =459 mm?

SV=mn+1)-5D- S A;
i=1
SV=40+1)*0,02mm* (A, + ... +Ay) = mm?
SF =SV/FV
F mm?/ 459 mm?* = 0,566

Die Schrumpfungsfaktoren wurden nach der oben angegebenen Formel fiir jedes Gehirn separat
berechnet und liegen bei Werten zwischen 0,527 und 0,697. Im néchsten Schritt wird jedes
Schnittvolumen eines Maushirns durch den entsprechenden Schrumpfungsfaktor dividiert und ergibt

so das Frischvolumen des Gesamthirns.
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2.6.1 Bestimmung des Frischvolumens eines definierten Areals

Es wird die gleiche Formel, mit der auch das Schnittvolumen des Gesamthirns berechnet wurde,
verwendet. Am Beispiel von CA1 der Maus WT-Sham 2793, soll erkldrt werden wie das Volumen
eines definierten Hirnareals bestimmt wurde. Das Areal CA1 erstreckt sich {iber ungeféhr 150 je 20
pm dicke Schnitte, sodass fiir eine sichere Berechnung 10 bis 15 Schnitte im gleichem Abstand
zueinander (n = 9) ausgewertet wurden. Dies entspricht jedem zehnten Schnitt (n+1).
(Zilles et al., 1982). Mithilfe eines Carl Zeiss Zeichenmikroskops wird das vorher definierte Areal
auf Papier vergrofBert (33-fach) abgebildet und dessen Konturlinien aufgetragen und im Anschluss mit
einem HP OfficeJetPro Scanner digitalisiert. Mithilfe des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ werden

die Schnittflichen des Areals bestimmt.
Rechenbeispiel CA1 (WT Sham 2793):

SV=(9+1)*0,02mm * (4, + ... +Ay) = 2,424 mm®
SF = 0,566

SF =SV /FV
FV=2424 mm?/ 0,566 = 4,283 mm?

2.7 Statististische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software SigmaPlot 14 (Systat Software, Inc. San
Jose, CA 95110, USA). Mittels des statistischen Signifikanztests ,,Shapiro-Wilk—wurden die
Daten auf Normalverteilung iiberpriift und p-Werte > 0,050 als normalverteilt betrachtet.
Zur Analyse der Abweichungen von Gruppen-Medianen wurde der Brown-Forsythe-Test
durchgefiihrt. Eine Varianzhomogenitit wurde bei p-Werten > 0,050 bestdtigt. Bei
normalverteilten Daten erfolgte die Durchfiihrung der Zweiweg-ANOVA (Analysis of Variance).
Zeigten sich signifikante Unterschiede, erfolgte im Anschluss der Post-hoc-Test nach Holm-Sidak.
Dieser gibt durch paarweise  Mittelwertvergleiche  Auskunft dariiber, ob sich die
Mittelwerte signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden. In dieser Arbeit werden alle Daten als
Mittelwerte =+ Standardabweichung angegeben. Die Signifikanz (p) wird folgendermalien
gekennzeichnet: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Aufschluss iiber die volumetrischen Verdnderungen
limbischer Kortexareale im NPC1-Mausmodell unter drei verschiedenen Therapieregimen und der
Scheinbehandlung. Dafiir wurden sowohl gesunde (NPC17") als auch erkrankte Tiere (NPC17)

therapiert und untersucht.

3.1 Normalverteilung der Schrumpfungsfaktoren

0,8 0,8
[ npPer
Il ~Pett
- 5 [
0,6 - L 0,6 -
S S
E -
‘o 041 % 04
c c
= =
= £
0 n
0,2 - 0,2
0,0 T T T T 0,0 T
Sham Combi  Migluonly CDonly f m

Abbildung 14: Darstellung der normalverteilten Schrumpfiungsfaktoren

shrinc factor — Schrumpfungsfaktor, f— female, m — male, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi —
kombinationsbehandelte Gruppe, Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin
monotherapierte Gruppe. Die Schrumpfungsfaktoren sind normalverteilt. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Geschlecht, dem Genotypus oder der Behandlung innerhalb der

Schrumpfungsfaktoren.

Die Schrumpfungsfaktoren zeigen nach Shapiro-Wilk-Test mit p = 0,298 und Brown-Forsythe-Test
mit p = 0,220 eine Normalverteilung. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Genotyp (p = 0,553; Tabelle 2, Abbildung 14 links), dem Geschlecht (p = 0,698; Tabelle 3,
Abbildung 14 rechts) oder der Behandlungsgruppe (p = 0,430; Tabelle 4, Abbildung 14 links).

Tabelle 2: Mittelwerte der SF innerhalb der Genotypen

Gruppe Mittelwert der SF Standardabweichung
NPC1 /" 0,622 0,0316
NPC17/" 0,630 0,0412

SF — Schrumpfungsfaktorm, p = 0,553
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Tabelle 3: Mittelwerte der SF innerhalb des Geschlechts

Gruppe N Mittelwert der SF Standardabweichung
f 21 0,618 0,0386
m 28 0,622 0,0372

f—female, m — male, N — Anzahl der Messwerte, SF — Schrumpfungsfaktor, p= 0,698

Tabelle 4: Mittelwerte der SF innerhalb der Behandlungsgruppen

Gruppe Mittelwert der SF Standardabweichung
Sham 0,613 0,0445
Kombi 0,620 0,0201
Miglu only 0,650 0,0301
CD only 0,622 0,0380

Sham — scheinbehandelte Gruppe, Kombi — kombinationsbehandelte Gruppe, Miglu only — Miglustat
monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe, SF — Schrumpfungsfaktor,
p=10430
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3.2 Daten der Hirn- und Korpergewichte

3.2.1 Reduziertes Kérpergewicht bei NPC1” im Vergleich zu NPC1™*
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Abbildung 15: Darstellung zur Verteilung des Korpergewichts innerhalb der Therapiegruppen

bodyweight — Korpergewicht, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe

Im Betracht auf die Korpergewichte gesunder und erkrankter Versuchstiere ist ein statistisch signifikanter
Unterschied (p < 0,001) innerhalb der scheintherapierten Gruppe zu beobachten. Innerhalb der NPCI o
Gruppe zeigt sich ein Gesamtkorpergewicht von 24,826g gegeniiber der NPC = Gruppe mit 13,511g.
Alle drei Therapiegruppen zeigen ein signifikant hoheres Korpergewicht der behandelten NPCI”” Miiuse

gegeniiber der NPCI " Kontrollgruppe.

Das Korpergewicht der scheinbehandelten NPC17/ Versuchstiere (13,511 £ 2,568g) zeigt sich um
45,6% signifikant reduziert gegeniiber gesunder NPC17* Miuse (24,826 + 1,386 g; p < 0,001). Unter
Kombinationstherapie zeigte sich, verglichen mit der nicht therapierten Kontrollgruppe, ein signifikant
erhohtes Korpergewicht um 40,6% (p < 0,001) bei den erkrankten Versuchstieren (19,00 £+ 1,643 g).
Auch die Cyclodextrin Monotherapie lieB erhohte Messwerte des Korpergewichts bei der
NPC17/ Gruppe (20,550 + 2,217 g) im Vergleich zu den scheinbehandelten NPC1”~ Miusen
beobachten (+52,1% ; p < 0,001). Die Miglustat Monotherapie zeigte einen signifikanten Anstieg des
Korpergewichts um 62,8% (p < 0,001) bei den behandelten NPC1"~ Méusen (22,0 + 1,633 g) im
Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe. Die Therapieregime unterscheiden sich in ihrer Wirkung nicht
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signifikant (Miglu/Kombi: p = 0,003 ; Miglu/CD: p = 0,027; CD/Kombi: p = 0,170). Das
Korpergewicht der Cyclodextrin monotherapierten NPC1"" Miuse (22,917 + 1,530 g; p < 0,001)

++

reduzierte sich im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe, der unbehandelten NPC1™"" Versuchstiere

24,826 + 1,386) nicht signifikant (p = 0,154; -7,6%). Mit einem 12,8% hoheren Korpergewicht

4

zeigten die Miglustat monotherapierten NPC1
Kontrollgruppe (24,826 = 1,386; p = 0,221). Die Kombinationstherapie (22,33 + 1,472 g) zeigte ein

- Mause (28,00 g) keine signifikante Differenz zu der

um 10% verringertes Gewicht gegeniiber der Kontrollgruppe (p = 0,065). Die Therapien untereinander
lassen keinen signifikanten Wirkunterschied beobachten (Miglu/Kombi: p = 0,050 ; Miglu/CD:
p = 0,068 ; CD/Kombi: p = 0,598) (Abbildung 15, Tabelle 5).

Tabelle 5: Vergleiche der Korpergewichte

Gruppel (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI 7™ Sham NPCI”  Sham -456 < 0,001
NPCI”~  Sham NPCI ™7~ CD only +52,1 < 0,001
NPCI17"  Sham NPCI1 ™" Miglu only +62,8 < 0,001
NPCI”~ Sham NPCI 7/~ Kombi +40,6 < 0,001
NPCI """ Sham NPCI 7" CD only - 76 0,154
NPCI """ Sham NPCI """ Miglu only +12,8 0,221
NPCI1 ™" Sham NPCI ™" Kombi - 10 0,065
NPCI1” Miglu only NPCI”~  Kombi - 136 0,003
NPCI "~ Miglu only NPCI "~ CD only - 06,6 0,027
NPCI1”~ CD only NPCI”~  Kombi + 75 0,17
NPCI ™" Miglu only NPCI """ Kombi - 202 0,050
NPCI ™" Miglu only NPCI1 " CD only - 182 0,068
NPCI1 7" CD only NPCI """ Kombi - 35 0,598

Sham — Scheinbehandlung; CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.2.2 Reduziertes Gehirngewicht bei NPC1 " im Vergleich zu NPC1 o

0,6
E NPCT!—M—
Bl ~ectt
0,5 -
s T
T T
*k Fokek
Fedek

— 0,4 1 *kk
=
et
=
D
@ 0,3
S
£
©
8

0,2

0,1

0,0 T T T T

Sham Combi Miglu only CD only

Abbildung 16: Darstellung zur Verteilung der Hirngewichte innerhalb der Gruppen

brainweight — Hirnfrischgewicht, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe

Im Betracht auf die Hirngewichte innerhalb der scheinbehandelten Gruppe ist ein signifikanter Unterschied

(p < 0,001) zwischen dem der NPC1 *"* Gruppe mit 0,474 g gegeniiber dem der NPC1”~ Gruppe mit 0,374 g.
Unter Cyclodextrin-Monotherapie war ein signifikant hheres Hirngewicht der behandelten NPC1 ™" Miuse im

Vergleich zur erkrankten Kontrollgruppe zu beobachten (p = 0,013).

Erkrankte unbehandelte Versuchstiere (0,374 =+ 0,016g) lassen gegeniiber der gesunden
Kontrollgruppe (0,474 + 0,014g) statistisch signifikant geringere Messwerte (p < 0,001) beobachten.

“* Kontrollgruppe ein um 21,9 % reduziertes

Damit zeigen die erkrankten Tiere gegeniiber der NPC1
Hirngewicht. Innerhalb der erkrankten Gruppen lésst sich unter Kombi-Therapie (0,398 + 0,028g) eine
reduzierte Hirngewichtsabnahme von 2,4% (p = 0,143) nachweisen. Die Miglu only Therapie (0,408 +
0,016 g) erbrachte um 9,1% erhdhte Messwerte innerhalb der erkrankten Gruppe im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (p = 0,058). Auch unter der CD only Therapie (0,411 + 0,037g)
war eine verminderte Gehirngewichtsabnahme von 9,9% zu beobachten (0,013). Keine Therapie
erbrachte signifikante Unterschiede innerhalb der erkrankten Testgruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Auch die Therapien untereinander lassen innerhalb der NPC1”~ Versuchsgruppe keine
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signifikanten Differenzen beobachten (CD/Kombi: p = 0,671; Miglu/Kombi: p = 0,738, CD/Miglu
only: p = 0,826). Auch beim Vergleich gesunder Kontrolltiere (0,474 £+ 0,014) zur Kombinations-
(0,452 £ 0,012 ; p = 0,260) oder zur Cyclodextrinmonotherapie (0,459 + 0,019; p = 0,622) konnte
kein  signifikanter = Unterschied nachgewiesen werden. Genauso wenig zeigte die
Miglustatmonotherapie (0,474 g; p= 1,000) einen signifikanten Messwertunterschied im Vergleich
zur untherapierten Kontrollgruppe. Auch die Therapieformen untereinander wiesen keinen
signifikanten Unterschied in ihrer Wirkung auf (Miglu/Kombi: p = 0,817; Miglu/CD: p= 0,891;
CD/Kombi: p = 0,813) (Abbildung 16Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.,
Tabelle 6).

Tabelle 6: Vergleiche der Hirngewichte

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI ™™ Sham NPCI ™" Sham -21,9 < 0,001
NPCI17" Sham NPCI ™~ CD only +99 0,013
NPCI”~ Sham NPCI ™~ Miglu only +91 0,058
NPCI ™~ Sham NPCI /" Kombi +24 0,143
NPCI """ Sham NPCI " CD only -32 0,622
NPC1 "™ Sham NPC1 ™" Miglu only + 0 1,000
NPCI ™" Sham NPCI ™" Kombi -4.6 0,260
NPC1 7~ Miglu only NPC1 "~ Kombi -24 0,738
NPC1 ™~ Miglu only NPCI17~ CD only +0,7 0,826
NPCI1”" CD only NPCI1”" Kombi -32 0,671
NPCI '™ Miglu only NPCI ' Kombi -68 0,817
NPCI """ Miglu only NPCI1 " CD only -32 0,891
NPCI ™" CD only NPC1 " Kombi -15 0,813

Sham — Scheinbehandlung; CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.2.3 Hirn-/Korpergewicht-Quotient erhoht bei scheinbehandelten NPC™ Miusen

0,030
L1 nper™
I ~ect”

0,025

0,020 — -

0,015 —

brain/body weight

0,010 -

0,005 -

Sham Combi Migluonly  CD only

Abbildung 17: Darstellung des Hirn-/Korpergewicht-Quotienten innerhalb der Versuchsgruppen

brainweight — Hirnfrischgewicht, bodyweight — Korpergewicht Sham — scheinbehandelte Gruppe,
Combi — kombinationsbehandelte Gruppe, Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe,

CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe. Bei Betrachtung des Quotienten aus Hirn- und
Korpergewicht, zeigt sich dieser innerhalb der scheintherapierten NPC ™~ Gruppe erhoht gegeniiber der
gesunden Kontollgruppe. Innerhalb der Therapiegruppen zeigten sich kein statististisch signifikanten

Unterschiede.

Bei Betrachtung des Quotienten aus Hirn- und Korpergewicht, zeigt sich dieser innerhalb der
scheintherapierten NPC” Gruppe gegeniiber dem der Kontrollgruppe erhdht. Wihrend die
scheinbehandelten NPC"" Miuse einen Quotienten von 0,019 aufweisen, zeigen die erkrankten Tiere
ein Verhiltnis von Hirn- zu Kérpergewicht von 0,028. Damit ist der Quotient bei den NPC™~ Miusen
gegeniiber ihren gesunden scheinbehandelten Kontrolltieren um 47,4% (p < 0,001) erhoht. Innerhalb
der Therapiegruppen ldsst sich kein signifikanter Unterschied nachweisen (Abbildung 17, Tabelle 7)

Tabelle 7: Vergleich des Quotienten aus Hirn- und Korpergewicht innerhalb der Sham-Gruppe

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)

NPC1 ™" Sham NPC1 ™" Sham + 47,4 < 0,001

Sham — scheintherapierte Gruppe

46



3.3 Ergebnisse der Volumenvermessung

3.3.1 Volumen von CA1 bei NPC1” gegeniiber NPC1"" reduziert
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Abbildung 18: Darstellung zur Verteilung der Volumina von CAI innerhalb der Versuchsgruppen

CAI — Cornu Ammonis Region 1, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe
Innerhalb der scheintherapierten Gruppe ist ein statistisch signifikanter Unterschied des CAl-Volumens

+/+

zwischen der gesunden und erkrankten Versuchstiere (p < 0,001) zu beobachten. Die NPC ™" Gruppe
zeigt Werte von 3,962 mm?® gegeniiber der NPC1 ™" Gruppe mit lediglich 3,071 mm?. Innerhalb der
Therapiegruppen zeigen die behandelten NPC™" Miiuse reduzierte Volumenabnahmen im Vergleich zu
ihrer erkrankten Kontrollgruppe, wobei die Differenz der Messdaten sowohl bei der Kombinationstherapie

(p = 0,001) als auch bei der Miglustat-Monotherapie (p = 0,005) statistisch signifikant sind.

Beim Vergleich der CA-1 Volumina zwischen den Gruppen zeigen sich um 22,5% signifikant
(p < 0,001) geringere Messwerte erkrankter scheinbehandelter NPC1”~ Tiere (3,071 + 0,178 mm?)
gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe (3,962 + 0,359 mm?®). Unter der Kombi-
(3,956 £ 0,669 mm?*; +28,5%; p = 0,001) und Miglustattherapie (3,940 £+ 0,516; +28,3%, p = 0,005)
konnen innerhalb der erkrankten Versuchstiere signifikant erhohte Werte gegeniiber ihrer
untherapierten Kontrollgruppe beobachtet werden. Auch die Cyclodextrin Monotherapie zeigt eine
4+

verminderte Volumenabnahme innerhalb der NPC1” Versuchstiere im Vergleich zur NPCI

Kontrollgruppe (3,577 £ 0,416 mm?; +16.5%; p = 0,090). Zwischen den drei Therapieregimen lésst
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sich innerhalb der NPCI”™ Gruppe kein signifikanter ~ Unterschied  beobachten
(Miglw/Kombi: p = 0,981; Miglu/CD: p = 0,319 ; CD/Kombi; p = 0,327). Behandelte Npc1™" Miuse
zeigen keinen signifikanten Volumenunterschied in CAl im Vergleich zu ihren unbehandelten,
gesunden Kontrolltieren. Auch die Therapien untereinander zeigen innerhalb der NPC1™*

Versuchsgruppe keine signifikanten Messwertdifferenzen (Abbildung 18, Tabelle 8).

Tabelle 8: Vergleiche der Volumina von CAl

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI """ Sham NPCI ™" Sham - 725 < 0,001
NPCI ™~ Sham NPCI1”" CD only +16,5 0,090
NPCI1”" Sham NPCI "~ Miglu only + 28,3 0,005
NPCI 7" Sham NPCI17/~ Kombi + 28,5 0,001
NPCI """ Sham NPCI 7" CD only -23 0,887
NPCI 7" Sham NPCI """ Miglu only +11,0 0,669
NPCI ™" Sham NPCI " Kombi +93 0,345
NPCI ™" Miglu only NPCI”"  Kombi +0,2 0,981
NPCI1 ™" Miglu only NPCI1 "™ CD only -92 0,319
NPCI ™~ CD only NPCI”~  Kombi +10,3 0,327
NPCI """ Miglu only NPCI """ Kombi -16 0,876
NPCI ™" Miglu only NPCI ™" CD only -12,0 0,659
NPCI ™" CD only NPCI """ Kombi +11,9 0,298

Sham — Scheinbehandlung, CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung

48




3.3.2 Keine signifikanten volumetrischen Unterschiede in CA3
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Abbildung 19: Darstellung zur Verteilung der Volumina in CA3 in den verschiedenen Gruppen

CA3 — Cornu Ammonis Region 3, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe

Innerhalb der scheintherapierten Gruppe sind statistisch nicht signifikante Unterschiede (p = 0,068)

zwischen den CA3-Volumina der NPC1™" Versuchsgrupppe (2,536 mm?) und der NPCI1""* Kontrollgruppe
(2,776 mm?) zu beobachten. Auch innerhalb der Therapiegruppen zeigten sich leichte volumetrische

Unterschiede.

Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter
(p = 0,068) Volumenunterschied von 8,6% in CA3 zwischen der NPC1”~ Versuchsgruppe (2,536 +
0,240 mm?®) und der NPC1™* Kontrollgruppe (2,776 + 0,340 mm?®). Weder eine Cyclodextrin-
(2,797 £ 0,270; +10,3%; p = 0,311) noch eine Miglustat-Monotherapie (2,903 = 0,230 mm?; +14,5%;
p= 0,175) fiihrten zu signifikanten Volumendifferenzen innerhalb der NPC1™” Versuchsgruppe. Die
Kombinationstherapie (3,033 + 0,340mm?, p=0,033) zeigt einen statistisch gering signifikanten
Volumenunterschied innerhalb der NPC1” Versuchsgruppe von 17,3% gegeniiber der unbehandelten
Kontrollgruppe. Zwischen den einzelnen Therapien konnte innerhalb der NPC1” Gruppe kein
signifikanter Unterschied der Messwerte nachgewiesen werden (Miglu/Kombi: p = 0,636 ;
Miglu/CD: p = 0,813 ; CD/Kombi: p = 0,636). Die Therapien innerhalb der NPC1"" Gruppe zeigten

im Vergleich zu den scheintherapierten gesunden Tieren (2,776 =+ 0,340 mm?)
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keine signifikanten Volumenunterschiede (Cyclodextrin-Monotherapie: 3,073 + 0,31 mm?; +10,7%;
p = 0,249 / Kombitherapie: 3,033+ 0,230 mm?; +9,3%; p=0,349 / Miglustat-Monotherapie: 2,893 mm?;
+4,2%; p = 0,907). Auch die Therapien untereinander zeigten keine signifikanten Unterschiede der
Messwerte (Abbildung 19, Tabelle 9).

Tabelle 9: Vergleiche der Volumina in CA3

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI ™" Sham NPCI1 ™" Sham -8,6 0,068
NPCI1™" Sham NPCI1”" CD only + 10,3 0,311
NPC1”" Sham NPC1 ™" Miglu only + 14,5 0,175
NPCI1”" Sham NPC17/" Kombi +17,3 0,033
NPCI """ Sham NPCI """ CD only +10,7 0,249
NPCI1 7" Sham NPCI """ Miglu only +4,2 0,907
NPCI ™" Sham NPCI " Kombi +93 0,349
NPCI1 ™" Miglu only NPCI17" Kombi +2,5 0,698
NPC1 ™" Miglu only NPCI1 7" CD only -3,6 0,813
NPCI1 7" CD only NPCI1 7" Kombi + 6,4 0,636
NPCI1 """ Miglu only NPCI1 7" Kombi +48 0,958
NPCI ™" Miglu only NPCI ™" CD only +6,2 0,964
NPCI """ CD only NPCI1 7" Kombi -13 0,812

Sham — Scheinbehandlung, CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.3.3 Signifikante Verinderungen des Gyrus dentatus in der Sham-Versuchsgruppe
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Abbildung 20: Volumetrische Unterschiede im Gyrus dentatus innerhalb der Versuchsgruppen

DG — Gyrus dentatus, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe
Innerhalb der scheintherapierten Versuchsgruppen zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied
(p < 0,001) der Messdaten zwischen der NPC1"" Gruppe (2,628 mm?) und der NPC1”~ Kontrollgruppe
(2,184 mm?). Innerhalb der Therapiegruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Messwerten der erkrankten NPCI1” Versuchstiere und ihrer gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen

werden (p < 0,05).

Die scheinbehandelten NPC1” Miuse (2,184 + 0,210 mm’) zeigen gegeniiber ihrer NPC1™"
Kontrollgruppe (2,626 + 0,280 mm?®) um 16,9 Prozent signifikant reduzierte Messwerte (p < 0,001).
Weder die Cyclodextrin Monotherapie (2,195 +- 0,260 mm?, p=0,932) noch die Kombinationstherapie
(2,385 £ 0,261, p = 0,582) weisen einen statistisch signifikanten Unterscheid bei leicht erhohtem
DG-Volumen (Cyclodextrin-Monotherapie: +0,5%; Kombinationstherapie: +9,2%) auf. Auch die
Miglustat-Monotherapie (2,409 + 0,13 mm?; p =0,538) zeigt bei einem gering erhdhten Volumen von
10,3% keinen signifikanten Unterschied zwischen den behandelten NPC1”~ Versuchstieren und ihrer
Kontrollgruppe. Auch die Therapieregime untereinander zeigen innerhalb der NPC1” Gruppe keinen
signifikanten Unterschied (Miglu/CD: p= 0,578; Kombi/CD: p = 0,481; Miglu/Kombi: p = 0,987).

Alle therapierten gesunden NPC1™" Versuchsmiuse zeigen gegeniiber den unbehandelten NPC1™*
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Maiusen ein statistisch nicht signifikant (p > 0,050)  verringertes Volumen (Cyclodextrin-
Monotherapie: 2,320 + 0,23 mm3; -11,7% ; Kombinationstherapie: 2,530 + 0,30 mm3; -3,6%;
Miglustat-Monotherapie: 2,209 mm?; -15,9%). Auch die Therapien untereinander zeigen in der
NPC1"" Versuchsgruppe keine signifikanten Unterschiede untereinander (Kombi/CD: p = 0,494,
Kombi/Miglu: p=0,567, CD/Miglu: p = 0,683) (Abbildung 20, Tabelle 10).

Tabelle 10: Vergleich der Volumina des Gyrus dentatus

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI ™" Sham NPCI”  Sham -16,9 < 0,001
NPCI ™~ Sham NPCI ™7~ CD only +0,5 0,932
NPC17" Sham NPCI "~ Miglu only + 10,3 0,538
NPCI ™~ Sham NPCI 7/~ Kombi +9,.2 0,582
NPCI1 """ Sham NPC1 7" CD only -11,7 0,116
NPCI1 7" Sham NPCI 7" Miglu only =159 0,465
NPCI1 ™" Sham NPCI1 ™" Kombi BRNG 0,692
NPCI1 ™" Miglu only NPCI1”"  Kombi -0,9 0,987
NPCI1 ™" Miglu only NPCI1 "™ CD only -89 0,578
NPCI1 7" CD only NPCI”"  Kombi +8,7 0,481
NPCI1 """ Miglu only NPCI 7" Kombi + 14,5 0,567
NPCI ™" Miglu only NPCI ™" CD only + 5,0 0,683
NPCI """ CD only NPCI 7" Kombi +91 0,494

Sham — Scheinbehandlung, CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.3.4 Sham-Gruppe zeigt signifikante Volumenunterschiede im Subiculum
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Abbildung 21: Volumetrische Unterschiede im Subiculum innerhalb der Versuchsgruppen

S — Subiculum, Gyrus dentatus, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe
Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,006)
beziiglich des Volumens der erkrankten Tiere (1,790 mm?) und der NPC1"™"* Kontrollgruppe (2,222 mm?).
Auch unter Kombi- und Cyclodextrintherapie zeigen sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe,

statistisch nicht signifikant verminderte Volumenabnahmen innerhalb der NPC1™" Versuchsgruppe.

Scheinbehandelte erkrankte Tiere (1,790 + 0,464 mm?) lassen ein statistisch signifikant (p = 0,0006)

reduziertes Volumen von 19,4 % im Vergleich zu ihrer gesunden NPC1™"

Kontrollgruppe (2,222+
0,377 mm?®) beobachten. Sowohl die Cyclodextrin- als auch die Kombitherapie fiihren zu einer
reduzierten Volumenabnahme im Vergleich zu ihrer untherapierten erkrankten Kontrollgruppe
(1,790 + 0,464 mm?). Wihrend Cyclodextrin eine Volumendifferenz von 18,7 % (2,125 £ 0,262 mm?3,
p =0,178) zeigt, ldsst die Kombinationstherapie eine Messwertdifferenz von 25,8%
(2,491 £ 0,325 mm? , p = 0,058) beobachten. Auch die Miglustatmonotherapie zeigt, im Vergleich zur
ihrer untherapierten Kontrollgruppe, einen statistisch signifikanten Volumenunterschied von 46,1%
(2,616 £ 0,270 mm?, p = 0,001). Innerhalb der NPC1”~ Versuchsgruppe lassen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Therapien beobachten (Miglu/Kombi: p =0,188; Miglu/CD: p =0,107;

CD/Kombi: p = 0,510). Im Vergleich zu ihren unbehandelten NPC1"* Kontrolltieren
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(2,222 + 0,377 mm?), zeigen therapierte gesunde Versuchstiere eine statistisch nicht signifikante
Volumenzunahme im Subiculum (Cyclodextrin-Monotherapie: 2,322 + 0,239 mm?; +4,5%; p = 0,962 ;
Miglustat-Monotherapie: 2,377 mm?; +7,0%; p = 0,960 ; Kombinationstherapie: 2,491 + 0,101 mm?3;
+12,1% ; p = 0,534). Auch innerhalb der NPC1™" Versuchsgruppe lassen die Therapien keine
signifikanten Unterschiede zueinander beobachten (Miglu/Kombi: p = 0,556 ; Miglu/CD: p = 0,489 ;
CD/Kombi: p = 0,484) (Abbildung 21, Tabelle 11).

Tabelle 11: Vergleiche der Volumina im Subiculum

Gruppe 1 (100% Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI"" Sham NPCI”  Sham -194 0,006
NPCI1 ™" Sham NPCI1”" CD only + 18,7 0,178
NPC17" Sham NPCI1 ™" Miglu only + 46,1 0,001
NPC1 ™" Sham NPCI /" Kombi +25,8 0,058
NPCI1 """ Sham NPCI " CD only + 45 0,962
NPCI1 7" Sham NPCI """ Miglu only +7,0 0,960
NPCI ™" Sham NPCI """ Kombi +12,1 0.534
NPCI1 7" Miglu only NPC17" Kombi -13,8 0,188
NPCI1 ™" Miglu only NPCI1 "™ CD only - 188 0,107
NPCI ™"~ CD only NPCI ™"~ Kombi + 6,0 0,510
NPCI """ Miglu only NPCI 7" Kombi +4,7 0,556
NPCI ™" Miglu only NPCI " CD only -2,3 0,489
NPCI 7" CD only NPCI """ Kombi +73 0,484

Sham — Scheinbehandlung; CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.3.5 Keine signifikanten volumetrischen Unterschiede im Pri- und Parasubiculum
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Abbildung 22: Volumenunterschiede des Pri- und Parasubiculums innerhalb der Gruppen

PS — Prd- und Parasubiculum, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe

Innerhalb der Gruppen sind statistisch nicht signifikante Volumenunterschiede zu beobachten.

Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter (p = 0,148)
Volumenunterschied von 11,8% zwischen der NPC1”~ (1,469 £ 0,256 mm?) Versuchsgruppe und der
gesunden Kontrollgruppe (1,655 + 0,446 mm?). Auch die therapierten NPC1”~ Versuchstiere lassen im
Vergleich zu ihren unbehandelten Kontrolltieren (1,469 + 0,256 mm?®) reduzierte Volumina
beobachten. Wihrend unter Cyclodextrin ein vermindertes Volumen von 19,4% (1,175 £0,163 mm?;
p= 0,378) nachweisbar ist, zeigt die Miglustatherapie eine Volumenabnahme von 18,4% ( 1,190 +
0,133; p = 0,525). Auch die Kombinationstherapie ldsst bei den kranken Versuchstieren eine
Volumendifferenz von 8% (1,330 + 0,221; p = 0,798) gegeniiber ihren unbehandelten Kontrolltieren
beobachten. Die Therapien untereinander zeigen innerhalb der NPCI1” Versuchgruppe keinen
signifikanten Unterschied (Miglu/Kombi: p = 0,717 ; Miglu/CD: p = 0,938 ; CD only/Kombi:
p = 0,843). Auch in der NPC1"" Versuchsgruppe ist im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren
(1,655 £ 0,446 mm?®) sowohl unter der Cyclodextrintherapie als auch unter der Kombinationstherapie
ein nicht signifikant reduzierteres (p jeweils > 0,050) Volumen zu beobachten. Cyclodextrin zeigt eine

Volumendifferenz von 20,7% (1,312 £ 0,221 mm®) und die Kombinationstherapie einen
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Messwertunterschied von 14,8% (1,410 + 0,303 mm?®). Die Miglustattherapie fithrt zu einem nicht
signifikant erhohten Volumen von 5,5% (1,747 mm?; p = 0,769) im Vergleich zu unbehandelten
gesunden Kontrolltieren. Die Therapieregime untereinander zeigen auch in der gesunden
Versuchstiergruppe keine signifikanten Unterschiede zueinander (Miglu/Kombi: p = 0,656 ;
Miglu/CD: p = 0,552; CD/Kombi: p = 0,814) (Abbildung 22, Tabelle 12).

Tabelle 12: Vergleiche der Volumina im Pri- und Parasubiculum

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI ™" Sham NPCI ™ Sham -11,8 0,148
NPCI ™~ Sham NPCI ™~ CD only - 194 0,378
NPC17" Sham NPCI1 ™" Miglu only -184 0,525
NPCI ™~ Sham NPCI 7/~ Kombi -8,8 0,798
NPCI1 """ Sham NPCI 7" CD only -207 0,155
NPCI1 7" Sham NPCI 7" Miglu only +355 0,769
NPC1 7" Sham NPCI ™" Kombi -14,8 0,445
NPCI ™" Miglu only NPCI 7" Kombi + 11,8 0,717
NPC1 ™" Miglu only NPCI1 "™ CD only - 1,3 0,938
NPCI ™" CD only NPC17" Kombi + 13,2 0,843
NPCI1 7" Miglu only NPCI1 7" Kombi -34 0,656
NPCI ™" Miglu only NPCI ™" CD only =249 0,552
NPCI """ CD only NPCI 7" Kombi +75 0,814

Sham — Scheinbehandlung, CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.3.6 Volumetrische Unterschiede in der Area entorhinalis
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Abbildung 23: Volumenunterschiede der Area entorhinalis innerhalb der Gruppen

AE — Area entorhinalis, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe
Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied der
AE-Volumina der gesunden und erkrankten Versuchstiere (p = 0,012) mit Werten von 4,863 mm?
innerhalb der NPC1"" Gruppe gegeniiber 3,892 mm? in der NPC1™" Gruppe.

Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch signifikanter (p = 0,012)
Volumenunterschied von 20,0% zwischen der NPC1”~- Versuchsgruppe (3,892 + 0,660 mm?) und der
gesunden Kontrollgruppe (4,863 + 1,180 mm?®). Innerhalb der NPC1” Gruppe lassen sich auch unter
Therapie Volumenunterschiede im Vergleich zu ihrer unbehandelten erkrankten Kontrollgruppe
beobachten, die hingegen statistisch nicht signifikant sind (Cyclodextrin-Monotherapie: +3,6%; 4,031
+ 0,660 mm? p = 0,937 ; Miglustat-Monotherapie: +16,0%; 4,515 = 0,520 mm?; p = 0,669 ;
Kombinationstherapie: +16,1%; 4,518 + 0,700 mm3, p =0,637). Auch die Therapieregime
untereinander zeigen innerhalb der der NPC1”" - Versuchsgruppe keine signifikanten Unterschiede
zueinander (Miglu/Kombi: p = 0,997 ; Miglu/CD: p = 0,745 ; CD/Kombi: p = 0,774). Innerhalb der
NPC1"*- Gruppe ldsst die Cyclodextrintherapie einen statistisch nicht signifikanten (p = 0,090)
Volumenunterschied von 20,9% zwischen der behandelten Gruppe (3,844 + 0,830 mm?®) und der
unbehandelten Kontrollgruppe (4,863 £ 1,18 mm?®) beobachten. Auch die Kombi- (5,401 £+ 0,520
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mm? +11,1%; p = 0,598) und die Miglustat-Therapie (3,844 mm?; -2,2%; p = 0,903) zeigen
innerhalb der NPC17*- Gruppe nicht signifikante Differenzen der Messwerte im Vergleich zu ihrer
nicht behandelten Kontrollgruppe. Die Therapien untereinander lassen in der gesunden
Versuchsgruppe nur beim Vergleich von Cyclodextrin- und der Kombinationstherapie einen
signifikanten (p = 0,012) Volumenunterschied von 40,5% beobachten. Die anderen Therapien zeigen

keine signifikanten Differenzen (p jeweils > 0,050) (Abbildung 23, Tabelle 13).

Tabelle 13: Vergleiche der Volumina der Area entorhinalis

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI ™" Sham NPCI™"  Sham -20,0 0,012
NPCI1 ™" Sham NPCI ™" CD only + 3,6 0,937
NPC17" Sham NPCI "~ Miglu only + 16,0 0,699
NPCI ™" Sham NPC1 /" Kombi + 16,1 0,637
NPC1 " Sham NPCI1 ™" CD only -20,9 0,090
NPCI1 7" Sham NPCI 7" Miglu only -2,2 0,903
NPCI " Sham NPCI """ Kombi +11,1 0.598
NPCI ™" Miglu only NPCI”"  Kombi +0,0 0,997
NPCI1 ™" Miglu only NPCI1 "™ CD only -10,7 0,745
NPCI1 ™"~ CD only NPCI "~ Kombi + 12,1 0,774
NPC1 7" Miglu only NPCI 7" Kombi +13,5 0,721
NPCI """ Miglu only NPCI ™" CD only -193 0,669
NPCI " CD only NPCI " Kombi + 40,5 0,012

Sham — Scheinbehandlung; CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung
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3.3.7 Sham-Gruppe zeigt volumetrische Unterschiede im piriformen Kortex
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Abbildung 24: Volumenunterschiede des piriformen Kortex innerhalb der Gruppen

Piri — piriformer Kortex, Sham — scheinbehandelte Gruppe, Combi — kombinationsbehandelte Gruppe,
Miglu only — Miglustat monotherapierte Gruppe, CD only — Cyclodextrin monotherapierte Gruppe
Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied der
Piri-Volumina der gesunden und erkrankten Versuchstiere (p = 0,012) mit Werten von 7,263 mm?
innerhalb der NPCI"* Gruppe gegeniiber 5,867 mm?® in der NPC1”~ Gruppe. Erkrankte therapierte

NPCI™" Versuchstiere zeigen keinen signifikanten Unterschied zu ihren nicht behandelten Kontrolltieren.

Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich ein statistisch signifikanter (p < 0,001)
Volumenunterschied von 20,3% zwischen der NPC17 - Versuchsgruppe (5,867 + 0,640 mm3) und
der gesunden Kontrollgruppe (7,263 + 0,930 mm?®). Unter Therapie lassen sich innerhalb der
NPC17 - Versuchsgruppe nur geringe und nicht signifikante Volumenunterschiede im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe beobachten (Cyclodextrin-Monotherapie: +1,2%; p = 1,000 ;
Miglustat-Monotherapie: +1,9%; p = 1,000 ; Kombinationstherapie: +1,9%; p= 1,000). Auch
untereinander weisen die Therapien bei den NPCI1” Tieren keine signifikanten Unterschiede
zueinander auf (Miglu/Kombi: p = 0,998 ; Miglu/CD: p= 0,995 ; CD/Kombi : p =1,000). Innerhalb der
NPC1"”" Gruppe zeigt die Cyclodextrintherapie einen nicht signifikanten (p = 0,093)
Volumenunterschied von 13,5% zwischen der behandelten (6,369 + 0,780 mm?®) und der

unbehandelten Gruppe (7,263 + 0,930 mm?®). Auch die Miglustat- (6,532 mm?; -11,4%; p = 0,772)
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und die Kombinationstherapie (6,792 £ 0,580 mm?; -7,7%; p = 0,576) lassen bei den therapierten
Tieren ein reduziertes Volumen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren
(7,263 + 0,930 mm?®) beobachten. Die Therapien zeigen bei den gesunden Tieren keine signifikanten
Unterschiede zueinander (Miglu/Kombi: p = 0,938 ; Miglu/CD: p = 0,856 ; CD/Kombi: p = 0,729)
(Abbildung 24, Tabelle 14).

Tabelle 14: Vergleiche der Volumina des piriformen Kortex

Gruppe 1 (100%) Gruppe 2 Differenz (%) Signifikanz (p)
NPCI ™" Sham NPCI”  Sham -20,3 < 0,001
NPCI ™~ Sham NPCI ™~ CD only +1.2 1,000
NPC17" Sham NPCI1 ™" Miglu only + 1,9 1,000
NPCI ™~ Sham NPCI 7/~ Kombi +1,9 1,000
NPCI1 """ Sham NPCI 7" CD only -135 0,093
NPCI1 7" Sham NPCI 7" Miglu only -11,4 0,772
NPC1 7" Sham NPCI ™" Kombi T 0,576
NPC1 7" Miglu only NPC17" Kombi +0 0,998
NPC1 ™" Miglu only NPCI1 "™ CD only -0,7 0,995
NPCI ™~ CD only NPCI”" Kombi +0,8 1,000
NPCI1 7" Miglu only NPCI1 7" Kombi +4,1 0,938
NPCI ™" Miglu only NPCI ™" CD only -24 0,856
NPCI """ CD only NPCI 7" Kombi +6,6 0,729

Sham — Scheinbehandlung, CD only — Cyclodextrin Monotherapie, Miglu only — Miglustat — Monotherapie,

Kombi — Kombinationsbehandlung

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die NPC1-Mutation das Volumen limbischer
Areale im BALB/c Mausmodell wesentlich beeinflusst. Scheinbehandelte NPC1”~ Versuchstiere

“* Miuse. Im Durschnitt lieBen sich

zeigen signifikant kleinere Strukturen als die unbehandelten NPC1
um 17,1 % verkleinerte Hirnareale bei erkrankten Versuchstieren im Vergleich zu ihren gesunden
Kontrolltieren nachweisen. Statistisch signifikant reduzierte Volumina konnten in CAl, im Gyrus
dentatus, im Bereich des Subiculums, innerhalb der Area entorhinalis und im piriformen Kortex
beobachtet werden. Wobei CA1 und der piriforme Kortex besonders stark von der NPC1-Mutation
betroffen zu sein scheinen und Volumendifferenzen zwischen 20,3% (PIRI) und 22,5% (CATl)
aufweisen. Unter Therapie ldsst sich in fast allen untersuchten Arealen eine statistisch nicht
signifikante Abnahme des krankheitsbedingten Volumenverlusts beobachten. Dabei unterscheiden
sich die Kombinations- und Miglustat-Therapie nicht wesentlich voneinander und zeigen im Schnitt

Volumenzunahmen von 16,8% (Miglustat-Monotherapie) und 16,5% (Kombinationstherapie) im

Vergleich zur unbehandelten erkrankten Kontrollgruppe. Die Cyclodextrin-Monotherapie reduzierte
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den krankheitsbedingten Volumenverlust um lediglich 8,5%. Uberraschenderweise zeigen gesunde

7 Mause teilweise reduzierte Volumina in den untersuchten Hirnarealen.

therapierte NPCl1
Bei Betrachtung des Korper- und Hirngewichts sind signifikante Interaktionen zwischen dem Genotyp
und der Behandlungsgruppe zu beobachten. Sowohl das Korper- (Differenz von 45,6%) als auch das
Hirngewicht (Differenz von 21,9%) erkrankter Versuchstiere sind bedeutend niedriger als das der
gesunden Kontrollgruppe. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass scheinbehandelte NPC1”-
Versuchstiere, ein im Verhéltnis zum Kdorpergewicht groBeres Gehirn besitzen als ihre Kontrolltiere.
Unter allen drei Therapieregimen ldsst sich bei den NPC1”~ Versuchstieren eine reduzierte
krankheitsbedingte Abnahme des Korper- und Hirngewichts nachweisen. Zu Beginn der Arbeit
berechnete Schrumpfungsfaktoren zeigen sich normal verteilt und sind unabhéngig von Genotyp, dem

Geschlecht und der Behandlungsgruppe. Dies spricht fiir eine exzellente Qualitit und

Reproduzierbarkeit der histologischen Aufarbeitung.

4 Diskussion

Kognitive Beeintrachtigungen gehoren zu den Kernsymptomen des adulten Morbus Niemann-Pick
Typ C. Unter anderem wurden psychiatrische Symptome sowie Storungen des Gedichtnisses
beschrieben (Sévin et al., 2007; Walterfang et al., 2006). Das limbische System und explizit der
Hippocampus besitzen eine Schliisselrolle bei der Bildung des deklarativen und episodischen
Gedéachtnisses (Walterfang et al., 2013), die eine Untersuchung auf etwaige NPCI1 verursachte
Destruktionen als potentielle Ursache fiir kognitive Beeintrdchtigungen rechtfertigen. Die vorliegende
Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, inwiefern das limbische System durch eine Mutation des NPC1-
Proteins  morphologische Verdnderungen erfihrt und in welchen Mall sich diese durch
unterschiedliche Therapieregime revidieren lassen. Dafiir wird das Volumen des Hippocampus, der
Area entorhinalis und des piriformen Kortex sowohl von scheintherapierten als auch von therapierten
NPC1"”" und NPC1” Versuchsmiusen bestimmt. Eine Abnahme des krankheitsbedingten
Volumenverlusts unter Therapie wird als protektiver Effekt des Wirkstoffs gewertet. Die
Therapieeffekte der Kombi-, Miglustat- und HPBCD-Therapie werden untereinander verglichen und

mit Referenzwerten gesunder scheintherapierter Kontrolltiere verglichen.

4.1 Beurteilung des Tiermodells

Vor Beginn einer jeden Studie am Tiermodell ist zu {iberlegen, welches Modell das menschliche
System und die zu untersuchende Krankheit am besten wiederspiegelt. In der aktuellen Forschung
macht man sich die Analyse von Omics Expressionsdaten von Mensch und Tier zu Nutze, um ein
geeignetes Modell fiir die Beantwortung diverser Fragestellungen identifizieren zu konnen
(Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2020). Aufgrund der niedrigen Priavalenz des Morbus Niemann-
Pick Typ C ist eine direkte Forschung am Menschen und die Untersuchung humaner Gewebeproben

stark limitiert (Grau et al., 2003). Als Konsequenz sind experimentelle Versuche am Tiermodell, fiir
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die Ergriindung der genauen Pathophysiologie und der Auswirkungen einer pharmakologischen
Behandlung, essenziell. Da NPCl unterschiedliche Krankheitsverldufe und ein umfassendes
heterogenes Erscheinungsbild aufweist, ist stets zu beachten, dass nicht alle existierenden Tiermodelle
uneingeschriankt auf das humane Krankheitsbild iibertragbar sind (Patterson et al., 2013; Vanier,
2010). Das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell BALB/c besitzt das Niemann-Pick Typ C1 NIH
Allel, welches sich bei Homozygotie auspragt (Pentchev et al., 1980; The Jackson Laboratoy 2020).
Es handelt sich dabei um das in der NPCl-Forschung am hiufigsten verwendete Tiermodell und
wurde aufgrund seiner zahlreichen Auffiihrungen in der medizinischen Literatur auch in dieser
Forschungsarbeit verwendet. Der klinische Verlauf entspricht am ehesten der frilhen und rasant
fortschreitenden Form des Morbus Niemann Pick Typ C. BALB/c eignet sich damit besonders gut zur
Erforschung der infantilen Verlaufsform (Maue et al., 2012). Diese tritt allerdings viel seltener als die
juvenile oder adulte Form auf, was zugleich einen der grofiten Kritikpunkte des verwendeten
Mausmodells ausmacht. Der Phinotyp eines anderen etablierten Mausmodells, C57BL® NPC1"™"%,
entspricht hingegen der deutlich hiufigeren spdten Form des Morbus Niemann Pick Typ C und ist
damit ebenfalls von besonderer Bedeutung fiir die Forschung (Maue et al., 2012). Diverse Studien
zeigen, dass die Maus auf molekularer Ebene sehr éhnlich wie der Mensch reagiert (Max Planck
Gesellschaft, 2020). Inwieweit Ergebnisse aus Tierversuchen auf den Menschen iibertragbar sind, wird
kontrovers diskutiert und macht das sorgféltige Abwegen der Notwendigkeit einer Tiermodell-Studie
umso wichtiger. Trotz der herausragenden Stellung der Maus als Forschungsinstrument, sollten
Tierversuche im Allgemeinen auf ein unerldssliches Mal} gesenkt werden und den Tieren stets eine

bestmdogliche Haltung gewéhrt werden (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2020).

4.2 Kiritische Beurteilung der Pharmakotherapie

Bedauerlicherweise konnte bislang kein kurativer Therapieansatz der Stoffwechselerkrankung Morbus
Niemann Pick Typ C1 beschrieben werden. Im Vordergrund der géngigen Behandlungsregime stehen
sowohl die Symptomkontrolle als auch der Erhalt von Lebensqualitit und der aktiven Teilhabe
am  Gesellschaftsleben. In dieser Arbeit erfolgte neben der zahlreich bewihrten
SRT/BPT-Kombinationstherapie  (Substrate-Reduction-Therapy/By—Product-Replacement-Therapy)
die differenzierte Applikation der Medikamente Miglustat und HPBCD an NPC1-Mutanten und ihren
Kontrolltieren, um deren individuelle Wirkweise darzustellen und die Therapieregime untereinander
zu vergleichen (Maass et al., 2015; NeBlauer et al., 2019; Patterson et al., 2013). Die NPCl1-
Forschungsgruppe der Universititsmedizin Rostock konnte bisher anhand des Mausmodells ein
therapeutischen Nutzen der Kombinationstherapie im Hinblick auf corneale Lipidablagerungen,
cerebelldre neurodegenerative Prozesse und der Proliferationsaktivitit olfaktorischer Epithelien
nachweisen, sodass auch die Untersuchung limbischer Areale unter Therapie naheliegend war
(Hovakimyan et al., 2013a/b; Hovakimyan et al., 2011; Maass et al., 2015; Meyer et al., 2017; Witt et
al., 2018). Miglustat ist seit 2009 das einzige Medikament, welches fiir die palliative Behandlung des
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Morbus Niemann Pick Typ C1 zugelassen ist (European Medicine Agency, 2020). Neben zahlreicher
Ergebnisse aus Tierversuchsreihen, die einen krankheitsmodifizierenden Benefit beobachten lassen,
konnte Miglustat durch seinen vermehrten Einsatz und die wachsende klinische Erfahrung, seine
Wirksamkeit unter Beweis stellen (Pineda et al., 2018; Pineda et al., 2019; Sedel et al., 2016). Um
klinisch relevante Daten hervorbringen zu konnen, ist Miglustat auch in dieser Studie ein obligater
Bestandteil des Therapieregimes und wurde als Monotherapeutikum oder in Kombination verabreicht.
Allopregnanolon hingegen scheint ein in der NPCl-Therapie unterschitztes Therapeutikum
darzustellen. Préklinische Studien zeigen, dass es als Proliferationsfaktor neuronaler Stammzellen
fungiert und damit fiir die Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen geeignet ist. Der protektive
Effekt des Neurosteroids wird in zahlreichen Forschungsarbeiten erwidhnt und rechtfertigt die
Applikation von Allopregnanolon im Rahmen der Kombinationstherapie auch in dieser Arbeit
(Hernandez & Brinton, 2019; Karout et al., 2016). Der Wirkstoff 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
(HPBCD) wurde sowohl in Kombination als auch als Monotherapeutikum verabreicht. Er diente
bereits in diversen Studien als Triagerstoff von Allopregnanolon und zeigte dabei einen eigenen
signifikanten Benefit auf den Krankheitsverlauf des Morbus Niemann-Pick (Davidson et al., 2009;
Griffin et al., 2004). Wiéhrend einer offenen Phase-1-2a-Studie (September 2013 - Januar 2015) im
National Institutes of Health (NIH, Bethesda, MD, USA) konnte, bei akzeptablen Sicherheitsprofil,
eine verlangsamte Krankheitsprogression beobachtet werden und unterstiitzte damit die Einleitung
weiterer kontrollierter, randomisierter und multinationaler Studien (Ory et al., 2017). Der Gebrauch
von HPBCD wird, trotz vielversprechender Ergebnisse, durch die intrathekale Applikation und der
notwendigen hohen Dosen begrenzt (Kulkarni et al., 2018). Die Wichtigkeit einer zusétzlichen Studie
zum Cylcodextrin-basierten Prodrug (ORX-301), welches in der Lage ist, die therapeutischen
Einschrankungen zu iiberwinden, wird umso deutlicher (Kulkarni et al., 2018). ORX-301 wirkt bei
verringerten Dosen effizienter als HPBCD und kann dariiber hinaus die Blut-Hirn-Schranke passieren.
Gegenwirtig wird HPBCD in einer multinationalen klinischen Phase-2b-3-Studie getestet. Ergebnisse
sind Dbisher nicht verdffentlicht (National Center of Advancing Translational Sciences, National
Institutes of Health, 2020). Im folgenden Diskussionsteil werden alle erhobenen Daten mit denen der
scheinbehandelten NPC1™" Versuchsgruppe verglichen, um die Ergebnisse einheitlich darstellen zu

konnen.

4.3 Gewichtsunterschiede innerhalb der Gruppen

Das Korpergewicht der scheinbehandelten NPC17/ Versuchstiere zeigt sich gegeniiber der
unbehandelten gesunden NPC1"" Miuse um 45,6 % reduziert. Unter Kombinationstherapie waren die
Messwerte der NPCI1” Versuchstiere im Vergleich zu ihren scheinbehandelten erkrankten
Kontrolltieren um 40,6% erhoht. Damit erreichten sie 76,5% des Referenzgewichts (RG) der
gesunden Vergleichsgruppe. Auch die HPBCD- (+52,1%; 82,8% vom RG) und die
Miglustat-monotherapierten (+62,8%:; 88,6% vom RG) NPC1” Versuchstiere zeigten im Vergleich zu
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ihren scheintherapierten Kontrollgruppen eine Zunahme des Korpergewichts (Abbildung 15).
Diverse Forschungsarbeiten bestétigen, dass der krankheitsbedingte Gewichtsverlust ein signifikanter
Indikator fiir die Progression des Morbus Niemann Pick Typ C sei (Ahmad et al., 2005; Morris, 1982;
Voikar et al.,, 2002). Als mogliche Ursache fiir den fortschreitenden Gewichtsverlust werden
cerebelldre Einschrankungen, die sich in Form von Ataxien und motorischen Einbuflen présentieren,
diskutiert. Eine Dysphagie kann bei ungefiahr 80% der NPC-Patienten nachgewiesen werden und stellt
damit einen der groBten Risikofaktoren fiir eine motorisch beeinflusste Nahrungsaufnahme dar
(Garver, Francis, et al., 2007; Patterson et al., 2013; Walterfang et al., 2012). Neben der
verschlechterten neuromuskuldren Koordination wird auBlerdem ein NPCl-Protein-Verlust im
enteralen Nervensystem diskutiert. Lipidspeicherungen in gastrointestinalen Neuronen sind ein
hiufiges Phidnomen bei NPC-Patienten und konnen urséchlich fiir eine enterale Dysfunktion sein
(Gilbert et al., 1981; Kapur et al., 2009). Auch die beim NPC héufig beschriebenen
Leberfunktionsstorungen durch Lipidakkumulationen und resultierende Beeinflussungen des
Cholesterolhaushalts werden als mogliche Ursache des krankheitsbedingten Gewichtsverlust diskutiert
(Beltroy et al., 2005; Li et al., 2005). In dieser Arbeit konnte sowohl unter Kombinations- als auch
unter beiden Monotherapien eine verminderte Gewichtsabnahme beobachtet werden. HPBCD wirkt
dabei vermutlich iiber eine Unterdriickung von SREBP2 Zielgenen, was letztlich eine verminderte
Cholesterin Synthese bedingt. Uberschiissiges Cholesterol wird dabei in den metabolisch aktiven Pool
umlagert und schlieBlich iiber die Gallensiure ausgeschieden, sodass pathologische Lipidablagerungen
reduziert werden (Liu et al., 2010). Der Wirkstoff Miglustat verhindert als reversibler Inhibitor der
Glucosylceramid-Synthase (GCS) ebenfalls das Voranschreiten der krankheitsdefinierenden
Lipidakkumulation (Plattm et al., 1994) und hat gleichzeitig einen positiven Einfluss auf die Calcium
Homostase (Lloyd-Evans et al, 2003, 2008; Lloyd-Evans & Platt, 2011). Sowohl die
Kombinationsbehandlung als auch beide Monotherapien zeigen 4dhnliche Ergebnisse. Die
NPC1”" Miglustat-monotherapierte Gruppe weist in dieser Arbeit die grofte Korpergewichtsdifferenz
im Vergleich zu den unbehandelten erkrankten Maiusen auf. Wie genau die -einzelnen
Behandlungsregime und ihre Wirkmechanismen der Gewichtsabnahme entgegenwirken und auf
welches Medikament der Therapieeffekt innerhalb der Kombinationstherapie zuriickzufiihren ist, kann
nicht abschlieBend gekldrt werden. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die genaue Genese

der Gewichtsabnahme zu verstehen und Therapietargets optimal ausrichten zu konnen.

4.4 Unterschiede des Hirngewichts

In dieser Arbeit zeigten die NPC1"-Tiere kleinere Gehirne als ihre gesunden Kontrolltiere. Bei
Beriicksichtigung des Korpergewichts stellte sich heraus, dass die scheinbehandelten
NPC1”Versuchsmiuse ein im  Verhdltnis zum  Korpergewicht  groBeres  Gehirn
(Quotient: Hirngewicht/Korpergewicht)  aufweisen (Abbildung 17, Tabelle 7). Es ist also

anzunehmen, dass die NPC1-Mutation das Korpergewicht stiarker beeinflusst als das Hirngewicht. Das
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Hirngewicht lie ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen und in jeder
Behandlungsgruppe beobachten (Abbildung 16). Dabei weisen die erkrankten unbehandelten Tiere
21,1% niedrigere Messwerte als ihre gesunden Kontrolltiere auf. Die Cyclodextrin-monotherapierte
NPC1”" Versuchsgruppe erreichte 86,7% des Referenzgewichts der gesunden Kontrollgruppe. Damit
scheint die Cyclodextrin-Therapie im Hinblick auf die Hirngewichtsabnahme wirkungsvoller als die
Kombinationstherapie (84,0% vom RG) und die Miglustat-Monotherapie (86,1% vom RG) zu sein.
Die Ergebnisse dieser Arbeit korrelieren mit anderen Studiendaten zur Reduktion des Hirngewichts
unter Morbus Niemann Pick Typ C. Diese zeigen teilweise Messwertdifferenzen von iiber 30%
zwischen den NPC1” - und NPC1"" - Hirnen im Mausmod (Beltroy et al., 2005; Maass et al., 2015;
Tanaka et al, 1988). Dariiber hinaus wurden signifikante Volumenreduktionen der
Kleinhirnhemisphiren und anderer Hirnareale wie der Medulla oblongata beschrieben, die den
Gewichtsunterschied erklidren konnten (German et al., 2001; Luan et al., 2008). Als weitere mogliche
Ursache werden die fortschreitende Destruktion neuronalen Gewebes und die damit einher gehenden
atrophischen Verdnderungen diskutiert. Typische intrazellulire Gangliosidspeicherungen sind
hauptsichlich in den groen Pyramidenzellen, in Neuronen des Thalamus sowie des Hippocampus und
in den Purkinjezellen des Cerebellums zu finden (German et al., 2001; Zervas, Dobrenis, et al., 2001).
Diese Hirnregionen zeigen besonders schwere Degenerationserscheinungen und Atrophiezonen, die
sich teilweise mithilfe von MRT-Verfahren darstellen lassen und fiir den beobachteten
Gewichtsverlust verantwortlich sein konnten (Kohlschiitter, 2015). Mit  Voranschreiten der
Erkrankung degenerieren nahezu sédmtliche Purkinjezellen und auch im Hirnstamm ist ein Verlust
dopaminerger Neurone zu beobachten (Luan et al., 2008). Des Weiteren werden degenerativ
veridnderte Myelinscheiden im NPC1”" Tiermodell beschrieben, die ebenfalls ursichlich fiir zentrale
Substanzsverluste und Messwertdifferenzen sein konnten (Lope-Piedrafita et al., 2008). Inwiefern die
genannten neurodegenerativen Prozesse an der Reduktion des Hirngewichts beteiligt sind, ldsst sich

nicht eindeutig sagen und muss in weiteren Studien erforscht werden.

4.5 Volumenbestimmung limbischer Areale
Morbus Niemann-Pick bedingte neuropathologische Verdnderungen des limbischen Systems sind

weitestgehend unerforscht. In der Literatur sind einige wenige NPC1-Studien zu finden, die sich mit
den morphologischen Verdnderungen betrachteter Hirnareale unter Therapie oder Placebo
beschiftigen. Im Folgenden wird daher vor allem Bezug zu den Forschungsarbeiten der Gruppe um
Ong et al. (2001) und Walterfang et al. (2013) genommen und mit Ergebnissen dieser Arbeit
verglichen. Aufgrund der Sonderstellung des limbischen Systems und der Wichtigkeit seiner
uneingeschriankten Funktion, liegt der Fokus dieser Studie auf der Darstellung potentieller Einfliisse
der NPC1-Mutation auf das Volumen des Hippocampus, der Area entorhinalis und des piriformen
Kortex. Bisherige Daten zum NPC1 weisen in der Regel eine progressive Degeneration neuronalen
Gewebes erkrankter Patienten und Tiere nach. Héufig wird vor allem das Kleinhirn mit seinem

immensen neuronalen Zellverlust und etlichen Atrophiezonen als besonders stark betroffen
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beschrieben (German et al., 2001; Tanaka et al., 1988). Im Laufe der NPC1-Erkrankung ist nahezu das
gesamte Gehirn von den Degenerationserscheinungen betroffen. Das genaue Ausmall der Destruktion
und inwiefern das limbische System und der Hippocampus mit seinen Subregionen betroffen sind,

konnte bis heute nicht vollstindig erfasst werden.

4.5.1 Cornu Ammonis Region 1

Es ist aus der Literatur bekannt, dass sich im NPC1-Mausmodell degenerative Verdnderungen im
limbischen System mit gestorter Langzeitpotenzierung und Reduktion der Neuronen- und
Synapsenzahl finden lassen (Byun et al., 2011; Zhou et al., 2011). Die Hippocampus-Subregion Cornu
Ammonis Region 1 (CAl) stellt iiber den Alveus und die Fimbrien die Haupt-Outputstelle des
Hippocampus dar und erhilt ihre Afferenzen hauptséchlich iiber die Schaffer’schen Kollateralen und
reziproke Projektionen vom Subiculum (Barnes et al., 2000; Duvernoy, 2005). Wenn man die
individuelle Empfindlichkeit der unterschiedlichen Felder des Cornu Ammonis betrachtet, zeigt sich,
dass CAl als ,,vulnerabler—Sektor dem ,,resistenten—Sektor CA3 gegeniibergestellt wird (Duvernoy,
2005). So wurde auch in der Forschungsarbeit der Gruppe um Ong et al (2001) gezeigt, dass die
Region CAl erkrankter NPC1” Versuchstiere (BALB/c-Mausmodell) eine dichte Degeneration
terminaler Pyramidenzellen aufweist, wéihrend CA3 von morphologischen Veridnderungen
ausgenommen bleibt (Ong et al., 2001). Auch Studien zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen
wie Alzheimer weisen einen auf CAl und dem Subiculum begrenzten Zelluntergang nach. CA3 blieb
stets unbetroffen (Simié et al., 1997; West, 1993). Vertex Analysen der NPC1-Studie um Walterfang
et al. (2013) weisen dariiber hinaus eine signifikante Volumenreduktion der CA1l-Subregion des
Hippocampus nach. Forschungsergebnisse wie diese und die der Gruppe um Ong et al. (2001)
korrellieren mit Daten der vorliegenden Arbeit, die bei erkrankten Maiusen einen signifikanten
Volumenverlust in CA1l, aber nicht in CA3, beobachten lassen. Innerhalb der scheintherapierten
Gruppe zeigte sich bei den NPC17”~ Versuchstieren ein signifikant kleineres CA1-Volumen von 22,5%
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Unter Kombinationstherapie liegt das Volumen erkrankter
Tiere bei 99,6% des CAl-Referenzvolumens (RV) der gesunden Kontrolltiere. Das Volumen unter
Miglustat-Monotherapie liegt bei 99,4% und das der Cyclodextrin-therapierten Mause bei 90,3% des
RVs. Damit zeigt die HPBCD-Monotherapie einen kleineren protektiven Effekt als die Kombinations-
und Miglustattherapie (Abbildung 18, Tabelle 8). Bislang existieren kaum Fremdarbeiten, die
Volumenverdanderungen des limbischen Systems unter Therapie betrachten. Die NPCI-
Foschungsgruppe der Universitdtsmedizin Rostock hat in den vergangenen Jahren Studien zur
Steigerung der Proliferationssaktivit des Riechepithels unter Mono- und Kombinationstherapie
durchgefiihrt, die nachweisen, dass sowohl die Kombinations- als auch die HPBCD-Monotherapie dem
krankheitsbedingten Neuronenverlust olfaktorischer Hirnareale entgegenwirken (Meyer et al., 2017;
Witt et al., 2018). Aufgrund der zahlreichen Verschaltungen des Bulbus Olfactoris zur Area
preapiriformis und dem Hippocampus, der Geruchseindriicke mit Emotionen verknlipft, liegt es nahe,

Parallelen zwischen dem Therapieeffekt auf olfaktorische Areale und limbischen Hirnregionen zu
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ziehen. Auch die Gruppe um D’ Arcangel et al. (2016) berichtet, dass Miglustat die krankheitsbedingte
Beeintrachtigung synaptischer Plastizitit der Region CAl verbessern kann. Haufig wird ein kausaler
Zusammenhang zwischen neuronalem Zellverlust, Hirnatrophien und damit verbundenen
Volumenreduktionen diskutiert (Zeiler & Auff, 2007). Die bereits beschriebene Destruktion terminaler
Pyramidenzellen in CA1 und damit verbundene insuffiziente Synpasenbildung kénnten durchaus fiir
die beobachtete Volumenreduktion in Frage kommen (Ong et al., 2001; Zeiler & Auff, 2007). Auch
eine allgemein hohere Anfilligkeit von CAl und seiner mehrfachen Verschaltung {iiber die
Schaffer’schen Kollateralen, dem Subiculum, Alveus und der Fimbrien kénnten beim Ausbleiben der
physiologischen Afferenzen zu einem reduzierten Volumen beitragen (Duvernoy, 2005). Wéhrend
neokortikale Neuronenverluste mit Storungen der Hirnleistung korrelieren, werden Neuronenverluste
im limbischen System besonders mit psychischen Funktions- und Gedéchtnisstérungen assoziiert.
Aufgrund der CA1 zugeschriebenen Aufgaben im Netz des Hippocampus, wie beispielsweise dem
Abruf autobiographischen Wissens (Bartsch et al., 2011) oder der wesentlichen Rolle bei der
rdumlichen Orientierung (Suthana et al., 2009), konnte der Volumenverlust durchaus Ursache fiir die
hiufig beobachteten kognitiven Einschrinkungen bei NPCI1-Patienten oder der Veschlechterung des
rdumlichen Lernens im NPC1-Mausmodell sein (D’ Arcangelo et al., 2016; Hovakimyan et al., 2013a;
Zeiler & Auff, 2007). Die NPC1-Gruppe der Universitdtsmedizin Rostock priifte mithilfe des Morris-
Water-Maze-Tests den Einfluss der SRT/BRT Kombinationstherapie auf das raumliche Lernen und
Gedichtnis erkrankter NPC1”~ Tiere. Dabei konnte ein statistisch signifikanter Benefit unter Therapie
widerlegt werden (Hovakimyan et al., 2013a; Maal3, 2014). Warum sich in dieser Arbeit sowohl unter
Kombinationsbehandlung als auch unter beiden Monotherapien ein reduzierter krankheitsbedingter
Volumenverlust in CA1 darstellt, die Verbesserung der rdumlichen Lernprozesse aber ausbleibt, ist

weiterhin unklar und macht zusitzliche Forschungsarbeiten notwendig.

4.5.2 Cornu Ammonis Region 3

Die Subregion CA3 besitzt ebenso wie CAl eine wichtige Rolle beim Codieren neuer rdumlicher
Informationen und erhélt seine Afferenzen hauptsidchlich vom Gyrus dentatus (Stupien et al., 2003).
Gleichzeitig sendet CA3 reziproke Projektionen zuriick und scheint an der Regulierung der
Neurogenese im DG beteiligt zu sein (Liu et al., 2011). Wie bereits unter 4.5.1. beschrieben, zeigten
sich in CA3 weder in den scheinbehandelten noch in den Behandlungsgruppen signifikante
Volumenunterschiede. Diese Ergebnisse korrelieren mit Daten anderer Studien, die CA3 als
»resistenten— Sektor beschreiben und auch im NPCI-Tiermodell keine morphologischen
Veridnderungen beobachten konnten (Duvernoy, 2005; Ong et al., 2001). Ursache fiir das
Fehlen signifikanter volumetrischer Verdnderungen innerhalb der Region CA3 konnte ihr
autoassoziatives Netzwerk sein (Gilbert & Brushfield, 2009; Ishizuka et al., 1990). Die CA3-Neurone
sind  sowohl untereinander als auch iber riickldufige Kollateralverbindungen miteinander
verbunden. Moglicherweise gelingt es CA3 iiber dieses Netzwerk, trotz etwaiger

Degenerationsprozesse, eine funktionierende Verschaltung und Synapsentétigkeit zu gewéhrleisten.
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Damit konnte die Kommunikation zwischen den ortsstindigen Pyramidenzellen aufrechterhalten und
ein Substanzverlust aufgrund fehlender Afferenzen verhindert werden. Wéhrend das CA3-Volumen
unter HPBCD-Monotherapie das Referenzvolumen (RV) der gesunden scheintherapierten
Kontrollgruppe um 0,8% iiberschritt, sind es unter Kombinationstherapie sogar 7,2%. Auch unter
Miglustat-Therapie lieBen die behandelten NPC17 Miuse ein 4,6% groBeres Volumen als das der
scheinbehandelten NPC17" Gruppe beobachten. Innerhalb der scheintherapierten Gruppe erbrachte
die CA3-Volumenbestimmung um 8,6% reduzierte Messwerte bei den erkrankten Miusen im
Vergleich zu ihren gesunden Kontrolltieren (Abbildung 19, Tabelle 9). Es kommt also trotz der in der
Literatur beschriebenen resistenten Stellung von CA3 zu einer geringfiigigen Volumenabnahme, die
sich unter allen drei Therapieregimen abschwichen und das Volumen der gesunden NPC1™" Tiere
sogar iiberschreiten ldsst. Die Region 3 des Cornu Ammonis scheint damit eine untergeordnete Rolle
bei der Entstehung NPC1-mutationsbedingter Symptome einzunehmen. Warum das Cornu Ammonis
innerhalb seiner Subregionen so unterschiedlich auf die NPC1-Mutation reagiert und sich CAl

anfélliger als CA3 zeigt, sollte innerhalb weiterer Studien geklart werden.

4.5.3 Gyrus dentatus

Der Gyrus dentatus erhélt iiber den Tractus perforans als erste Instanz der Hippocampusformation
Afferenzen des entorhinalen Kortex. Er ist wesentlich an der Bildung des episodischen Gedéchtnisses
beteiligt und nach aktuellem Stand der Wissenschaft, der einzige Ort im adulten Gehirn, der zur
Neurogenese fihig ist (Anacker & Hen, 2017; Sahay et al., 2007). Zum aktuellen Zeitpunkt scheint es
keine vergleichbare Forschungsarbeit zur Analyse des Gyrus dentatus im NPC1-Modell zu geben.
Anhand der gesammelten Daten kann ein signifkanter Einfluss der NPC1-Mutation auf das Volumen
des Gyrus dentatus angenommen werden. Die Ergebnisse der Volumenbestimmung zeigen innerhalb
der scheintherapierten Gruppe ein signifikant unter den Werten gesunder Méiuse liegendes
Messergebnis von 16,9% bei den erkrankten Tieren. Unter Kombinationstherapie erreichen die
NPC1”" Miuse 90,7% des RVs. Die Miglustat-behandelten Versuchstiere zeigen ein DG-Volumen,
welches mit 91,7% dem RV der gesunden unbehandelten Kontrolltiere ziemlich nahe kommt. Unter
HPBCD Therapie wurden lediglich 83,5% des RVs erreicht (Abbildung 20, Tabelle 10). Damit zeigt
die Cyclodextrin-Monotherapie auch in diesem Subareal des Hippocampus den kleinsten protektiven
Effekt auf den krankheitsdefinierenden Volumenverlust. Eine mogliche Ursache fiir das
Therapieversagen unter HPBCD kdnnte ein lokalisationsabhéngiger Effekt des Wirkstoffes sein, der
sich unterschiedlich innerhalb des neuronalen Systems prasentiert. Denkbar wire auch, dass die
potentielle Wirkung von HPBCD durch seine diirftigen physikochemischen Eigenschaften und seiner
eingeschrinkten Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke limitiert wurde (Kulkarni et al., 2018). Anstelle
der in dieser Arbeit durchgefiihrten intraperitonealen HPBCD-Applikation, kdnnten alternativ
intrathekale Injektionen vollzogen werden, um mogliche pharmakokinetische Hindernisse zu

umgehen. Warum die HPBCD-Therapie in diesem Areal und in CA1/CA3 weniger wirksam ist, als in
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anderen Studien beschrieben, kann nicht abschlieBend gekldart werden und muss in weiteren

Forschungsarbeiten untersucht werden.

4.5.4 Subiculum

Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigt sich bei den NPC1”~ Versuchstieren ein signifikant
kleineres Volumen von 19,4% im Vergleich zu ihrer gesunden Kontrollgruppe. Bislang scheint es
keine Forschungsarbeit zu geben, die den Therapieeffekt der Kombinations- beziehungsweise der
betrachteten Monotherapien auf NPC1 bedingte morphologischen Verdnderungen des Subiculums
{iberpriift. Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Miglustat monotherapierte NPC17”~ Versuchstiere das
Referenzvolumen gesunder Kontrolltiere um  17,7%  iberschreiten. =~ Wihrend unter
Kombinationstherapie das Subiculumvolumen 1,4% iiber dem Volumen der scheinbehandelten
NPC1"* Miuse liegt, erreicht die HPBCD-monotherapierte Gruppe lediglich 95,6% des RVs
(Abbildung 21, Tabelle 11). Damit zeigt die HPBCD-Monotherapie auch im Bereich des Subiculums
den geringsten protektiven Effekt auf den krankheitsbedingten Volumenverlust. Ergebnisse der
scheintherapierten Gruppe korrelieren mit Daten der Gruppe um Walterfang et. al (2013), die ebenfalls
einen NPC1-Mutations bedingten Volumenverlust im Subiculum nachgewiesen haben. Als mogliche
Ursache dafiir kommt das mutationsbedingte Auftreten von neurofibrilliren Biindeln (NFB) im
Bereich des Subiculums in Frage, was unter anderem bei post-mortem untersuchten NPC1-Patienten
beobachtet werden konnte (Love et al., 1995; Kipuko Suzuki et al., 1995). In der Literatur werden
diese vor allem im Zuge von Alzheimer-Studien mit Volumen- und Neuronenverlusten im
Hippocampus assoziiert, was einen durch NFBs bedingten Substanzverlust im Bereich des Subiculums
plausibel erscheinen ldsst (Bobinski et al., 1996). NFBs und damit einhergehende Destruktionen
werden hédufig mit der Pathogenese des fiir Alzheimer typischen Gedéchtnisverlustes in Verbindung
gebracht. Damit stehen sie auch im Verdacht den bei NPC1 erkrankten Patienten und Tieren
beobachteten kognitiven Abbau zu verursachen (Ashe, 2001; Bobinski et al., 1996). Das Subiculum
stellt die Verbindungsstruktur zwischen Hippocampus und dem Gyrus parahippocampalis dar. Man
nimmt an, dass eine funktionelle Trennung zwischen dem ventralen und dorsalen Abschnitt des
Subiculums besteht. Wihrend der ventrale Part mit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse in Verbindung zu stehen scheint, ist der dorsale Part an der Prozessierung von rdumlichen
Einfliissen beteiligt (Cooper et al., 2006; Mueller et al., 2004; O’Mara, 2006). In dieser Arbeit wurde
das Subiculum wihrend der stereologischen Quantifizierung vollstindig und ohne Unterteilung
betrachtet. Auf welchen Abschnitt die beobachteten volumetrischen Unterschiede zutreffen und
warum die HPBCD-Behandlung den geringsten Therapieeffekt aufweist, ldsst sich nicht sicher sagen

und sollte in weiteren Forschungsarbeiten geklart werden.

4.5.5 Prasubiculum und Parasubiculum
Sowohl Pré- als auch Parasubiculum (PS) scheinen an der Verarbeitung rdumlicher Eindriicke mithilfe

ihrer ,,grid— und ,,place— Zellen beteiligt zu sein. Beide Areale werden hiufig dem dorsalen Part
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des Subiculums zugeordnet (Boccara et al., 2010; Tang et al., 2016). Die Ergebnisse der
Volumenvermessung des Pra- und Parasubiculum ergaben keine statitisch signifikanten Unterschiede
zwischen den Genotypen oder innerhalb der Behandlungsgruppen. Die scheintherapierten NPC1™-
Versuchstiere zeigen ein um 11,8% reduziertes Volumen gegeniiber ihren gesunden Kontrolltieren.
Unter Kombinationstherapie erreichen die erkrankten Tiere 80,4% des Referenzvolumens ihrer
gesunden Kontrollgruppe. Ahnliche Werte lassen sich auch unter Miglustat- (71,9% des RVs) und
unter HPBCD-Monotherapie (71,0% des RVs) beobachten (Abbildung 22, Tabelle 12). Therapierte
NPC1”" Miuse zeigen damit ein geringeres PS-Volumen als das der scheintherapierten erkrankten
NPC1”" Versuchstiere. Es ist also anzunehmen, dass die Therapieregime im Hinblick auf den Bereich
des Prd- und Parasubiculums keinen protektiven Effekt aufweisen und den krankheitsbedingten
Volumenverlust sogar aggravieren. Warum sich hier im Gegensatz zu den anderen betrachteten
Hirnregionen ein durch die Therapie verkleinertes Volumen beobachten ldsst, ist fragwiirdig und muss
in weiteren Studien untersucht werden. Als mdgliche Ursachen fiir die intensivierte PS-
Volumenreduktion unter Therapie, lassen sich sowohl das heterogene Therapieansprechen der
betrachteten Hirnareale als auch zahlreiche Nebenwirkungen der verwendeten Therapeutika nennen.
Sowohl Miglustat als auch HPBCD scheinen {iber eine Verdnderung neuronaler
Lipidzusammensetzungen die Myeliniserung zu beeintrichtigen und konnten damit ursichlich fiir den
beobachteten Volumenverlust sein (Schlegel et al., 2016). Mdgliche Nebenwirkung kamen
wahrscheinlich besonders im Bereich des Préa- und Parasubiculums zum Tragen und relativierten dort

den positiven Benefit eingesetzter Wirkstoffe.

4.5.6 Area enthorinalis

Die Area entorhinalis (AE) stellt die Verbindung zwischen Hippocampus und Neokortex dar. Sie
sendet zahlreiche Efferenzen an alle Subfelder des Hippocampus (Kerr et al., 2007; Van Cauter et al.,
2013) und ist sowohl an der Prozessierung rdumlicher als auch propriozeptiver Informationen
beteiligt (Hafting et al., 2005; Hargreaves et al., 2005). Bislang existieren keine empirischen
Untersuchungen, die sich mit NPC1 bedingten morphologischen Verdnderungen der AE befassen.
Anhand der gesammelten Daten kann jedoch ein signifikanter Einfluss der NPC1-Funktion auf das
Volumen der AE angenommen werden. Die Ergebnisse der Volumenbestimmung zeigen innerhalb der
scheinbehandelten Gruppe ein um 20% signifikant reduziertes Volumen der erkrankten Versuchstiere.
Sowohl unter Kombinations- als auch unter Miglustattherapie erreichten die erkrankten Tiere nahezu
ihr AE-Referenzvolumen (Kombi: 92.9%; Miglustat: 92,8%). HPBCD therapierte NPC1”~ Mause
wiesen lediglich 82,9% des RVs ihrer gesunden Kontrolltiere auf (Abbildung 23, Tabelle 13).
Damit zeigt sich die HPBCD-Monotherapie, auch im Bereich der AE, den anderen Therapieregimen
unterlegen und weist den kleinsten protektiven Effekt auf. NPC1-Forschungsarbeiten beschreiben das
Auftreteten von neurofibrilliren Biindeln im Bereich der Area entorhinalis, die sich als Reaktion auf
abnormale Lipidspeicherungen zu bilden scheinen (Love et al., 1995). Wie bereits beschrieben werden

NFBs mit neuronalen Atrophiezonen und Volumenreduktionen assoziiert und konnten auch im
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Bereich der Area entorhinalis ursdchlich fiir den beobachteten Volumenverlust sein. Studien zu
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer berichten von Zelluntergdngen im
Bereich der AE, die mit auftretenden Gedéchtnisstorungen in Verbindung gebracht werden (Price et
al., 2001). Da Krankheiten der Gruppe neurodegenerativer Leiden unzdhlige Parrallelen zueinander
aufweisen, konnten derartige Neuronenverluste auch durch die NPC1-Mutation verursacht werden und
Grund fiir die hiufig auftretenden kognitiven EinbuBlen der Stoffwechselerkrankung sein (Price et al.,
2001). In dieser Arbeit weisen der piriforme Kortex und die Area entorhinals einen &hnlichen
Volumenverlust von etwa 20% auf. Aufgrund ihrer Verschaltung untereinander und des analogen
Ausmafes abnehmender Substanz, konnte man eine gleichartige Pathogenese vermuten. Die AE ldsst
sich anatomisch in den medialen und lateralen entorhinalen Kortex unterteilen (Van Cauter et al.,
2013). In dieser Arbeit wurde das Rindenareal wéhrend der stereologischen Quantifizierung ohne
Untergliederung betrachtet. In welchem Ausmal} die Subareale von der Volumenreduktion betroffen

sind, ldsst sich nicht sicher sagen und macht weitere Untersuchungen notwendig.

4.5.7 Piriformer Kortex

Der piriforme Kortex (PIRI) besitzt als Part des Rhinencephalons eine wichtige Rolle bei der Bildung
eines olfaktorischen Arbeitsgedédchtnisses und der Diskriminierung von Geriichen (Howard et al.,
2009; Zelano et al., 2009). Innerhalb der scheintherapierten Gruppe zeigen die erkrankten Méuse ein
signifikant reduziertes Kortexvolumen von 20,3% im Vergleich zu ihren gesunden Kontrolltieren. Die
Behandlungsregime erzielen im Bereich des piriformen Kortex sehr dhnliche Ergebnisse. Wahrend die
HPBCD-monotherapierte Gruppe 80,6% des PIRI-Volumens der gesunden Referenzgruppe
erreicht, sind es unter Kombinationstherapie 81,3%. Die Miglustat-monotherapierten NPC1™”
Versuchstiere zeigen 81,2% des Referenzvolumens ihrer gesunden Kontrollgruppe (Abbildung 24,
Tabelle 14). Im Vergleich zur untherapierten NPC1”~ Versuchsgruppe, ldsst sich kein wesentlicher
protektiver Effekt auf den krankheitsbedingten Volumenverlust nachweisen. Der in den
Untersuchungen beobachetete drastische Volumenverlust bei untherapierten NPC1”~ Miusen konnte
auf die in der Literatur beschriecbenen NFBs und Cholesterolablagerungen im Bereich des PIRIs
zuriickzufiihren sein, die hdufig mit neuronalen Atrophiezonen assoziiert werden (Bobinski et al.,
1996; Distl et al., 2003). Dariiber hinaus hat die Gruppe um Yamada et al. (2001), neben zahlreichen
weiteren Hirnarealen, NPC1 mutationsbedingte neuronale Schwellungen im Bereich des piriformen
Kortex beschrieben, die nachfolgenden Apoptoseprozessen und neuronalen Volumenverdnderung in
der Regel vorausgehen (Pasantes-Morales & Tuz, 2006; Yamada et al., 2001). Komponenten der
olfaktorischen Verschaltung sind besonders hdufig im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen
betroffen (Barresi et al., 2012). Die beobachtete Reduktion des piriformen Kortex, als Part des
Rhinencephalons, erscheint damit plausibel. Die Genese olfaktorischer Defizite wird hdufig mit der
Destruktion des piriformen Kortex assoziiert, was sich anhand abnehmender olfaktorischer Leistungen
auch am BALB/c-Mausmodell nachweisen lieB (Wilson et al., 2015; Witt et al., 2018). Entgegen

der Daten von Meyer et al. (2018), die eine Verbesserung der olfaktorischen Leistung unter Therapie
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aufzeigen, kommt es im Bereich des piriformen Kortex zu keiner wesentlichen Reduktion des
krankheitsbedingten Volumenverlusts. Wiahrend der piriforme Kortex therapieresistent erscheint,
wirken die Therapeutika vermutlich auf andere, an der Olfaktion beteiligte, Hirnregionen und
verbessern so das Riechvermdgen. Warum es im Vergleich zu weiteren betrachteten Hirnregionen zu

keinem therapiebedingtem reduzierten Volumenverlust kommt, bleibt unklar.

4.6 Gewichts- und Volumenverinderungen innerhalb der therapierten NPC1™*

Versuchsgruppen
In dieser Arbeit wurden neben der Untersuchung mutationsbedingter Verdnderungen limbischer

Areale und moglicher Therapieeffekte auf erkrankte Tiere auch die potentiellen side-effects der
verwendeten Wirkstoffe analysiert. Dafiir wurden dieselben Behandlungsschemata innerhalb einer
gesunden NPC1""Versuchstiergruppe verwendet. Zu den hiufigsten bekannten Nebenwirkungen der
Miglustat-Therapie gehdren Diarrhoe, Flatulenzen, Bauchschmerzen und allgemeines Unwohlsein
(Brand et al., 2015; Champion et al., 2010). Als signifikante unerwiinschte Nebenwirkung von HPBCD
ist dessen Ototoxizitdt zu nennen, die eine Schidigung empfindlicher Neurone plausibel erscheinen
lasst (Davidson et al., 2016). Des Weiteren wurde die HPBCD-Therapie mit der Reduktion des
Korpergewichts in Verbindung gebracht, die vermutlich auf eine Interaktion mit Blutfetten
zuriickzufiihren ist (Comerford et al., 2011; Schlegel et al., 2016). Zum Neurosteroid Allopregnanolon
und dessen Auswirkungen auf das Korpergewicht scheint es bisher keine empirischen Untersuchungen
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zu geben. Bei Betrachtung des Korpergewichts der NPC1™" Behandlungsgruppe zeigten sowohl die
HPBCD-  (-7,7%) als auch die kombinationstherapierten (-10,0 %) Méause reduzierte Messwerte im
Vergleich zu ihren scheinbehandelten gesunden Kontrolltieren (7abelle 5). Dabei ist die
Gewichtsreduktion kleiner als die der therapierten NPC1” Versuchsmiuse (Kombi: -23,5%;
HPBCD: -17,2 %) gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe und hochstwahrscheinlich auf
Nebenwirkungen der verwendeten Therapeutika zuriickzufiihren. Uberraschenderweise zeigen die
Miglustat therapierten NPC1"* Miuse eine Gewichtszunahme von 12,8% (Tabelle 5) gegeniiber ihren
gesunden Vergleichstieren. Da die Miglustat therapierte NPC1"" Versuchsgruppe lediglich von einem
Tier reprasentiert wird, kann das Ergebnis als nicht signifikant erachtet werden. Aufgrund der
stiarkeren Korpergewichtsreduktion innerhalb der kombinationstherapierten Gruppe im Vergleich zu
den HPBCD-behandelten Méusen und der Gewichtszunahme unter Miglustat, kdnnte man einen
synergistisch negativen side-effect zwischen HPBCD und Allopregnanolon vermuten. Lésst man die
nicht reprasentativen Ergebnisse der Miglustat therapierten Gruppe aufler Betracht, wird aufgrund des
starkeren Volumenverlusts innerhalb der kombinationstherapierten Gruppe, der synergistische Effekt
zwischen Miglust und HPBCD wahrscheinlicher. Im Rahmen dieser Arbeit lieen sich minimal
reduzierte Hirngewichte bei den HPBCD- und kombinationstherapierten NPC1"" Versuchstieren
gegeniiber ihren unbehandelten Kontrolltieren nachweisen (Abbildung 16, Tabelle 6). Die Miglustat-
therapierten NPC1”" Miuse zeigen hingegen keine Messwertdifferenz im Vergleich zu ihrer

Kontrollgruppe (Tabelle 6). Andere Forschungsarbeiten berichten ebenfalls von einer Reduktion des
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Hirngewichts sowohl unter Kombinations- als auch unter Miglustattherapie (Maass et al., 2015;
Schlegel et al., 2016). Als Ursache wird eine reduzierte Fettspeicherung und Membranbiosynthese
durch die Hemmung der Gylosylceramid-Synthase diskutiert (Treiber et al., 2007). Diese Beobachtung
lasst sich anhand der generierten Daten nicht eindeutig bestitigen und der Einfluss der Therapeutika
auf das Hirngewicht bleibt unklar. Uberraschenderweise zeigen sich bei Betrachtung der Volumina,
abhéngig vom Hirnareal, heterogene statistisch nicht signifikante Messwertdifferenzen. Wéhrend sich
in den Regionen CAl, CA3, des Gyrus dentatus und des Subiculums der gesunden NPC1"" Tiere
unter fast jeder Therapie eine leichte Volumenzunahme zeigt, sind in den anderen betrachteten
Regionen sogar Reduktionen nachweisbar. Der Volumenverlust wird in den Bereichen des Pré- und
Parasubiculums, der Area entorhinalis und des piriformen Kortex besonders deutlich. Hier sind vor
allem unter der HPBCD-Monotherapie Volumenreduktionen zwischen 13,5 und 20,9% im Vergleich
zu ihren scheinbehandelten NPC1™" Kontrolltieren zu beobachten. Warum sich die Ergebnisse so
heterogen préasentieren ist fraglich und konnte fiir einen unterschiedlichen Wirkeffekt der verwendeten
Pharmazeutika innerhalb des limbischen Systems sprechen. Auch die Gruppe und Meyer et al. (2017)
beobachtete bei der Untersuchung der Proliferationsaktivitit des olfaktorischen Epithels unter
Kombinations- und HPBCD-Therapie eine zunechmende Teilungsbereitschaft bei getesteten NPC1™"
Tieren. Ein dhnlicher Mechanismus konnte fiir die beobachtete Volumenzunahme in CA1, CA3, S und
DG verantwortlich sein. Des Weiteren wird Allopregnanolon als Proliferationsfaktor flir neuronale
Stammzellen diskutiert und kann auf diesem Weg zu einer vermehrten Zellneubildung beitragen, was
die beobachtete Zunahme erkldren konnte (Hernandez & Brinton, 2019). Auch Cyclodextrine stehen
im Verdacht {iber die Stimulierung von Wachstumsfaktoren proliferativ zu wirken und eine erhohte
Mitoseleistung zu induzieren, die sich in Form einer Hirnsubstanzzunahme présentieren konnte (Fiilop
et al., 2001; Qi et al., 2015). Paradoxerweise zeigte sich gleichzeitig eine deutliche Reduktion unter
der HPBCD-Monotherapie im Bereich der Area enthorinalis, des piriformen Kortex und des Prd- und
Parasubiculums, die auf zahlreiche Nebenwirkungen des Wirkstoffes zuriickzufiihren sein diirfte.
Beispielsweise sind Cyclodextrine in der Lage sowohl Phospholipide als auch Cholesterol aus ihrer
Biomembran zu 16sen und damit Zellen und Neurone zu destruieren (Ottinger et al., 2014; Motoyama
et al., 2009). Dies wiederum hétte einen Zelluntergang und eine Volumenreduktion zur Folge. Dariiber
hinaus wird innerhalb anderer Forschungsarbeiten an Tumor- und Leuk&miezellen der zytotoxische
Effekt von Cyclodextrinen diskutiert, als dessen Konsequenz einen Substanzverlust durch Apoptose
plausibel erscheint (Motoyama et al., 2009; Yokoo et al., 2015). Wie bereits beschrieben, sind diverse
unerwiinschte Nebenwirkungen des Medikaments Miglustat bekannt, die Volumenreduktionen
innerhalb der Area entorhinalis und des piriformen Kortex erkldren konnten. Beschrieben wird héufig
die Abnahme des Korpergewichts unter Miglustat, der eine verminderte Membranbiosynthese und
Fettspeicherung zugrunde liegen soll (Treiber et al., 2007). Dies konnte auch innerhalb der assoziativ
verschalteten Hirnregionen durch verdnderte Biomembranen und nachfolgendem Zelluntergang einen

Substanzverlust verursachen, der sich letztlich in Form einer Volumenreduktion présentiert. Inwieweit
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die genannten Mechanismen fiir die heterogenen Volumenverdnderungen verantwortlich sind und
warum die betrachteten Hirnareale so unterschiedlich auf die Therapieregime reagieren bleibt unklar.
Weitere Studien sind notwendig, um die morphologischen Verdnderungen unter Therapie

abschlieflend zu kléren.

4.7 Kritische Beurteilung der Messmethode
Die manuelle stereologische Quantifizierung und Volumetrie neuronaler Strukturen hat sich in

zahlreichen Studien zur Untersuchung neurodegenerativer Prozesse bewihrt. Dennoch bieten neuere
Analyseverfahren, wie beispielsweise die voxelbasierte Morphometrie (VBM), einen automatisierten
computergestiitzten Vergleich der Gehirne (Barth, 2005) und gehen mit einer hoheren anatomischen
Genauigkeit einher. Volumenvermessungen des Hippocampus, der Area entorhinalis und des
piriformen Kortex wéren in groferen Probandenkollektiven als in der vorliegenden Arbeit moglich,
was die Retest-Reliabilitdt der Messungen verbessern wiirde (Jessen, 2018). Bei der hier verwendeten
manuellen Methode, gestaltet sich die einheitliche Abgrenzung der betrachteten Hirnareale mithilfe
eines Lichtmikroskops héufig schwierig. Eine arealespezifische Markierung oder Farbung, die eine
reproduzierbare und einheitliche Begrenzung erleichtert, wére sinnvoll. Entscheidend ist natiirlich
auch, was die in dieser Arbeit gemessenen Volumenreduktionen zu bedeuten haben. Diskutiert wird,
ob eine progressive Volumenminderung tatsachlich als Indikator fiir neuronale Zelluntergéinge genutzt
werden kann und welche Zelllinien oder Regionen besonders vom beobachteten Substanzverlust
betroffen sind (Barth, 2005). Die gleiche Frage stellt sich dementsprechend auch bei Revisionen oder
Substanzverlusten unter Therapie. Sinnvoll wéren zusédtzliche Zellzdhlungen im Bereich des
limbischen Systems, die Auskunft {iber einen moglichen Zelluntergang von Korner- oder
Pyramidenzellen gében und den Bestand der Gliazellen priifen konnten. Des Weiteren sollte iiberlegt
werden, wie gut die Volumenreduktion des limbischen Systems dessen tatsdchlichen Qualitéts-und
Funktionsverlust widerspiegeln kann und ob es nicht andere testbare Modalitéiten gébe, die sich besser
zur Quantifizierung degenerativer Prozesse im Bereich des Hippocampus, der Area entorhinalis oder
des piriformen Kortex eignen. Trotz allem hat sich die verwendete Cavalieri-Methode in zahlreichen
Forschungsarbeiten bewéhrt und sich im Vergleich zu anderen Methodiken der Volumenvermessung
als besonders zuverlissig erwiesen (Michel & Cruz-Orive, 1988; Ozdikici, 2018; Rosen & Harry,
1990). Zu einer genaueren Analyse des limbischen Systems NPC1-defizienter Méuse sind zusétzliche
Zellzahlungen oder Verhaltens- und Orientierungstests notwendig, deren Ergebnisse mit den

vorliegenden Daten der Volumenvermessungen verglichen werden sollten.
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4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, insbesondere in Verbindung mit weiteren
Daten der NPC1-Arbeitsgruppe der Universitit Rostock (Hovakimyan et al., 2013a; Hovakimyan et
al., 2013b; Hovakimyan et al., 2011; Maal}, 2014; Maass et al., 2015; Meyer et al., 2017; Schlegel et
al., 2016; Witt et al., 2018, Heimes 2019 eingereicht), dass Morbus Niemann-Pick C1, neben der
nachgewiesenen Beeintrachtigung des Cerebellums oder der Destruktion olfaktorischer Epithelien und
zentraler Verschaltungsebenen, auch zur Degeneration des limbischen Systems fiihrt.
Fiir diese Erkenntnis wurden sowohl die Subregionen des Hippocampus (CA1, CA2, DG, S, PS), die
Area entorhinalis, der piriforme Kortex als auch das Hirn- und Korpergewicht der Versuchsméause auf
NPC1-mutationsbedingte Verdnderungen untersucht. Um klinisch relevante Daten zu generieren,
erhielten auch drei vielversprechende Therapieregime Einzug in den Untersuchungsablauf. Zahlreiche
Forschungsergebnisse beziiglich der Kombinations-, Miglustat- und HPBCD-Monotherapie, machten
deren Einsatz auch in der vorliegenden Arbeit notwendig. Es wurden sowohl kranke als auch gesunde
Versuchstiere nach dem gleichen Schemata behandelt. Als Kontrollgruppe diente jeweils die
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scheintherapierte gesunde NPC1™" Versuchgruppe, um einheitliche Ergebnisdarstellungen generieren
zu konnen. Eine Reduktion des krankheitsbedingten Gewichts- oder Volumenverlust wird dabei stets
als protektiver Faktor gewertet. Bei Betrachtung des Korpergewichts zeigen sich in jeder
Behandlungsgruppe und innerhalb der scheintherapierten Gruppe signifikante Unterschiede zwischen
den Genotypen. Die erkrankten Tiere weisen dabei stets geringere Korpergewichte gegeniiber ihren
gesunden Kontrolltieren auf. Die krankheitsbedingte Abnahme des Korpergewichts kann durch alle
drei Therapieregime abgeschwicht werden, wobei sich die Miglustat-Monotherapie den anderen
beiden iiberlegen zeigt. Im Hinblick auf die Hirngewichte zeigt sich ein dhnliches aber nicht so
drastisches Ergebnis. Es zeigen sich ebenfalls signifikante Unterschiede in allen Behandlungsgruppen
und innerhalb der scheintherapierten Gruppe zwischen den Genotypen. Die erkrankten Tiere weisen
dabei geringere Hirngewichte als ihre gesunden Kontrolltiere auf. Die mutationsbedingte Reduktion
des Hirngewichts kann nur minimal durch die Therapieregime abgeschwicht werden.
Die Daten der Volumenvermessungen zeigen signifikante Messwertunterschiede innerhalb der
scheintherapierten Gruppe in den Regionen CAl, DG, S, AE und PIRI zwischen den Genotypen.
Dabei weisen die erkrankten Tiere stets kleinere Frischvolumina als ihre gesunden unbehandelten
Kontrolltiere auf. Der beobachtete krankheitsbedingte Volumenverlust ldsst sich in fast allen
Regionen, mit Ausnahme des piriformen Kortex, durch die Therapieregime abschwéichen. Die
HPBCD-Monotherapie scheint dabei den anderen beiden unterlegen zu sein, sodass der verminderte
Volumenverlust wahrscheinlich hauptséchlich auf die Migustatwirkung zuriickzufiihren ist. Aufféllig
ist, dass sich in den Regionen CA3 und des Prd- und Parasubiculums kein signifikanter
Volumenunterschied zwischen den Genotypen nachweisen ldsst. CA3 und PS préisentieren sich
weitestgehend resistent gegeniiber der neurodenerativen Prozesse des NPC1. Interessant ist auch, dass

sich unter keiner Therapie der mutationsbedingte Volumenverlust im Bereich des piriformen Kortex
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abschwichen ldsst. Was die heterogene Wirkung der verwendeten Medikamente innerhalb des
neuronalen Systems verdeutlicht. Innerhalb der gesunden Versuchsgruppe wurden die Therapieregime
auf mogliche side-effects untersucht. Die Behandlungsgruppen zeigen in Abhéngigkeit des
betrachteten Hirnareals ein heterogenes Bild, das kein klares Wirkungsmuster darstellen ldsst.
Wihrend einige Regionen, wie beispielsweise CAl, unter jeder Therapie eine Volumenzunahme
verzeichnen, weisen der Gyrus denatus oder der piriforme Kortex sogar ein reduziertes Volumen auf.
Zusammengenommen sprechen die beobachteten Volumenverdnderungen fiir deutliche
Degenerationsprozesse innerhalb der Subregionen des Hippocampus, der Area entorhinalis und des
piriformen Kortex unter der NPC1-Mutation. Welche Zelllinien dabei besonders stark betroffen sind
und wie genau der Substanzverlust zustande kommt, muss in weiteren Forschungsarbeiten geklart
werden. Inwieweit die dargestellten Volumenverluste die hiufig beobachteten kognitiven Einbuflen
NPC1- erkrankter Patienten oder Versuchstiere verursachen, bleibt unklar. Weitere Untersuchungen in
Form von Verhaltens- oder Orientierungstests gekoppelt mit Zellzdhlungen und
Volumenvermessungen des limbischen Systems wéren ein weiterer Ansatz fiir zukiinftige
Forschungsarbeiten. Moglich ist auch die Ausweitung der von Walterfang et. al. (2013) beschriebenen
voxelbasierten Morphometrie des Hippocampus NPC1 erkrankter Patienten mit gleichzeitiger
Durchfithrung neuropsychiatrischer Untersuchungen, um tatséchliche Funktionseinschrinkungen des
limbischen Systems aufzuzeigen. Alle generierten Daten und Erkenntnisse kommen den erkrankten
Patienten und behandelnden Arzten zugute, geben Hoffnung und konnen teilweise auch auf andere
Lipidspeicherkrankheiten iibertragen werden. Damit ist die Erforschung des Morbus Niemann Pick
Typ Cl, trotz niedriger Prévalenzzahlen, unerldsslich. Statistisch gesehen leiden vier Millionen
Deutsche an einer von ungefdhr 8000 seltenen Erkrankungen wie NPC1, was die Notwendigkeit der
wissenschaftlichen Ergriindung seltener Erkankungen verdeutlicht (Bundesgesundheitsministerium,

2020; Deutschlandfunk, 2020).
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9 Thesen

II.

III.

Iv.

VI

VII.

VIII.

IX.

XI.

XII.

XIII.

Morbus Niemann-Pick Typ C1 (NPC1) ist eine seltene autosomal-rezessive vererbte
Lipidspeicherkrankheit, die bisher nicht kurativ behandelt werden kann.

Durch die Mutation des NPC1-Gens kommt es zu einer heterogenen Akkumulation
diverser Lipide und neuronaler Degenerationsprozesse.

Das limbische System ist wesentlich an der Gedachtnisbildung und der Orientierung
im Raum beteiligt.

Frithere wissenschaftliche Arbeiten zeigen, dass NPC1 erkrankte Patienten und Tiere
kognitive EinbuBlen aufweisen. Im Zuge dessen besteht die Aufgabe dieser Studie in der
Analyse der Volumenverianderung des limbischen Systems NPC1 defizienter BALB/c-Méuse.

Es kommt zu einer ausgeprigten neurodegenerativen Beteiligung des limbischen Systems und
im engeren Sinne zu Volumenreduktionen der Regionen CA1, CA3, Gyrus dentatus,
Subiculum, Pra- und Parasubiculum, Area entorhinalis und des piriformen Kortex.

Der neurodegenerative Progress des Morbus Niemann-Pick Typ C1 prisentiert sich unter
anderem in Form von Hirnsubstanzverlusten und nachfolgender Volumenreduktionen, die sich
beim Vergleich gesunder und kranker Tiere als teilweise signifikant reduzierte Messwerte bei
den erkrankten Tieren darstellen.

Morbus Niemann-Pick Typ C1 bedingt eine Reduktion des Korpergewichts.

Kombinations-, Miglustat- und HPBCD-Therapie haben einen Einfluss auf den
krankheitsbedingten Volumenverlust innerhalb des limbischen Systems und schwéchen
diesen in fast allen betrachteten Arealen ab.

Sowohl die Miglustat- als auch die Kombinationstherapie zeigen sich im Hinblick auf die
Reduktion des krankheitsbedingten Volumenverlusts innerhalb des limbischen Systems
der HPBCD-Monotherapie iiberlegen.

Kombinations-, Miglustat — und HPBCD-Therapie haben einen Einfluss auf den
krankheitsbedingten Gewichtsverlust und schwéchen diesen ab.

Im Hinblick auf die Pravention des krankheitsbedingten Gewichtsverlusts zeigt sich die
Miglustat Monotherapie den anderen beiden Therapieregimen iiberlegen.

Eine therapeutische Intervention fiihrt bei gesunden Versuchstieren in Abhiangigkeit des
betrachteten Areals und der verwendeten Behandlung zu einer heterogen Volumenzu-

oder -abnahme.

Eine therapeutische Intervention fiihrt bei gesunden Versuchstieren, je nach
verwendeter Behandlung, zu einer Korpergewichtszu- oder abnahme.
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XIV. Die Therapieregime wirken innerhalb des limbischen Systems oder ferner des neuronalen
Systems heterogen, was auf individuelle Eigenschaften der betrachteten Hirnregionen oder auf
unerwiinschte Nebenwirkungen der verwendeten Medikamente zuriickzufiihren ist.

XV.  Quantitative Daten zum Verstidndnis der Neurodegeneration des limbischen Systems unter
NPCI1 sind bisher nicht ausreichend vorhanden.

XVI. Quantitative Daten zum Verstindnis therapeutischer Auswirkungen auf das limbische
System NPCI1 defizienter Versuchstiere sind bisher nicht ausreichend vorhanden.
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10 Anhang
10.1 PCR-Protokoll fiir die Genotypisierung

Primer:

-NPC-WT-P1
-NPC-WT-P2
-NPC-KO-P1
-NPC-KO-P2

Ansetzen der Primer:

- Primer abzentrifugieren und mit autoklavierten Wasser 16ssen
- 15 Minuten bei 37°C inkubieren
- Aliquotierung

- Lagerung bei — 20°C

Working stock ansetzen:

- WT-working stock: beide WT-Primer zusammen ansetzen

- KO-working stock: beide KO-Primer zusammen ansetzen

- fiir 200 pl working stock: 20ul upload Primer + 20ul download Primer + 160 pul
autoklaviertes Wasser

- aliquotieren, Lagerung bei -20°C

Herstellung der Template-DNA:

- Iml DirectPCR Lysis Reagent Tail (Peqlab) + 10ul Proteinase K (Peqlab, 20mg/ml) mischen
- 200ul pro Schwanzbiopsie in 1,5ml Tube

- Denaturierung tiber Nacht (16h) nach Programm P1 — S1

- bei 6000 U/min 30s abzentrifugieren

- Lagerung der Template-DNA fiir eine Woche bei 4°C oder fiir ein Jahr bei — 20°C

Mastermix ansetzen: (peqGold Tag-DNA-Polyemerase ,,all-inklusive—Kit, Peglab)

- je NPC1-Tier jeweils ein PCR-Durchlauf mit KO-Primern bzw. WT-Primern (2 x 20ul)
- Mastermix muss einmal mit KO-Primern beziehungsweise mit WT-Primern extra angesetzt werden

- eine Probe enthélt 20 pl Mastermix + 2 pl Template-DANN
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fiir 100u] Mastermix:

- 10ul 10 x Reaktionspuffer

- 20ul 5x Enhancer Solution P

- 2 pl ANTP-Mix

- 1 pl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

- 52 pl autoklaviertes Wasser

- 10 pul KO-working stock oder WT-working stock

10.2 Fixierung nach Bodian

Anisthesie:
- Bereitstellung eines Narkosetopfes auf einem mit Isofluran getranktem Tuch
- Maus in den Topf setzen

- Maus wiegen

Perfusion:

- die betdubte Maus entnehmen und 0,1 ml Mausmix auf 10g KG in den Bauchraum injizieren
- Uberpriifen der Reaktion

- Fixierung und Er6ffnung der Bauchraums

- Priparation des Herzens und Eréffnung des linken Vorhofs

- Kaniile des Infusionsschlauchs einfiihren

- System mit 0,9% NacCl spiilen

- helle Leberfarbe dient als Indikator fiir Zeitpunkt der Infusion mit Bodian-Losung

- entfernen des Infusionssystems nach Durchlauf von circa 50 ml Bodian Losung

Priparation:
- Abtrennen des Kopfes

- mit Knochenzange den Schédelknochen entfernen
- Hirnhaut abpréaparieren
- Wiegen des Gehirns

- Einbetten in Bodian-Lésung

Fixierung:

500 ml Bodian-Losung:

- 450 ml 80% 2-Propanol, 4°C (CAS-Nr.: 67-63-0, Chemosolute)
- 25 ml 37% Formaldehydlosung (CAS-Nr.: 50-00-1, Merck)
-25ml 99 — 100 % Essigséure (CAS-Nr.: 64-19-7, JT Baker)

100



Entwisserung:
- 2 x Spiilen mit 70% 2-Propanol

- 1 x 80% 2-Propanol

- 1 x 90 % 2-Propanol

- 1 x 96% 2-Propanol

- 1 x 96% 2-Propanol und Eosin
- 2 x 2-Propanol

Einlagerung:
- Methylbenzoat (CAS-Nr.: 93-58-3, Merck)

Ausguss in Paraffin:

- 5 Stunden bei 52 bis 55°C im Brutschrank in Paraffin ausgieen (CAS-Nr.: 80002-74-2, Merck)

Mikrotomschnitte:
- bei einem Messer-Winkel von 1 — 5 °C 20 um dicke frontale Serienschnitte

- Aufziehen auf Objekttriager (SuperFrost, Menzel)

10.3 Histologische Firbung nach Nissl

Entparaffinisierung:

- 20 Minuten Xylol (CAS-Nr.: 1330-20-7, JT Baker)

- jeweils 1 Minute in absteigender Alkoholreihe (CAS-Nr.: 67-63-0, Carl Roth)
100% - 96% - 90% - 80% - 70%

- 3 x 5 Minuten mit destilliertem Wasser spiilen

Farbung:
- 0,1% Kresylviolett-Losung (CAS-Nr.: 10510-54-0, Sigma-Aldrich) bei 60°C im Brutschrank

Differenzierung:

- jeweils 1 Minute in aufsteigender Alkoholreihe

70% - 80% - 90% - 96% - 100%

Nachbehandlung:
-2 x 5 bis 10 Minuten Xylol (CAS-Nr.: 1330-30-7, JT Baker)

Eindecken:
- Pertex (CAS-Nr.: 41-4012-00, Medite)
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10.4 Verwendete Gerite und Software

Software

SigmaPlot 14, Systat Software Inc., San Jose, CA 95110, USA

ImagelJ, Java-based, Version 1.52, Wayne Rasband, National Institutes of Health, 2018

Allen Brain Atlas Data Portal, The Allen Institute for Brain Science, 2020, Washington, USA
Mircrosoft Word, 2010, Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA

Microsoft Excel, 2010

Microsoft PowerPoint, 2010

Geriite

Mikroskop mit Zeichenarm, Carl Zeiss

Verwendete und nicht genannte Laborgerite entsprachen den iiblichen Standards. Eingesetzte und
nicht gelistete Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich, Merck, Carl Roth, Biogenix oder Chemicon
erworben. Alle aufgefiihrten Produkte wurden ohne ® und ™ Zeichen aufgefiihrt. Dabei ist nicht

auszuschlieBen, dass es sich um geschiitzte Chemikalien, Medikamente oder Gerite handelt.
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10.5 Gesamtiibersicht der Versuchstiere

Tabelle 15: Gesamtiibersicht der Versuchstiere

Tier Geno Treat G body brain SF CA1l CA3 DG S PS AE Piri
Nr. type ment weight  weigh
t

2334 NPC1+/ Sham f 22,61 0,455 0,604 3,421 2,247 2,498 2,637 1,853 6,508 8,226
+

2787 NPCl+/ Sham m 27,75 0,491 0,561 3,996 2,985 2,826 2,532 1,473 5,598 6,741
+

2789 NPC1+/ Sham m 29,63 0,472 0,585 3,806 2,297 2,201 1,741 1,914 6,077 8,012
+

2793  NPC1+/ Sham f 22,50 0,474 0,566 4,283 3,354 2,959 2,396 1,196 3,498 7,021
+

2802 NPCl1l+/ Sham m 25,50 0,481 0,609 4,208 2,852 2,470 1,904 1,031 5,337 8,058
+

2805 NPC1+/ Sham m 24,50 0,476 0,582 3,570 3,059 2,933 1,786 1,982 3,258 6,535
+

2818 NPC1+/ Sham f 23,20 0,493 0,673 3,559 3,016 2,445 1,845 1,832 6,036 6,425
+

2819 NPC14/ Sham f 22,90 0,485 0,556 4,194 2,565 3,043 2,566 2,553 3,814 9,373
+

3119 NPC1+/ Sham f 28,00 0,463 0,602 4,207 2,571 2,649 2,778 1,408 5,272 6,723
+

3123 NPC1+4/ Sham m 23,50 0,449 0,620 3,787 2,713 2,342 2,197 1,182 3,509 6,730
+

3126 NPC1+/ Sham f 23,00 0,475 0,622 4,551 2,872 2,544 2,060 1,786 4,590 7,134
+

3359 NPC1+/ Com f 23,50 0,460 0,588 5,044 2,946 2,791 2,493 1,802 6,134 5,874
+ bi

3368 NPCl+/ Com m 23,00 0,450 0,595 4,518 3,438 2,885 2,601 1,660 4,666 7,167
+ bi

3561 NPC1+/ Com m 23,50 0,460 0,603 4,351 3,055 2,537 2,381 1,021 5,571 7,063
+ bi

3586 NPCl+/ Com m 23,00 0,449 0,638 4,134 2,829 2,021 2,537 1,349 5,673 6,465
+ bi

3588  NPC1+/ Com f 20,00 0,463 0,604 4,199 2,811 2,475 2,358 1,503 5,013 7,508
+ bi

3590 NPCl+/ Com m 21,00 0,432 0,627 3,744 3,121 2,470 2,577 1,126 5,350 6,675
+ bi

3965 NPC1+/ Migl m 28,00 0,474 0,650 4,401 2,893 2,209 2,377 1,747 4,758 6,523
+ u

only

3377  NPCl+/ CcD m 24,50 0,461 0,583 3,792 3,404 2,716 2,623 1,522 3,911 6,244
+ only

3645 NPC1+/ CD m 21,00 0,436 0,652 3,453 2,650 2,097 2,215 1,330 3,669 6,026
+ only

3896  NPCl+/ CcD m 24,00 0,471 0,620 3,917 3,417 2,239 2,516 1,568 2,990 7,120
+ only

3898  NPCi1+/ CD m 21,00 0,436 0,639 3,715 2,842 2,137 2,364 1,050 4,120 5,102
+ only

3931  NPCl+/ CcD m 23,50 0,479 0,644 4,082 2,961 2,282 1,946 1,346 3,105 7,220
+ only

3937 NPCi1+/ CD m 23,50 0,473 0,655 4,271 3,162 2,452 2,269 1,054 5,270 6,500
+ only

2356 NPC1-/- Sham f 13,40 0,394 0,671 2,926 2,550 2,074 1,511 1,589 3,753 6,472

2722  NPC1-/- Sham m 11,90 0,357 0,656 2,925 2,063 1,953 1,848 1,028 3,031 5,964

2724 NPC1-/- Sham m 14,10 0,370 0,627 3,111 2,499 2,270 2,415 1,389 5,108 5,715

103



2725 NPC1-/- Sham f 11,20 0,342 0,666 2,887 2,301 2,016 1,733 1,078 3,137 5,714

2741 NPC1-/- Sham f 12,80 0,381 0,633 2,893 2,582 2,094 1,527 1,667 4,509 4,916

2780 NPC1-/- Sham f 15,60 0,385 0,594 3,183 2,660 2,259 1,419 1,745 3,450 5,006

3552 NPC1-/- Com m 20,50 0,409 0,639 4,252 2,982 2,616 2,324 1,401 5,210 5,506

‘

3647 NPC1-/- Com f 19,50 0,420 0,622 4,492 2,882 2,353 2,004 1,614 3,571 6,063

‘

3672 NPC1-/- Com m 17,50 0,342 0,629 3,193 2,777 1,940 1,870 1,052 3,917 4,442

‘

3880 NPC1-/- Migl m 22,00 0,420 0,655 4,479 3,086 2,599 2,634 1,102 4,724 5,787
u
only

3961 NPC1-/- Migl f 22,00 0,416 0,671 3,631 3,116 2,377 2,360 1,159 4,103 6,360
u
only

3383 NPC1-/- cD m 18,50 0,348 0,696 3,070 2,609 1,981 1,935 1,069 4,219 4,987
only

3903 NPC1-/- cD f 18,00 0,408 0,589 3,751 2,535 2,223 1,879 1,259 4,471 6,008
only

4111  NPC1-/- cD f 20,50 0,456 0,583 4,128 2,773 2,711 2,477 1,359 5,030 7,228
only

CA1 — Cornu Ammonis Region 1, CA3 — Cornu Ammonis Region 3, DG — Gyrus dentatus, S — Subiculum, PS — Pré — und
Parasubiculum, AE — Area entorhinalis, PIRI — piriformer Kortex, G — gender, Sham — scheinbehandelte Tiere, Combi —
kombinationsbehandelte Tiere, Miglu only — Miglustatmonotherapierte Tiere, CD only — Cyclodextrin (HPSCD)-
monotherapierte Tiere
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10.6 Eidesstattliche Erklirung

Ich versichere eidesstattlich durch eigenhindige Unterschrift, dass ich die Arbeit selbststindig und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle Stellen, die wortlich

oder sinngeméal aus Verdffentlichungen entnommen sind, habe ich als solche kenntlich gemacht.

Die Arbeit ist noch nicht verdffentlicht und ist in gleicher oder &dhnlicher Weise noch nicht als
Studienleistung zur Anerkennung oder Bewertung vorgelegt worden. Ich weil3, dass bei Abgabe einer

falschen Versicherung die Priifung als nicht bestanden zu gelten hat.

Rostock

(Abgabedatum) (Vollstindige Unterschrift)

10.7 Anerkennung
Susann Lehmann und Matthias Lietz haben mallgeblich zur Aufzucht und Pflege der Maiuse

beigetragen. Die Genotypisierung erfolgte durch Susann Lehmann. Frau Winzer widmete sich der

Fixierung und Féarbung der Versuchstiere.
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