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2 Zusammenfassung 
Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung der 
zentralen Motoneuronen. Die Patienten erleiden nach meist asymmetrischem Beginn 
an distalen Extremitäten einen progressiven Verlust der motorischen Fähigkeiten. Die 
Erkrankung führt innerhalb von etwa 5 Jahren zum Tod an meist respiratorischer 
Insuffizienz. Auch nach jahrzehntelanger Forschung konnte bis heute keine kurative 
Therapie gefunden werden. Dies liegt unter anderem an der noch nicht vollständig 
erschlossenen Pathogenese der Erkrankung. Es zeigen sich Hinweise auf eine 
kortikale Übererregbarkeit in Patienten, als auch Tiermodellen und ein gestörtes 
Exzitations-/ Inhibitionsgleichgewicht. Um die zellulären Mechanismen einer 
defizitären Hemmung zu entschlüsseln, untersuchten wir die Dichte und strukturelle 
synaptische Plastizität von Interneuronen (IN) im primär motorischen Kortex im 
SOD1G93A transgenen Mausmodell der ALS in verschiedenen Krankheitsstadien. Dazu 
wurde neben immunhistochemischen Färbungen auch die chronische in vivo 
Zweiphotonenmikroskopie eingesetzt. Während sich eine signifikante altersabhängige 
Dichteminderung von Somatostatin (SOM) exprimierenden IN im motorischen Kortex 
nachweisen ließ, fanden sich keine Unterschiede in der Dichte von SOM IN bzw. 
Parvalbumin (PV) exprimierenden IN zwischen Wildtyp- und SOD transgenen Mäusen. 
Die Analyse synaptischer Strukturen auf SOM IN zeigte eine verringerte Dichte der 
postsynaptischen Korrelate (Dornen) an den Dendriten der SOM IN in 
präsymptomatischen SOD transgenen Tieren. Die dynamischen Parameter, 
Überlebensfraktion, Formations- und Verlustrate von dendritischen Dornen waren in 
SOD transgenen Tieren nicht verändert. Auch bei präsynaptischen Strukturen, den 
sogenannten Boutons, von SOM IN konnten keine signifikanten Veränderungen in 
SOD transgenen Tieren festgestellt werden. In der Zusammenschau der Ergebnisse 
konnten keine Hinweise auf eine Degeneration der SOM IN in SOD Tieren gefunden 
werden. Allerdings könnte es präsymptomatisch zu einem Funktionsdefizit von SOM 
IN aufgrund von reduziertem synaptischem Input kommen. Zukünftige Studien zur 
neuronalen Aktivität der IN könnten hierzu weiteren Aufschluss bringen. 
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3 Abstract (English) 
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease affecting central 
motor neurons. Patients suffer a progressive loss of motor skills after an usually 
asymmetrical onset at the distal extremities. The disease leads to death within about 
5 years typically from respiratory insufficiency. Even after decades of research, no 
curative therapy has yet been found. One of the reasons for this is that the 
pathogenesis of the disease is still incompletely understood. Cortical hyperexcitability 
in ALS patients as well as animal models is reported in sporadic and familial cases, 
can precede motor symptoms and scales with disease progression. Cortical 
hyperexcitability was shown to be based on a disturbed excitation/inhibition balance. 
To shed light on the mechanisms underlying deficient inhibition, we investigated the 
density and structural synaptic plasticity of interneurons in the primary motor cortex in 
a SOD1G93A mouse model across disease stages, using immunohistochemistry and 
chronic in vivo two-photon microscopy. I found an age-related decrease in the density 
of somatostatin expressing interneurons (SOM IN), but overall no significant difference 
in the density of SOM IN or parvalbumin (PV IN) expressing interneurons between 
wildtype and SOD transgenic mice. When assessing synaptic structures, I observed a 
reduced density of dendritic spines (structural correlates of postsynapses) of SOM IN 
in presymptomatic SOD transgenic animals. The dynamic parameters, such as survival 
fraction, formation and elimination rate, however, were not different in SOD transgenic 
mice compared to wildtype controls. Assessment of the presynaptic axonal boutons of 
SOM IN did also not reveal any differences between SOD and wildtype mice. Taken 
together, I found no indication of a degeneration of SOM IN in SOD transgenic mice. 
However, an altered input to SOM IN as observed in the reduced density of dendritic 
spines in presymptomatic SOD mice could cause a functional deficit of SOM IN. Future 
work is needed to address this aspect by e.g. assessing neuronal activity of SOM IN 
to provide further insights into the pathogenesis cortical hyperexcitability in ALS. 
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einem sog. bulbären Beginn bedingt durch die Degeneration von MN im Hirnstamm: 
Sie klagen über Dysarthrie, Dysphagie und Hypersalivation [Longinetti et al., 2019]. 
Patienten mit diesem Beginn haben eine schlechtere Prognose als ALS Erkrankte mit 
spinalem Beginn [Miller et al., 2012]. Ca. 5% der Patienten weisen zusätzlich eine 
frontotemporale Demenz (FTD) auf [Ludolph et al., 2021, Lulé et al., 2018]. Die Anzahl 
der Patienten mit milderen kognitiven bzw. Verhaltensstörungen beträgt sogar 50% 
oder mehr [Giordana et al., 2011, Lulé et al., 2018]. 1945 wurde eine endemische Form 
der ALS auf der westpazifischen Insel Guam mit parkinsonoiden Symptomen entdeckt 
[Koerner, 1952]. 

Der Kraftverlust der quergestreiften Muskulatur führt zu einer respiratorischen 
Insuffizienz. Durch das Erlahmen der Atemmuskulatur bzw. Atemhilfsmuskulatur 
werden nicht mehr alle Lungenalveolen ausreichend belüftet. Die aus der alveolären 
Hypoventilation resultierende Hypoxie verschlechtert sich mit der Progression der 
Erkrankung zunehmend und mündet schlussendlich in einer terminalen 
respiratorischen Insuffizienz. Die alveoläre Hypoventilation zieht ein erhöhtes 
Pneumonierisiko nach sich, bedingt durch die unbelüfteten, mit mukösem Sekret 
gefüllten Alveolen [Ludolph et al., 2021]. Besonders fatal sind Lungenarterienembolien 
aufgrund eines durch die Paresen bedingten erhöhten Thromboserisikos. 

4.1.2.2 Therapie 

Die Basistherapie der ALS besteht in Deutschland aus Riluzol. Die Wirkung ist 
krankheitsmodifizierend: Die Aggravation der Symptome wird verlangsamt und 
verlängert das mittlere Überleben der erkrankten Patienten um 2-3 Monate [Miller et 
al., 2012]. Riluzol wirkt als Glutamat-Antagonist inhibierend auf die Freisetzung des 
erregenden Neurotransmitters [Jaiswal, 2017] und verlangsamt die 
Neurodegeneration. Als treibender Faktor der Degeneration von Pyramidenzellen (PZ) 
im Rahmen der ALS wird eine Übererregbarkeit dieser Neuronen diskutiert [Brunet et 
al., 2020, Do-Ha et al., 2018, Eisen et al., 2017, Gunes et al., 2020, Shepherd, 2013]. 

Ein neuartiges, vielversprechendes Medikament ist Toferson, ein Antisense 
Oligonukleotid welches darauf abzielt die mRNA der Superoxiddismutase1 (SOD1, 
siehe 4.1.3) zu degradieren. Tofersen wurde entwickelt für fALS basierend auf 
Mutationen im SOD1 Gen. Die intrathekale Applikation reduzierte in SOD ALS 
Patienten die Neurofilament- Leichtketten Konzentration [Miller et al., 2022], konnte in 
einer verlängerten Open label extension Phase der Studie auch die 
Symptomprogression verlangsamen und sogar teilweise zu einer Verbesserung der 
Symptome führen [Smith et al., 2025]. Eine Zulassung besteht in Amerika und durch 
die europäische Arzneimittel Agentur. 

Ergänzend werden palliativ Krankengymnastik, Ergotherapie, Logopädie, 
Psychotherapie, Ernährung via perkutaner endoskopischer Gastrostomie, eine 
präventive Antibiose gegen Pneumonien und Heimsauerstoff bzw. nicht invasive 
Ventilation und final Tracheostomata zur Atemwegssicherung angewandt [Ludolph et 
al., 2021]. 
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Mutierte SOD beeinträchtigt weiterhin das Zellskelett der MN. CSMN, welche die 
Pyramidenbahn bilden, besitzen ein Axon mit bis zu einem Meter Länge. Sowohl 
anterograder als auch retrograder Transport ist lange vor dem Einsetzen der 
Degeneration der MN im Mausmodell verlangsamt [Perlson et al., 2009, Williamson et 
al., 1999].  

Die zytosolischen SOD Proteinkomplexe finden sich nicht nur in MN, sondern auch in 
Gliazellen des ZNS: Mikroglia sind hirnständige Zellen des Immunsystems. Boillee et 
al. zeigten 2006 [Boillee et al., 2006], dass mutierte SOD1 in Mikrogliazellen von 
transgenen Mäusen die Symptomentwicklung beschleunigt. Die SOD1 Proteine mit 
fehlerhafter Struktur binden an die Guanosintriphosphatase (GTPase) RAC1, welche 
wiederum einen Proteinkomplex kontrolliert, der extrazellulär Superoxide produziert 
[Harraz et al., 2008]. Superoxide sind, wie oben beschrieben, hochreaktiv und führen 
v.a. in lokaler, hoher Konzentration zu Zellschäden. Oligodendrozyten bilden im ZNS 
die lipidreichen Myelinscheiden, welche essenziell für die Signalübertragung v.a. über 
weite Distanzen sind. Wird in einem SOD transgenen Mausmodell selektiv in 
Oligodendrozyten die Expression von mutierter SOD1 mit Hilfe des Cre/lox- Systems 
unterdrückt, verzögert sich der Zeitpunkt des Erkrankungsausbruchs signifikant [Kang 
et al., 2013]. Oligodendrozyten unterstützen MN auch mit Energie in Form des 
Metaboliten Laktat. Mutierte SOD1 führt ebenfalls zu einer verringerten Expression des 
Laktattransporters in Oligodendrozyten [Lee et al., 2012]. Astrozyten leisten ebenfalls 
metabolische Unterstützung im ZNS. Sie sind auch für die Homöostase des 
Neurotransmitters Glutamat im synaptischen Spalt zuständig. Die selektive Hemmung 
der Expression mutierter SOD1 in Astrozyten in einem SOD transgenen Mausmodell 
führte zu einem späteren Krankheitsbeginn und verlangsamte das Fortschreiten der 
Symptome [Wang et al., 2011]. Der Transporter, der Glutamat aus dem synaptischen 
Spalt befördert, wird bei Astrozyten mit mutierter SOD Expression weniger stark 
exprimiert [Howland et al., 2002]. Wildtyp Astrozyten wirken protektiv gegen eine 
Übererregung der betroffenen MN und damit Exzitotoxizität [Gunes et al., 2020, 
Howland et al., 2002, Van Damme et al., 2007]. Eine toxische Rolle wurde Astrozyten 
zugeschrieben, als in einer in vitro Kultur von humanen, aus pluripotenten 
Stammzellen induzierten Astrozyten von ALS-Patienten und humaner, nicht erkrankter 
MN der Zelltod letzterer beobachtet wurde [Haidet-Phillips et al., 2011]. Im Gegensatz 
dazu hatte die Implantation von gesunden Astrozytenvorstufen ohne SOD1 Mutation 
ins Rückenmark von transgenen Mäusen einen protektiven Einfluss und verlängerte 
den Zeitraum bis zum Symptombeginn [Lepore et al., 2008]. 

30 Jahre nach der Erstbeschreibung einer ALS assoziierten SOD1 Mutation konnte 
mit dem Antisense Oligonukleotid Toferson ein therapeutischer Durchbruch erzielt 
werden: Durch intrathekale Gabe des Medikaments wird der weitere 
Krankheitsfortschritt von ALS Patienten mit einer SOD1 Mutation verlangsamt [Miller 
et al., 2022]. Das Molekül vermittelt eine RNase abhängige Degradation der SOD1-
mRNA (engl. messenger ribonucleic acid) und verringert so die Synthese des SOD1 
Enzyms. [Mccampbell et al., 2018, Miller et al., 2020, Smith et al., 2025] 
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Proteinen bilden sie membranlose Organellen, welche v.a. durch aberrante 
Phasentrennung entstehen [Molliex et al., 2015]. Dieser Prozess basiert auf einem 
stark erhöhten Konzentrationsanstieg im Zytosol und kann zur amyloidogenen 
Fibrillenbildung führen [Molliex et al., 2015]. Mutationen in TARDBP wurden bei 4% 
und in FUS bei 3% aller europäischen fALS Erkrankungen nachgewiesen [Zou et al., 
2017]. Interessant ist die Erkenntnis, dass Oligodendrozyten, die Kontakte zu Axonen 
ausbilden, im Gegensatz zu denjenigen, die als Satellitenzellen Soma-nah lokalisiert 
sind, auch TDP-43 Inklusionen aufweisen [Brettschneider et al., 2013].  

4.1.3.5 Anterograde vs. retrograde Ausbreitungshypothese 

Da sowohl CSMN als auch SMN betroffen sind, stellt sich die Frage, ob eine der beiden 
Zellpopulationen kausal an der Degeneration der anderen beteiligt ist oder ob beide 
Prozesse unabhängig voneinander ablaufen. Die anterograde (engl. dying forward) 
Hypothese besagt, dass CSMN zuerst betroffen sind und SMN erst sekundär 
degenerieren. Wenn zuerst SMN sterben und CSMN danach betroffen sind, würde die 
sog. retrograde (engl. dying back) Hypothese zutreffen.  

Für den anterograden Verlauf spricht, dass die SMN der Okulomotorik und des Onuf 
Nukleus, welcher die Kontinenz des Rektums und der Harnblase als auch die 
Orgasmusfähigkeit steuert, am spätesten degenerieren bzw. Symptome zeigen [Braak 
et al., 2013, Eisen et al., 2017]. Es wird argumentiert, dass die extrinsische 
Okulomotorik und Viszeromotorik keine direkten corticospinalen bzw. -bulbären 
Signale empfangen [Baker, 2014, Braak et al., 2013, Eisen, 2021, Eisen et al., 2017]: 
Die Hirnnerven III, IV und VI werden via dem medialen longitudinalen Faszikel 
gesteuert [Horn et al., 2011]. Visceromotoneuronen erhalten ihren Input aus dem 
Hirnstamm [Braak et al., 2013]. Die oben erwähnten TDP-43 Proteinaggregate folgen 
einem ebenfalls anterograden Verteilungsmuster [Braak et al., 2013, Brettschneider et 
al., 2013]. Eine weitere Erkenntnis, die für die dying forward Hypothese sprechen 
könnte, ist, dass die langen corticospinalen und -bulbären Axone frei von 
Proteininklusionen sind [Braak et al., 2013, Eisen et al., 2017]. Die Proteinaggregate 
könnten nicht nur ein Ausdruck fehlerhafter Proteinbiosynthese, sondern auch eine 
Schutzreaktion gegen die zytotoxischen Eigenschaften der Proteine in gelöster Form 
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Glutamat Transporter GLT-1 und engl. excitatory amino acid transporters EAAT1 bzw. 
2, in Astrozyten nachgewiesen werden [Lin et al., 1998, Pardo et al., 2006, Rothstein 
et al., 1995]. Dies könnte zur Folge haben, dass Astrozyten ihre Funktion nicht bzw. 
nicht erfolgreich ausführen können und so die MN anfällig für Exzitotoxizität werden. 

In der Krankheitsentstehung der humanen ALS kommt es zu veränderter 
Genexpression im M1 [Andrés-Benito et al., 2017, Aronica et al., 2015, Lederer et al., 
2007, Wang et al., 2006]: Es wurden veränderte Kanäle, Transporter und wie schon 
erwähnt Rezeptoren gefunden: Na+/K+ ATPase, spannungsabhängige Na+ und K+ 
Kanäle, K+/Cl- Kotransporter, Glutamattransporter und -rezeptoren sowie GABA 
Rezeptoren [Brunet et al., 2020, Do-Ha et al., 2018]. Riluzol, das einzige in 
Deutschland zur Behandlung der ALS zugelassene Medikament, hemmt 
präsynaptisch die Freisetzung von Glutamat in den synaptischen Spalt; zusätzlich 
inaktiviert die Substanz postsynaptisch ionotrope Glutamatrezeptoren und 
spannungsabhängige Na+ Kanäle [Jaiswal, 2019]. Da der Effekt der Therapie sich aber 
nur auf eine dreimonatige Verlängerung der medianen Überlebenszeit beläuft, ist es 
wahrscheinlich, dass weitere Faktoren die Degeneration der MN hervorrufen [Miller et 
al., 2012]. 

Die genauen Ursachen der kortikalen Übererregbarkeit sind unzureichend verstanden. 
Neben Veränderungen von exzitatorischen Nervenzellen gibt es auch Hinweise auf 
eine gestörte Funktion von IN [Gunes et al., 2020]. Mit der schon angesprochenen 
TMS bzw. der kurzzeitigen intrakortikalen Hemmung (engl. short-interval intracortical 
inhibition, SICI), einem bestimmten Stimulationsregime, ist es möglich die inhibitorisch 
wirksame Neuronenpopulation im Kortex zu untersuchen [Kim et al., 2005]. In 
Verbindung mit der ALS Erkrankung wurde eine verringerte intrakortikale Inhibition 
gemessen [Cengiz et al., 2019, Cengiz et al., 2020, Shibuya et al., 2017, Van Den Bos 
et al., 2018]. Im SOD1 Zebrafischmodell und in Wobbler Mausmodell konnten 
reduzierte inhibitorische Signale gemessen werden [McGown et al., 2013, Moser et al., 
2013].  

4.1.3.8 Kortikale Interneuronen 

Kortikale neuronale Netzwerke bestehen zu ca. 20% aus IN, welche durch die 
Freisetzung des Transmitters GABA die nachgeschaltenen Neuronen inhibieren und 
somit Aktivität und Informationsprozessierung im Netzwerk regulieren. [Swanson et al., 
2019, Tremblay et al., 2016]. Diese inhibitorisch wirksame Gruppe scheint eine große 
Rolle in der gestörten exzitatorischen/ inhibitorischen Balance des Kortex und somit in 
der Hypothese der Übererregbarkeit der MN in der ALS zu spielen [Brunet et al., 2020, 
Clark et al., 2018, Do-Ha et al., 2018, Khademullah et al., 2020, McGown et al., 2013, 
Zhang et al., 2016]. Trotz dessen ist noch nicht viel bekannt über die GABAergen IN. 
Im Folgenden wird der Fokus auf die inhibitorischen IN im M1 gelegt werden, da diese 
Gruppe im Zentrum der durchgeführten Versuche stehen. 

Obwohl die heterogene Gruppe der GABAergen, inhibitorischen IN nur einen kleinen 
Teil der zellulären Bestandteile des Kortex ausmachen, wird ihnen eine wichtige Rolle 
im neuronalen Netzwerk eingeräumt [Gunes et al., 2020, Swanson et al., 2019]. Ihre 
Axone sind sehr stark verzweigt, wodurch IN vielschichtige Verbindungen knüpfen und 
so Einfluss auf zeitliche Präzision, Plastizität, Synchronisation und das Gleichgewicht 
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PV IN werden aufgrund Ihrer Morphologie in Korbzellen und Chandelier-Zellen 
unterteilt. Chandelier-Zellen haben ihren Namen durch die charakteristische 
Anordnung der Synapsen, die sie an den axonalen Initialsegmenten der PZ bilden, 
verliehen bekommen. Man kann ihre Somata v.a. in L2 und L6 erkennen. Korbzellen 
bilden vorwiegend perisomatische Synapsen aus. Sie sind die häufigste Unterart aller 
IN und deswegen am besten untersucht. Ihr elektrisches Potentialverhalten wird als 
engl. fast spiking klassifiziert, da die Inhibition sehr schnell, stark und zeitlich sehr 
genau ausgelöst wird. Als Funktion wird Ihnen zugeschrieben, dass sie fehlerhafte 
Signale der CSMN unterbinden. Ihre Somata sind ubiquitär in allen histologischen 
Schichten, mit Ausnahme der zellarmen Schicht L1, aufzufinden. [Tremblay et al., 
2016] 

SOM IN hingegen bilden dendritische Kontakte aus und werden in Martonetti-Zellen 
und nicht-Martonetti-Zellen unterteilt. Martonetti-Zellen sind v.a. in den Schichten L2 
und L3 im Mausmodell vertreten, bilden aber eine sehr dichte axonale Innervation der 
kortikalen Schicht L1 aus. Hier beeinflussen sie PZ über deren apikale Dendriten. 
Nicht-Martonettis projizieren entweder auch auf PZ oder auf PV IN und wirken so 
disinhibierend, d.h. exzitatorisch. [Tremblay et al., 2016] 

Die dritte Kategorie der GABAergen IN wird durch den Serotoninrezeptor 5HT3aR und 
dem vasoaktiv intestinalen Peptid (VIP) klassifiziert. VIP IN mit bipolarer 
Dendritenmorphologie sind v.a. in L2/3 aufzufinden, in L6 hauptsächlich in multipolarer 
Struktur. Diese beiden unterscheiden sich auch in Bezug auf die Verläufe ihrer Axone 
im Kortex, die jedoch beide v.a. auf SOM IN projizieren. Zudem sind diese IN durch 
einen hohen Input Widerstand gekennzeichnet. Sie feuern initial stark, sog. initial burst, 
und verfallen dann in ein unrhythmisches und schwächeres Aktionspotenzialmuster. 
Die neurogliaformen Zellen (NGFZ) der Non-Vip 5HT3aR IN bilden mit 90% aller IN in 
L1 den größten Anteil aller IN im Stratum moleculare. NGFZ verdanken ihren 
Beinamen Spinnwebenzellen ihrer Morphologie: Ein kleines, rundes Soma umringt von 
radial angeordneten Dendriten. Sie bilden dendritische Synapsen mit anderen IN und 
PZ. Auch Cholecystokinin exprimierende Korbzellen (CCKZ) wurden als Non-VIP IN 
beschrieben. Sie vermitteln perisomatisch eine langanhaltende Inhibition von PZ. 
[Tremblay et al., 2016] 

Abhängig von der Art und Weise, wie die IN im Schaltkreis eingebunden sind, können 
sie verschiedene Rollen einnehmen. So ist proximale Inhibition effektiver als distale 
[Koch et al., 1983, Vu et al., 1992]. Inhibition kann sowohl Feedforward, als auch 
Feedback, erfolgen (siehe Abb. 5). In der Feedforward Verschaltung wird ein AP 
anterograd in der Zielzelle, im motorischen System in einer PZ, ausgelöst. PV 
Korbzellen sind z.B. in so einer Schaltung aufzufinden. Ihre elektrophysiologischen 
Eigenschaften verleihen ihnen eine hohe zeitliche Genauigkeit und Geschwindigkeit. 
Tremblay et al. sprechen den Korbzellen eine Rolle als Koinzidenzdetektor zu, d.h., 
dass die IN alle zufälligen und fehlerhaften Signale von PZ inhibieren. Feedback 
Inhibition ist durch eine rekurrente Hemmung gekennzeichnet. Neben der retrograden 
Projektion auf dieselbe Zelle, von der das IN angesteuert wird, können noch andere 
PZ von dem IN Signale erhalten. Projiziert das IN auch auf andere PZ, inhibiert es 
somit diese PZ und unterbindet dort eine Entstehung eines AP. PV und SOM IN 
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zu physiologischer Erregbarkeit der CSMN und gelinderter Neurodegeneration [Zhang 
et al., 2016]. In einer aktuellen Publikation konnte sogar gezeigt werden, dass IN auch 
mittels chemogenetischer Methoden als therapeutisches Ziel dienen können. So 
wurde die Erregbarkeit von hypoaktiven PV IN in einem SOD1 Mausmodell mittels sog. 
Designer-rezeptoren ausschließlich aktiviert durch Designermedikamente (engl. 
Designer receptors exclusively activated by designer drugs, DREADD) wieder erhöht, 
was außerdem zur Normalisierung der Hyperaktivität von CSMN führte und zudem 
auch den Krankheitsprozess in den Versuchstieren verlangsamte [Khademullah et al., 
2020]. Khademullah et al. nutzten dafür den veränderten humanen muskarinergen 
Rezeptor hM3D, welcher eine hohe Sensitivität für Clozapin N-oxid besitzt, aber dafür 
kaum auf Acetylcholine reagiert [Khademullah et al., 2020, Roth, 2016]. 

4.1.3.10 Interneuronen im motorischen Vorderhorn des Rückenmarks und ALS 
assoziierte Veränderungen 

Auch auf spinaler Ebene gibt es Untersuchungsergebnisse mit Hinweisen auf 
Einflüsse der IN auf die SMN. Im Vorderhorn des Rückenmarks sind andere IN 
vertreten als im Kortex: Es wurden inhibitorische Klasse I, exzitatorische Klasse II IN, 
präsynaptische IN und Renshaw Zellen beschrieben [Côté et al., 2018]. Letztere 
bewirken eine rekurrente Hemmung auf die SMN und sollen SMN synchronisieren und 
ihre Signale stabilisieren. Die Aufgabe der präsynaptische IN ist die Integration von 
sensorischen Signalen aus der Peripherie in Reflexbögen und bewusste Motorik. 
Klasse I IN spielen eine Rolle in der reziproken Inhibition der Agonisten bzw. 
Antagonisten, Koordination zwischen linker und rechter Körperhälfte und Integration 
der Daten zur Muskelfaserspannung der Golgi Sehnenapparate. Klasse II IN 
bekommen Signale von den Muskelspindeln und sind Teil von Reflexbögen und der 
Koordination von Kontraktionen der Muskelfasern im Dehnungszustand. Der 
meistgenutzte inhibitorische Neurotransmitter ist Glycin. [Côté et al., 2018] 

Raynor et al. konnten schon 1994 zeigen, dass ALS Patienten eine verringerte 
rekurrente Inhibition aufweisen [Raynor et al., 1994]. Dies könnte ein Hinweis auf 
verringerte Aktivität der Renshaw Zellen sein. Unterstützt wird die Hypothese durch 
eine verringerte Dichte an Glycin Rezeptoren, welche in Korrelation mit dem Grad der 
SMN Degeneration stand [Whitehouse et al., 1983]. Das SOD1G93A Mausmodell zeigt 
präsymptomatisch einen progressiven Verlust von postsynaptischen Glycinrezeptoren 
der SMN und Degeneration von Renshaw Zellen mit dem Einsetzen der motorischen 
Symptome [Chang et al., 2009]. Sunico et al. untersuchten die hypoglossalen MN in 
der gleichen SOD1G93A Mauslinie und konnten den Verlust von inhibitorischen 
Synapsen, eine erhöhte Anzahl an exzitatorischen Synapsen und somit eine gestörte 
exzitatorische/ inhibitorische Balance in der präsymptomatischen Phase nachweisen 
[Sunico et al., 2011]. Diese Ergebnisse zeigen, dass IN sowohl auf kortikaler als auch 
spinaler Ebene im ZNS eine Rolle im Fortschreiten der ALS spielen könnten und 
weiterhin, trotz komplizierter Erreich- und Untersuchbarkeit, Gegenstand zukünftiger 
Forschung sein sollten. 

4.1.4 Stellenwert der Versuche 
ALS ist eine fatale Krankheit mit fundamentalen Auswirkungen auf die Lebensqualität 
der Patienten ohne kausale Therapie. Wie oben schon erörtert, ist die Pathogenese 
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Wegstrecke definiert, die zwei Lichtstrahlen aus derselben Lichtquelle zurücklegen 
und bei Überlagerungen ein stabiles Interferenzmuster erzeugen können.  

In der Zweiphotonenmikroskopie (2P Mikroskopie) ist das Areal, in dem 
fluoreszierende Teilchen in der Probe angeregt werden, sehr klein. Dies ist bedingt 
dadurch, dass die benötigte Photonendichte nur im Fokuspunkt des Objektivs besteht. 
Sowohl oberflächlichere als auch tiefere Moleküle können von den einzeln 
auftreffenden Lichtteilchen nicht auf ein höheres Energieniveau gehoben werden, weil, 
wie oben beschrieben, zwei Photonen gleichzeitig auf einen Fluorophor auftreffen 
müssen, um die Fluoreszenz auszulösen. Wie oben beschrieben ist der Einsatz von 
langwelligerem Licht möglich, welches weniger Energie transportiert als bei 
herkömmlicher Fluoreszenzmikroskopie. Zusammen mit den Relaxationsphasen 
zwischen den pulsierenden Laserstrahlen kann so die thermische Entwicklung, der 
phototoxische Effekt und das Bleaching des Fluorophors minimiert werden. Diese 
Vorteile ermöglichen erst das chronische Aufnehmen von in vivo Bildern in Mäusen. 
Außerdem entsteht verglichen mit z.B. einem Konfokalmikroskop weniger 
fluoreszierendes Licht außerhalb der fokalen Bildebene und es wird kein Pinhole 
benötigt. Ein Pinhole ist ein donutförmiger Filter, der in einem Konfokalmikroskop direkt 
vor den Detektor geschaltet werden muss, um Licht, welches nicht aus der fokussierten 
Ebene stammt, herauszufiltern und die Bilder nicht zu verfälschen. [Sanderson et al., 
2014] 

Neben den hier angeführten Vorteilen müssen auch Nachteile in Kauf genommen 
werden: Im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie ist nur eine halb so dichte Auflösung 
erreichbar. Auch gibt es generelle Nachteile der fluoreszenzbasierten Mikroskopie: Ein 
Problem wäre Autofluoreszenz. Dieser Begriff bezeichnet Partikel, die auch ohne den 
Einsatz von Fluorophoren selbst fluoreszieren. Eigenfluoreszenz ist vor allem beim 
Untersuchen von intaktem Gewebe oder in vivo ein Problem: Z.B. Kollagene oder 
Elastin in der Extrazellulärmatrix sind häufig autofluoreszent. Je nach Versuch kann 
es von Vorteil sein, zuerst Proben ohne Einsatz von Fluorophoren zu mikroskopieren 
und dann passende Filter und/ oder Indikatoren auszuwählen. 

4.2.4 Transgene Mauslinie zur Markierung von Interneuronen 
Zur Visualisierung von Interneuronen nutzte ich die GIN (engl. GFP expressing 
Inhibitory Neurons) Mauslinie von Oliva et al. [JacksonLaboratory, Oliva et al., 2000]. 
Diese Mäuse exprimieren GFP in GABAergen IN und eignen sich somit für 
Untersuchungen der synaptischen Strukturen von IN mittels 2P Mikroskopie. Die 
transgen markierten IN zeigen eine starke Fluoreszenz im Soma, aber auch in den 
Dendriten und Axonen. Oliva et al. zeigten, dass die GIN v.a. in den neokortikalen 
Schichten L2-4 aufzufinden sind. Die GIN sind zu 98% SOM IN, aber weisen eine 
starke morphologische Diversität auf. Riedemann et al. untersuchten die 
Zellpopulation im cingulären Kortex: 98% der GIN sind SOM IN, aber nur 50% der 
SOM IN weisen eine GFP Expression auf. Die GIN sind nicht nur durch 
unterschiedliche Morphologien gekennzeichnet, sondern auch durch verschiedene 
elektrophysiologische und neurochemische Eigenschaften. So konnte nachgewiesen 
werden, dass bei Mäusen eine Ko-Expression von Ca2+ bindenden Proteinen und 
Neuropeptid Y vorliegt. Diese Subtypen sind je nach Gehirnregion unterschiedlich 
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verteilt. Die Experimente zur Untersuchung der strukturellen Plastizität behandelt also 
nur einen begrenzten Anteil der SOM IN. [Oliva et al., 2000, Riedemann et al., 2015, 
Riedemann et al., 2018] 

SOM IN sind im Gegensatz zu CSMN nicht so umfangreich charakterisiert worden 
[Caroni et al., 2012, Chidambarama et al., 2019, Fu et al., 2012, Hofer et al., 2009, 
Holtmaat et al., 2005, Kopec et al., 2006, Lendvai et al., 2000, Trachtenberg et al., 
2002, Xu et al., 2009, Zuo et al., 2005b]. Sie beeinflussen die Aktivität der CSMN 
[Brunet et al., 2020, Tremblay et al., 2016] und könnten maßgeblich an der Pathologie 
beteiligt sein. Die kortikale Hyperaktivität scheint eine zentrale Rolle in der ALS zu 
spielen [Gunes et al., 2020], was auf ein Missverhältnis zwischen den physiologischen 
Aktivitäten der PZ und inhibitorischen IN hinweisen könnte [Cengiz et al., 2019, Cengiz 
et al., 2020, McGown et al., 2013, Moser et al., 2013, Shibuya et al., 2017, Van Den 
Bos et al., 2018]. Des Weiteren konnten in einem TDP-43 Mausmodell nicht nur 
Hinweise auf hyperaktive SOM IN gesammelt werden, sondern führte eine Ablation 
der SOM IN zu einer physiologischen CSMN Aktivität [Zhang et al., 2016]. Auf der 
anderen Seite zeigten Nolan et al. dass sich in in vitro Gehirnschnitten eines TDP-43 
Mausmodells kaum intrazelluläre Proteinaggregate in IN nachweisen lassen [Nolan et 
al., 2020]. Um mehr Informationen zur synaptischen Aktivität der SOM IN zu gewinnen, 
nutzten wir die 2P Mikroskopie um die Prä- und Postsynapsen der IN in einem SOD1 
Mausmodell in vivo während der Pathogenese der ALS strukturell zu evaluieren. 

 

5 Fragestellung und Zielsetzung 
In meiner Dissertation untersuchte ich die folgenden Fragestellungen: 

1. Ist die Zelldichte von Parvalbumin oder Somatostatin (SOM) exprimierenden 
Interneuronen (IN) im primär motorischen Kortex (M1) und im primär 
somatosensorischen Kortex (S1) in SOD1G93A transgenen Tieren verändert? 

2. Ist die Dichte und strukturelle Plastizität postsynaptischer Elemente 
(dendritischer Spines) von SOM IN im M1 krankheitsstadienabhängig in 
SOD1G93A Mäusen verändert? 

3. Ist die Dichte und strukturelle Plastizität präsynaptischer Elementen (axonalen 
Boutons) von SOM IN im M1 krankheitsstadienabhängig in SOD1G93A Mäusen 
verändert? 
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6 Materialliste 
Gerät Modell Hersteller 
OP: Kranielles Fenster Implantation 
Operationsmikroskop SMZ 171 Motic, Barcelona, 

Spanien 
Bohrer Presto II NSK, Ratingen  
Bohraufsatz HM1 005 US1/4 FG Meisinger, Neuss 
Schwanenhals LED -
Lampe 

HighCri ZLED CLS4500 Zett Optics, 
Braunschweig 

Chirurgischer 
Kopfbügelhalter 

Stereotaxic Instrument for Mouse 68513 
 

RWD Life Science, 
Dover, Delaware, 
USA 

Wärmematte ThermoStar Homeothermic Monitoring 
System 

RWD Life Science, 
Dover, Delaware, 
USA 

UV-Lampe DEN01 Denest 
Messschieber Garant Messschieber Callper Hoffmann Group, 

München 
Rasierer Rowenta Nomad Groupe SEB, 

Frankfurt  
Tupfer Sugis Kettenbach, 

Eschenburg 
Gelfoam Pfizer Gelfoam Pfizer, Berlin 
Kranielle Glasfenster Menzel Gläser Deckgläser rund Ø4mm 

#1 
Fisher Scientific, 
Schwerte 

Kopfbügel Maßanfertigung: 

Länge: 25 mm 
Breite: 10 mm 
Dicke: 1mm 
Gewicht: 0,4 g 
Einzelne Streben ~1 mm breit 

LaserJob, 
Fürstenfeldbruck 

UV-Kleber Venus Diamond Flow Kulzer, Hanau 
Gewebekleber Histoacryl B.Braun, Tuttlingen 
Dentalzement Paladur Kulzer, Hanau 
Augensalbe Bepanthen Augen und Nasensalbe 5% 

Dexpanthenol 
Bayer Vital, 
Leverkusen 

Lokales Betäubungsmittel Xylocain Gel 2% Aspen Pharma 
Trading Limited, 
Dublin, Irland 

Prämedikation/ Analgesie Metacam (Meloxicam) 
 

Boehringer 
Ingelheim, Ingelheim 

Vetalgin (Metamizol) MSD Animal Health, 
München 

Desinfektionsmittel Braunol (Povidon-Iod) B.Braun, Tuttlingen 
Ethanol 70% vergällt Carl Roth, Karlsruhe 
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(Injektions-)Lösungen Ringer-Lösung DAB 7 Serag Wiessner, 
Naila 

Isotonische NaCl 0,9% Berlin Chemie, 
Berlin 

Spritzen und Spitzen Omnifix Solo B.Braun, Tuttlingen 
Sterican 20Gx1/2 B.Braun, Tuttlingen 
Sterican 30Gx1/2 B.Braun, Tuttlingen 

Zweiphotonmikroskopie 
Mikroskop 
Multiphoton Mikroskop HyperScope Scientifica, Uckfield, 

England 
Laser Mai Tai DeepSee Ti:Sapphire Spectra-Physics, 

Darmstadt 
LED Lichtquelle pE-100 CoolLED, Andover, 

England 
Objektiv CFI75 LWD 16X W (NA 0.8; 

Arbeitsabstand 3 mm) 
Nikon, Düsseldorf 

Emissionsfilter ET525/50: von 500 bis 550nm 
ET626/60: von 596 bis 656nm 

Chroma, Bellows 
Falls, Vermont, USA 

Software Laboratory Virtual Instrumentation  
Engineering Workbench (LabVIEW) 

National 
Instruments, Austin, 
Texas, USA 

MatLab Mathworks, Natick, 
Massachusetts, 
USA 

Mausanästhesie/ 
Narkosesystem 

Isofluran Verdampfer Northern Vaporisers, 
Skipton, England 

HSE MiniVac Hugo Sachs 
Electronik, March-
Hugstetten 

Anäesthetikum Isofluran Zoetis, Berlin 
CP-Pharma, 
Burgdorf 

Monitoring des 
Versuchstieres 

Small Animal Physiological Monitoring 
System 

Harvard Apparatus, 
Holliston, 
Massachusetts, 
USA 

Immersionsgel Signa gel (1:1 verdünnt in 
demineralisiertem Wasser) 

Parker Laboratories, 
Fairfield, New 
jersey, USA 

Perfusion 
Peristaltische Pumpe Peri-Star Pro World Precision 

Instruments, 
Friedberg 

Anästhetika Imalgene 1000 (Ketamin) Merial, Lyon 
Rompun 2% (Xylazin) Bayer Vital, 

Leverkusen 
Genotypisierung 
Zentrifuge Mastercycler, Mastercycler personal Eppendorf AG, 

Hamburg 
Biometric TRIO Analytik Jena, Jena 
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Befestigungsmedium VECTASHIELD® Antifade Mounting 
Medium (H-1000-10)   

Vector Laboratories, 
Newark, California, 
USA 

Software zur Analyse 
Statistische Analyse Prism GraphPad Software, 

San Diego, 
California, USA 

Bildanalyse 
 

FiJi/ ImageJ Open source (siehe 
[Eliceiri et al.]) 

Excel Microsoft 
Corporation, 
Redmond, 
Washington, USA 

MATLAB MathWorks, Natick, 
Massachusetts, 
USA 

Tab. 2: Materialliste 
Wenn nicht anders beschrieben, befindet sich der Hersteller in Deutschland.  
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7 Methodenteil 
7.1 Mausmodell 
Die verwendete SOD1G93A transgene Mauslinie wurde über Jackson Laboratories 
erworben (B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)dl1Gur/J; #002299) [Gurney et al., 1994]. Diese 
Mauslinie exprimiert eine mutierte, humane Form des Superoxiddismutase 1 Gens 
(SOD1G93A). Im Vergleich zum Standardmodell (B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J; 
#004435) exprimiert dieser Stamm eine verringerte Anzahl an Kopien von SOD1 und 
weist einen verzögerten Erkrankungsbeginn auf [Alexander et al., 2004]. Heterozygote 
SOD1G93A Männchen wurden mit FVB-Tg(GadGFP)45704Swn/J (Jackson laboratories; 
#003718) [Oliva et al., 2000] Weibchen gekreuzt, welche das engl. enhanced Green 
Fluorescent Protein (eGFP) unter der Kontrolle des Glutamat Decarboxylase GAD67 
Promoters exprimieren. Dadurch wird das eGFP in Zellen, die GABA produzieren, 
gebildet und im Zytosol angereichert. Riedemann et al. zeigten, dass nahezu alle 
dieser GFP positiven Zellen SOM IN sind [Riedemann et al., 2015]. 

Die Tiere wurden in der hauseigenen Tierhaltung, der Core Facility Animal Models 
(CAM; Großhaderner Str. 2, 82152 Planegg) gezüchtet. Ihnen stand Nahrung in Form 
von Pellets und Wasser ad libitum zur Verfügung. Alle Experimente wurden gemäß 
den geltenden Richtlinien der Regierung von Oberbayern ausgeführt (Lizenznummer 
55.2-2532.Vet_02-16-11). Alle Experimente und Analysen wurden verblindet 
durchgeführt.  

Kriterium Klassifikation Punktwert 
Hinterbeintremor nicht vorhanden 0 

Vorhanden 1 
Hinterbeinextension 
Max. 5 sec langes Anheben der Maus an der 
Schwanzwurzel. Physiologischerweise beidseitig 
Unter- und Oberschenkel komplett extendiert und 
die Zehen gespreizt. 

Physiologische Reaktion 0 
einseitige, inkomplette Extension 1 
beidseitige, inkomplette Extension 2 

Aufrichtverhalten 
Max. 5 min langes Beobachten der Maus in 
einem separaten Käfig. Messung der Anzahl von 
kompletten Aufrichtmanövern an der Käfigwand 
mit kompletter Extension beider unterer 
Extremitäten. 

Mindestens zwei komplette 
Aufrichtmanöver 

0 

einmaliges, komplettes Aufrichten 1 
fehlende bzw. inkomplette 
Aufrichtmanöver 

2 

Schwanzhaltung 
5 min langes Beobachten der Schwanzposition in 
Bezug zum Körper während Lokomotion. 

Schwanz größtenteils auf 
Wirbelsäulenniveau oder höher und 
ohne Bodenkontakt 

0 

Intermittierendes Absinken des 
Schwanzes mit Bodenkontakt 

1 

Ausgeprägter Bodenkontakt bzw. 
Schleifen des Schwanzes 

2 

Tab. 3: SOD-Score  
Diese Skala erfasst die motorischen Symptome der ALS bei Mäusen. Adjustiert nach [Gurney et al., 1994, Weydt 
et al., 2003].  
 

Zur Klassifizierung der Symptome wurde ein spezifisches Punktesystem angewandt. 
Der mausspezifische SOD-Score umfasst vier Kategorien: Hinterbeintremor, 
Hinterbeinextension, das Aufrichtverhalten und die Position des Schwanzes während 
Lokomotion (siehe Tab. 3). Bei Erreichen der Maximalpunktzahl von 7 wird der 
Versuch beendet und das Tier euthanasiert. Zusätzlich darf das Körpergewicht max. 






























































































