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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 Extremitaten einen progressiven Verlust der motorischen Fahigkeiten. Die
Erkrankung fuhrt 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 vollstandig
erschlossenen Pathogenese der Erkrankung. Es zeigen sich Hinweise auf eine
kortikale Ubererregbarkeit in Patienten, als auch Tiermodellen und ein gestortes
Exzitations-/ Inhibitionsgleichgewicht. Um die zellularen Mechanismen einer
defizitiren Hemmung zu entschlusseln, untersuchten wir die Dichte und strukturelle
synaptische Plastizitdt von Interneuronen (IN) im primar motorischen Kortex im
SOD1%% transgenen Mausmodell der ALS in verschiedenen Krankheitsstadien. Dazu
wurde neben immunhistochemischen Farbungen auch die chronische in vivo
Zweiphotonenmikroskopie eingesetzt. Wahrend sich eine signifikante altersabhangige
Dichteminderung von Somatostatin (SOM) exprimierenden IN im motorischen Kortex
nachweisen liel3, fanden sich keine Unterschiede in der Dichte von SOM IN bzw.
Parvalbumin (PV) exprimierenden IN zwischen Wildtyp- und SOD transgenen M&ausen.
Die Analyse synaptischer Strukturen auf SOM IN zeigte eine verringerte Dichte der
postsynaptischen Korrelate (Dornen) an den Dendriten der SOM IN in
prasymptomatischen SOD transgenen Tieren. Die dynamischen Parameter,
Uberlebensfraktion, Formations- und Verlustrate von dendritischen Dornen waren in
SOD transgenen Tieren nicht verandert. Auch bei prasynaptischen Strukturen, den
sogenannten Boutons, von SOM IN konnten keine signifikanten Veranderungen 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 kdénnte es prasymptomatisch zu einem Funktionsdefizit von SOM
IN aufgrund von reduziertem synaptischem Input kommen. Zukunftige Studien zur
neuronalen Aktivitat der IN konnten hierzu weiteren Aufschluss bringen.



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 SOD1%%A mouse model across disease stages, using immunohistochemistry and
chronic in vivo two-photon microscopy. | 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, | 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, | 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.



4 Einleitung

4.1 Amyotrophe Lateralsklerose

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung der
oberen und unteren Motoneuronen im zentralen Nervensystem (ZNS). Sie verdankt
ihren Bekanntheitsgrad prominenten Patienten, wie z.B. dem preisgekronten Physiker
Stephen Hawking oder dem amerikanischen Baseballspieler Lou Gehrig, der viralen
Ice-Bucket-Challenge der ALS Association 2014, aber nicht zuletzt auch dem Fakt,
dass immer noch keine Heilung bzw. verlaufsmodifizierende Therapie existiert.

Bereits vor 150 Jahren benannte der franzésische Neurologe und Professor der
Pathologie Jean-Martin Charcot als Erster das Syndrom Amyotrophe Lateralsklerose
[Goetz, 2000]. Charcot postulierte, dass die Symptome, v.a. die Muskelschwache und
die Paralyse der Extremitaten, von dem Zelltod von motorischen Nervenzellen im
zentralen Nervensystem herriihrten. Der Pathologe fand dies durch Autopsien von
verstorbenen Patienten heraus. In manchen Bichern wird deshalb diese Erkrankung
nach seinem Erstbenenner auch ,Charcot’s disease“ genannt.

Die chronische neurodegenerative Erkrankung ist auch unter einem anderen Namen
v.a. in den USA bekannt: Lou Gehrig’s disease. Der namensgebende Baseballspieler
schaffte es bis zu seinem 36. Geburtstag 1939 als Topspieler der New York Yankees
in die Baseball Hall of Fame aufgenommen zu werden. Kurz darauf wurde bei dem
Amerikaner ALS diagnostiziert, woran er zwei Jahre spater starb [ALSAssociation].

Die nicht vollstandig erforschte Pathologie der ALS muindet in einer progressiven
Degeneration der zentralen Motoneuronen (MN): Schadigungen des oberen
Motoneurons (engl. corticospinal motor neuron, CSMN) rufen spastische Lahmungen
hervor, wohingegen Schadigungen der unteren Motoneuronen (engl. spinal motor
neurons, SMN) zu schlaffen Paresen filhren. Nach einem oftmals asymmetrischen
Beginn in der distalen Extremitdtenmuskulatur generalisieren die Paresen innerhalb
von 2-4 Jahren nach proximal und minden terminal in einer respiratorischen
Insuffizienz. Die ALS préasentiert sich als Erkrankung der Motorik, jedoch zeigte sich,
dass 30-50% der Patienten auch eine Degeneration im Frontallappen, sowie kognitive,
Wesens- und Verhaltensveranderungen aufweisen [Brown et al., 2017]. [Ludolph et al.,
2021]

Die ALS wird in eine vererbbare Form, familiare ALS (fALS), und eine sporadisch
auftretende Form (SALS) unterteilt [Zou et al., 2017]. Ungefahr jeder 10. Patient
erkrankt an der hereditdren Form der ALS [Brown et al., 2017, Fang et al., 2015,
Renton et al, 2014]. Die Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betragt
durchschnittlich 2-4 Lebensjahre, bevor die Patienten an respiratorischer Insuffizienz
sterben [Ludolph et al., 2021]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 58-63
Jahren fUr die sporadische Variante bzw. 40-63 Jahren bei Patienten mit genetischer
Ursache; Manner sind 1,2-1,6 mal haufiger betroffen als Frauen [Fang et al., 2015].
Der Erkrankung wird in Europa eine Inzidenz von 2-4/100.000 Menschen pro Jahr und
einer Pravalenz von 4-8 pro 100.000 zugeordnet [Longinetti et al., 2019, Ludolph et al.,
2021].



Bevor die Klinik der ALS behandelt wird, soll im Folgenden die Neurohistologie und
-anatomie auszugsweise néaher beleuchtet werden, um die Pathogenese der
neurodegenerativen Erkrankung, obwohl noch nicht vollstandig verstanden, darlegen
zu kénnen.

4.1.1 Das ZNS und der primar motorische Kortex

Gyrus pre- Gyrus post-
CSMN —» centralis . centralis (S1)
(M1) \
} '« Cerebrum
; / Cerebellum
" Truncus 4

cerebri \

Medulla
SMN = spinalis
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Abb. 1: MN im ZNS

Im Gyrus postcentralis befindet sich der somatosensorische Kortex (S1), im Gyrus precentralis der
primarmotorische Kortex (M1). Die Axone der CSMN in M1 ziehen entweder zu den SMN in den motorischen
Nervenkernen im Truncus cerebri oder bilden den Tractus pyramidalis und ziehen zu den SMN in der Medulla
spinalis. Die Axone der SMN auf spinaler Ebene bilden die peripheren Spinalnerven. Ein beispielhafter Verlauf einer
MN Verschaltung ist abgebildet. M1: primarmotorischer Kortex, S1: somatosensorische Kortex, CSMN: obere
Motoneurone, SMN: untere Motoneurone [Mense, 2020, Rettig, 2021]

Motorneuronen sind eingebettet in komplexe und fein regulierte neuronale
Schaltkreise, welchen gezielt den Informationsfluss steuern. Der primér motorische
Kortex (M1), das Zentrum der Willkirmotorik, befindet sich im Gyrus precentralis und
ist somatotop geordnet. Somatotopie bezeichnet die topographische Anordnung
CSMN je nach Innervation der Muskelgruppen, wobei benachbarte Koérperbereiche
von benachbarten MN innerviert werden. Die Anzahl der Neuronen korreliert mit dem
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Grad der Feinmotorik. M1 beherbergt die CSMN, welche den kortikalen
Bewegungsbefehl an SMN im Ruckenmark senden (siehe Abb. 1). Hierfiir werden
hirnweite Informationen integriert und verarbeitet. M1 erhalt Signale aus dem
pramotorischen und dem somatosensorischen (S1) Kortex, auflerdem aus dem
okzipital gelegenen Augenfeld und dem motorischen Sprachzentrum. V.a. fir
komplexe Feinmotorik erhalt M1 Input aus dem Kleinhirn, den Basalganglien und dem
Thalamus. Modulierend wirken Axone aus dem dorsalen Raphekern, dem Locus
coeruleus, den Tuberomamillarkernen und auch aus dem Vorderlappen [Brunet et al.,
2020, Gu, 2002]. Es gibt Hinweise, dass der dorsale Raphekern einen inhibierenden
Einfluss auf die CSMN ausiiben; die anderen o0.g. Neuronenpopulationen kénnen das
motorische Netzwerk in beide Richtungen modulieren [Brunet et al., 2020].
Histologisch entspricht M1 dem agranuléren Neokortex: sechsschichtiger Isokortex mit
schwach ausgebildeten Laminae granulares interna und externa, Schichten L2 und L4,
und ausgepragten Laminae pyramidales interna und externa, also L3 und L5. L1 ist
eine zellarme Schicht, welche v.a. durch Axone und Dendriten gebildet wird. In Schicht
L3 und L5 befinden sich die meisten CSMN. Die klassischen Betz'schen Riesenzellen
befinden sich in L5b, jedoch soll hier betont werden, dass die CSMN nicht nur die Betz-
Zellen umfassen, sondern noch andere, etwas weniger prominente MN im M1. L1
besteht vorwiegend aus Dendriten und ist die Soma-armste Schicht. [Kipp et al., 2022,
Mense, 2020, Rettig, 2021]

Kortikale CSMN bestehen aus einem Soma in tieferen Schichten, meist L5, mehreren
apikalen Dendriten, welche bis zur L1 reichen, aber auch basalen Dendriten in tieferen
Schichten, und einem Axon [Gunes et al., 2020, Harris et al., 2015], welches als Tell
der Pyramidenbahn ins Ruckenmark projiziert.

4.1.2 Klinik der ALS

4.1.2.1 Symptome

Maf3geblich fir die Diagnose sind auch 150 Jahre nach der Entdeckung der Krankheit
die Degenerationszeichen von CSMN und SMN.

Bei Schaden der CSMN treten neben einer Hyperreflexie auch pathologische Reflexe,
wie z.B. der Babinskireflex, auf. Spastiken, d.h. eine Tonuserh6hung der Muskulatur
mit fakultativen, nicht funktionellen Haltungsmustern, treten additiv auf.

Als Zeichen der SMN-Degeneration treten initial Krampfe und Faszikulationen auf.
Durch die fehlenden Aktionspotentiale (AP) an den motorischen Endplatten
unterbleiben Kontraktionen, was eine schlaffe Parese und im spateren Verlauf eine
Muskelatrophie bedingt. Auch eine Hyporeflexie erklart sich durch den Zelltod der SMN;
diese kann final in einer Areflexie miinden.

Je nach Lokalisation der neurodegenerativen Prozesse sind gemaR der Somatotopie
andere Muskelgruppen betroffen. Der klassische Beginn bei 58% — 80% der Patienten
ist ein asymmetrischer, distal gelegener Fokus an einer Extremitat, meist
charakterisiert durch einen Kraftverlust bzw. eine Ungeschicklichkeit einer Hand oder
eine Gangunsicherheit und Schwache eines Beins [Longinetti et al., 2019]. Dies
bezeichnet man als spinalen Beginn. Etwa ein Flnftel der Patienten berichtet von
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einem sog. bulbéaren Beginn bedingt durch die Degeneration von MN im Hirnstamm:
Sie klagen Uber 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 zusétzlich eine
frontotemporale Demenz (FTD) auf [Ludolph et al., 2021, Lulé et al., 2018]. Die Anzahl
der Patienten mit milderen kognitiven bzw. Verhaltensstérungen betragt 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 fihrt zu einer respiratorischen
Insuffizienz. Durch das Erlahmen der Atemmuskulatur bzw. Atemhilfsmuskulatur
werden nicht mehr alle Lungenalveolen ausreichend beliftet. Die aus der alveolaren
Hypoventilation resultierende Hypoxie verschlechtert sich mit der Progression der
Erkrankung zunehmend wund miundet schlussendlich in einer terminalen
respiratorischen Insuffizienz. Die alveoldre Hypoventilation zieht ein erhohtes
Pneumonierisiko nach sich, bedingt durch die unbellfteten, mit mukésem Sekret
geflllten Alveolen [Ludolph et al., 2021]. Besonders fatal sind Lungenarterienembolien
aufgrund eines durch die Paresen bedingten erhéhten 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
verlangert das mittlere Uberleben 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 Ubererregbarkeit 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 Superoxiddismutasel (SOD1,
siehe 4.1.3) zu degradieren. Tofersen wurde entwickelt fur 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 verlangerten Open label extension Phase der Studie auch die
Symptomprogression verlangsamen und sogar teilweise zu einer Verbesserung der
Symptome filhren [Smith et al., 2025]. Eine Zulassung besteht in Amerika und durch
die europaische Arzneimittel Agentur.

Erganzend werden palliativ  Krankengymnastik, Ergotherapie, Logopadie,
Psychotherapie, Ernahrung via perkutaner endoskopischer Gastrostomie, eine
praventive Antibiose gegen Pneumonien und Heimsauerstoff bzw. nicht invasive
Ventilation und final Tracheostomata zur Atemwegssicherung angewandt [Ludolph et
al., 2021].
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4.1.3 Pathogenese

Die Entstehung der neurodegenerativen Erkrankung ALS ist zum jetzigen Zeitpunkt
nicht vollstandig geklart. Aktuelle Erkenntnisse beruhen tberwiegend auf Zell- und
Tiermodellen mit ALS assoziierten genetischen Mutationen. Mithilfe dieser Modelle
wurde eine Vielzahl von gestorten intrazellularen Prozessen bei der ALS aufgedeckt.
Intrazellulare Proteinaggregation aufgrund von Fehlfaltung und/ oder zytosolischer
Fehllokalisierung intranukleérer Proteine [Blokhuis et al., 2013, Tyzack et al., 2019],
fehlregulierter Ribonukleinsaure (RNA) Prozessierung [Polymenidou et al., 2012],
gestorte Kalziumionen (Ca?*) Homoostase [Leal et al., 2015], gestorte Funktion der
Mitochondrien [Kawamata et al., 2010] und defizitarer axonaler Transport [Marinkovi¢
et al., 2012]. Als weitere Faktoren fur den Untergang der MN werden oxidativer Stress
[Barber et al., 2010] und Hypererregbarkeit bzw. Glutamat vermittelte Exzitotoxizitat
diskutiert [Brunet et al., 2020, Do-Ha et al., 2018, Eisen et al., 2017, Gunes et al., 2020,
Shepherd, 2013].

Die Atiologie der ALS ist multifaktoriell und teilweise durch genetische Mutationen und
deren Folgen bedingt. Alle bisher identifizierten Gene und genetischen Varianten, die
mit ALS in Verbindung gebracht werden konnten, werden von der Amyotrophic Lateral
Sclerosis online Database ALSoD [ALSoD] aufgelistet. Im Folgenden werden die
wichtigsten bisher bekannten Risikofaktoren und Genmutationen kurz vorgestellt.
(siehe Abb. 2).

4.1.3.1 Risikofaktoren

Die Bestimmung der Risikofaktoren ist noch immer Gegenstand der Forschung und
nur wenige sind ubiquitar anerkannt. Zwei der sicher identifizierten Risikofaktoren sind
ein Alter Uber 50 Jahren und eine Angehorigkeit zum maéannlichen Geschlecht.
Aufgrund der hereditaren Form fALS ist auch eine Verwandtschaft 1. Grades mit einem
ALS Patienten bzw. der zusatzliche Nachweis von einem oder mehreren mit ALS in
Verbindung gebrachten Genmutationen [ALSoD] mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
Hinweis auf ein erhéhtes Risiko an ALS zu erkranken. [Armon, 2003]

Auch umweltbezogene Faktoren werden diskutiert. Virusinfektionen mit z.B. HIV
[Bellmann et al., 2019, Satin et al., 2021], Enteroviren [Xue et al., 2018] oder Tollwut-
und Zikaviren [Bellmann et al., 2019] scheinen den Phanotyp der ALS Erkrankung in
Stammzellen zu verstarken, ob sie jedoch die Erkrankung auslosen koénnen, ist
umstritten. Des Weiteren wird wiederholte traumatische Gehirnerschitterung, wie z.B.
im Kampfsport oder anderen Kontaktsportarten, als Risikofaktor diskutiert [Liu et al.,
2021]. Auch UbermafRige sportliche Betatigung wird mit der Entstehung von ALS in
Verbindung gebracht [Julian et al., 2021]. Es gibt Hinweise auf eine mdgliche
Risikoerh6hung durch Kontakte mit Metallen und Toxine wie z.B. Pestizide [Fang et
al., 2015]. Ein positiver Effekt von einer Ernahrung mit erhdéhten Mengen an
ungesattigten Fettsauren bzw. Antioxidanzien wie Vitamin E wird bei widersprichlicher
Studienlage nicht angenommen [Fang et al., 2015]. Eine solche Diat und auch ein hoch
normaler engl. body mass index (BMI) sind eher nach Diagnosestellung als protektiv
einzuschatzen [Fang et al., 2015, Ludolph et al., 2021].

Die folgenden etablierten Genmutationen sind Gegenstand intensiver Forschung:
Superoxiddismutase 1 (SOD1), engl. chromosome 9 open reading frame 72 (C9orf72),
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TAR Desoxyribonucleinsdure (DNA) bindendes Protein (TARDBP) und engl. fused in
sarcoma (FUS).

41.3.2 SOD1

Das 1993 erstmalig mit ALS in Verbindung gebrachte Gen [Rosen et al., 1993] kodiert
die kupfer- bzw. zinkabhangige SOD1, welche ubiquitar im Zytoplasma exprimiert wird.
Ihre primare Funktion ist das Umsetzen von hochreaktiven Radikalen und Hyperoxiden
zu Sauerstoff und Peroxid. 15% aller fALS Patienten in Europa weisen mutiertes SOD1
auf [Zou et al., 2017].

Es wurden viele verschiedene Mutationen im SOD1 Gen identifiziert, manche auch mit
unveranderter Dismutase Aktivitdt [Bruijn et al., 1998]. Diese Variabilitdt der
hauptsachlich katalysierten Reaktion hat jedoch keinen Einfluss auf den Beginn der
Symptome oder das Fortschreiten der Beschwerden [Cleveland et al., 1995]. Daraus
folgt, dass die Pathogenese von anderen toxischen Eigenschaften des
Proteinkomplexes vorangetrieben wird [Bruijn et al., 1998]. Bruijn et al. zeigten
aulBerdem 1997, dass fehlerhaft gefaltete SOD1 Proteine im Zytoplasma der MN
akkumulieren und ubiquitinierte Komplexe bilden [Bruijn et al., 1997]. Diese
Komplexbildung steigt auch mit dem Fortschreiten der Erkrankung an, jedoch konnte
durch eine Elimination dieser Komplexe weder der Ausbruch noch das Fortschreiten
der Symptome aufgehalten werden [Parone et al., 2013]. Des Weiteren konnte eine
Prionen ahnliche Ausbreitung beobachtet werden: Fehlgefaltete Proteine beeinflussen
Wildtyp Proteinketten und zwingen diese ebenfalls in eine Fehlfaltung nicht nur
intrazellular, sondern auch auf transzellularem Weg Uber die extrazellulare Matrix via
Pinocytose [Minch et al., 2011]. Die Expression von veranderten SOD1 Proteinen in
allen MN fihrt nicht automatisch zu einem friheren Krankheitsbeginn bei transgenen
Mausen [Yamanaka et al., 2008]. Je weniger Gliazellen und andere, nicht motorische
Neuronen betroffen sind, desto spater konnte ein Symptombeginn beobachtet werden
und desto langsamer eskalierte die Symptomprogression [Yamanaka et al., 2008].
Eine Zelltyp selektive genetische Deletion von mutierter SOD in Mausen durch das
Crel/lox Verfahren lasst schlussfolgern, dass die Expression in MN malf3geblich den
Erkrankungsbeginn determiniert, wahrend die Expression in Mikrogliazellen vor allem
das Fortschreiten der Erkrankung beschleunigt [Boillee et al., 2006].

Mutierte SOD beeintrachtigt zudem den Proteinabbau in der Zelle. Zum einen hemmt
es direkt den Proteinabbau durch das Proteasom [Kabashi et al., 2004, Nishitoh et al.,
2008]. Zum anderen bindet SOD direkt an ein integrales Protein in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulum (ER): Derlin-1 [Nishitoh et al., 2008]. Diese Bindung
fuhrt zur Hemmung der ER assoziierten Degradation (ERAD), welches schon im ER
fehlgefaltete Proteine erkennt und eliminiert. Wenn durch die Gabe von Salubrinal die
L2ungefaltete Protein Antwort“ und damit die ER Stress induzierte Apoptose verhindert
wird [Boyce et al., 2005], verzdgert sich das Fortschreiten der ALS-spezifischen
Symptome [Saxena et al., 2009]. In Mausen, die mutierte SOD1 exprimieren, konnte
zusatzlich eine verringerte Proteasomaktivitat vor dem Einsetzen des klinischen
Erscheinungsbildes der Erkrankung nachgewiesen werden [Kabashi et al., 2004].
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Mutierte SOD beeintrachtigt weiterhin das Zellskelett der MN. CSMN, welche die
Pyramidenbahn bilden, besitzen ein Axon mit bis zu einem Meter Lange. 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 hirnstandige Zellen des Immunsystems. Boillee et
al. zeigten 2006 [Boillee et al., 2006], dass mutierte SOD1 in Mikrogliazellen von
transgenen Mausen die Symptomentwicklung beschleunigt. Die SOD1 Proteine mit
fehlerhafter Struktur binden an die Guanosintriphosphatase (GTPase) RAC1, welche
wiederum einen Proteinkomplex kontrolliert, der extrazellular Superoxide produziert
[Harraz et al., 2008]. Superoxide sind, wie oben beschrieben, hochreaktiv und fihren
v.a. in lokaler, hoher Konzentration zu Zellschaden. Oligodendrozyten bilden im ZNS
die lipidreichen Myelinscheiden, welche essenziell fiir die Signaltibertragung v.a. tber
weite Distanzen sind. Wird in einem SOD transgenen Mausmodell selektiv in
Oligodendrozyten die Expression von mutierter SOD1 mit Hilfe des Cre/lox- Systems
unterdriickt, verzogert sich der Zeitpunkt des Erkrankungsausbruchs signifikant [Kang
et al., 2013]. Oligodendrozyten unterstitzen MN auch mit Energie in Form des
Metaboliten Laktat. Mutierte SODL1 fuhrt ebenfalls zu einer verringerten Expression des
Laktattransporters in Oligodendrozyten [Lee et al., 2012]. Astrozyten leisten ebenfalls
metabolische Unterstitzung im ZNS. Sie sind auch fir die Homoostase des
Neurotransmitters Glutamat im synaptischen Spalt zustandig. Die selektive Hemmung
der Expression mutierter SOD1 in Astrozyten in einem SOD transgenen Mausmodell
fuhrte zu einem spateren Krankheitsbeginn und verlangsamte das Fortschreiten der
Symptome [Wang et al., 2011]. Der Transporter, der Glutamat aus dem synaptischen
Spalt befordert, wird bei Astrozyten mit mutierter SOD Expression weniger stark
exprimiert [Howland et al., 2002]. Wildtyp Astrozyten wirken protektiv gegen eine
Ubererregung der betroffenen MN und damit Exzitotoxizitat [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 Ruckenmark von transgenen Mausen einen protektiven Einfluss und verlangerte
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 Molekil vermittelt eine RNase abhéngige 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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4.1.3.3 C9orf72

C9orf72 bezeichnet einen Lokus auf dem kurzen Arm des Chromosoms 9: dem Band
21 des kurzen Arms. Physiologischerweise findet man hier bis zu 23 intronische, also
nichtkodierende, Hexanukleotid Wiederholungen der Basenfolge GGGGCC. Im
pathologisch verdnderten Genom sind hunderte bzw. tausende dieser
Hexanukleotidsequenzen vorhanden [DeJesus-Hernandez et al.,, 2011]. C9orf72
konnte bei etwa 33% aller fALS Patienten in Europa nachgewiesen werden [Zou et al.,
2017]. Diese Mutation wird nicht nur mit Fallen der ALS, sondern auch der FTD in
Verbindung gebracht [DeJesus-Hernandez et al., 2011], einem Krankheitsbild, bei dem
neurodegenerative Prozesse im Frontal- und Temporalkortex  zu
Wesensveranderungen, Gedachtnis- und Sprachstérungen bzw. Inkontinenz fuhren.
Bei 15 — 20% aller ALS Patienten wird ebenfalls eine FTD diagnostiziert, wobei die
Dunkelziffer héher angenommen wird [Brown et al.,, 2017]. Die Funktion des
Genabschnitts ist noch nicht vollstandig gekléart, jedoch wurde beobachtet, dass eine
verminderte Expression von C9orf72 die Autophagieprozesse der Neuronen
supprimiert [Webster et al., 2016].

Ein Knockout des C9orf72 Gens in Neuronen und Gliazellen fuhrte zu keinerlei
Veranderungen im Phénotyp eines Mausmodells [Koppers et al., 2015], bei einer
ubiquitaren Elimination hingegen zeigten sich Splenomegalie und Lymphadenopathie,
abnormale Makrophagen- und Mikrogliafunktion als auch altersabhangige
Entzindungen im ZNS [Atanasio et al., 2016].

Auf der anderen Seite wird auch ein toxischer ,Funktionsgewinn‘ diskutiert: C9-ALS-
FTD Patienten wiesen akkumulierte RNA mit GGGGCC
Hexanukleotidwiederholungen im ZNS auf [DeJesus-Hernandez et al., 2011], welche
wiederum RNA bindende Proteine sequestrieren. Dies filhrt zu Defekten im Spleil3en
der pra-mRNA [La Spada et al., 2010].

Zusatzlich kdnnen Hexanukleotidwiederholungs- assoziierte nicht-AUG Translationen
(engl. repeat-associated non-AUG; RAN), also Translationen von mRNA in Proteine
ohne Beteiligung eines Startkodons bestehend aus Adenosin, Uracil und Guanosin [Zu
et al., 2011], zur Exprimierung von Proteinen flihren, die aus Wiederholungen von
Dipeptiden bestehen. Diese engl. dipeptide repeats (DPR) Proteine bestehen
entweder aus Glycin-Alanin, Glycin-Arginin, Glycin-Prolin oder bei Antisense-
Transkription Prolin-Arginin und Prolin-Alanin Peptidwiederholungen [Mori et al., 2013].
Arginin beinhaltende DPR fuhren zu fatalen Zellschaden [Kwon et al., 2014]. Zuséatzlich
gibt es Hinweise auf einen gestorten Transport zwischen Zellkern und Zytoplasma. Die
GGGGCC Wiederholungen beeinflussen auch die Morphologie der Zellkernmembran
und vor allem ihrer Poren, durch die besagter Transport geschieht [JoviCi¢ et al., 2015].

4.1.3.4 TARDBP und FUS

TARDBP und FUS sind Gene, welche fir RNA bindende Proteine kodieren.
Physiologisch kommt TDP-43, das Protein, flr welches TARDBP kodiert, im Zellkern
vor [Neumann et al., 2006], ebenso wie FUS [Tyzack et al., 2019]. Diese Proteine
werden bei der ALS jeweils ins Zytosol mislokalisiert, ubiquitiniert und aggregieren
[Blokhuis et al., 2013]. Zusammen mit anderen mislokalisierten RNA bindenden
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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 erhohten Konzentrationsanstieg im Zytosol und kann zur amyloidogenen
Fibrillenbildung fiihren [Molliex et al., 2015]. Mutationen in TARDBP wurden bei 4%
und in FUS bei 3% aller europaischen 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].

ALS-assoziierte Genmutationen in Europa
40
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0 |
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Abb. 2: Haufigkeitsverteilung der ALS-assoziierten genetischen Mutationen in Europa [Zou et al., 2017]

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 unabhangig voneinander ablaufen. Die anterograde (engl. dying forward)
Hypothese besagt, dass CSMN zuerst betroffen sind und SMN erst sekundar
degenerieren. Wenn zuerst SMN sterben und CSMN danach betroffen sind, wirde die
sog. retrograde (engl. dying back) Hypothese zutreffen.

Fur den anterograden Verlauf spricht, dass die SMN der Okulomotorik und des Onuf
Nukleus, welcher die Kontinenz des Rektums und der Harnblase als auch die
Orgasmusfahigkeit steuert, am spatesten 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. -bulbaren
Signale empfangen [Baker, 2014, Braak et al., 2013, Eisen, 2021, Eisen et al., 2017]:
Die Hirnnerven lll, 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 erwdhnten TDP-43 Proteinaggregate folgen
einem ebenfalls anterograden Verteilungsmuster [Braak et al., 2013, Brettschneider et
al., 2013]. Eine weitere Erkenntnis, die fir die dying forward Hypothese sprechen
konnte, ist, dass die langen corticospinalen und -bulbédren Axone frei von
Proteininklusionen sind [Braak et al., 2013, Eisen et al., 2017]. Die Proteinaggregate
kénnten nicht nur ein Ausdruck fehlerhafter Proteinbiosynthese, sondern auch eine
Schutzreaktion gegen die zytotoxischen Eigenschaften der Proteine in geloster Form
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sein [Braak et al., 2013, Eisen, 2021]. Baker argumentiert, dass Axone dieser
Uberproportionalen Lange eine schlechtere Lysosomenfunktion an der Prasynapse
gewabhrleisten kbnnen [Baker, 2014, Raveendra et al., 2013]. Diese Art von Neuron zu
Neuron Verbreitung wurde schon fur andere neurodegenerativen Erkrankungen wie
Alzheimer und Parkinson postuliert [Iba et al., 2013, Wu et al., 2013].

Die retrograde Pathophysiologie wird durch Versuche am SOD1%%* Mausmodell
unterstitzt: Fischer et al. zeigten, dass SMN, die Axone der motorischen, vorderen
Nervenwurzel und neuromuskulare Endplatten zugrunde gehen, bevor CSMN
degenerieren [Fischer et al., 2004]. Autopsieergebnisse eines sALS Patienten konnten
diese Ergebnisse replizieren [Fischer et al., 2004]. Distale Axone degenerieren also
vor dem neuronalen Zelltod und dem Auftreten von Symptomen. Auch kommen
Fischer et al. zu der Erkenntnis, dass die Lange und Dicke des Axons Risikofaktoren
in der Pathophysiologie der ALS darstellen: Je dicker bzw. langer die Axone sind, desto
friher zeigen sie Zeichen von Degeneration [Fischer et al., 2004].

Beide Hypothesen haben jeweils stichhaltige Argumente. Folglich versucht Baker
beide Pathophysiologien in seinem dying outward Modell miteinander zu vereinbaren
[Baker, 2014].

Teil der Erforschung der neuronalen Netzwerke ist die Untersuchung der neuronalen
Kontakte, hier den Synapsen zwischen MN und Interneuronen (IN).

4.1.3.6  Synapsen — Funktion und strukturelle Plastizitat

Synapsen sind neuronale Kontaktstellen, welche interzellulare Kommunikation im
Nervensystem ermdglichen. Es gibt axo-dendritische, axo-axonale, dendri-
dendritische und perisomatische Synapsen. lhre Struktur ist in drei Bereiche unterteilt:
Die Prasynapse der sendenden Nervenzelle, den synaptischen Spalt und die
Postsynapse der Zielzelle/n (siehe Abb. 3). Die Ubertragung eines elektrischen
Potentials geschieht indirekt mit Hilfe von Neurotransmittern und membranstandigen
Rezeptoren.

Die Neurotransmitter, z.B. exzitatorisches Glutamat oder inhibitorisch wirksame y-
Aminobuttersaure (GABA), werden im Zellkérper gebildet und in Vesikeln via
Zellskelett ins Axon and in die Prasynapse transportiert. Bei einem AP verschmelzen
diese Vesikel mit der Membran und der Neurotransmitter wird exozytotisch in den
synaptischen Spalt freigesetzt. Hier binden die Molekile an Rezeptoren der
Postsynapse und lésen dort tiber Offnung von membranstandigen Kanalen oder
Aktivierung von ebenfalls membranstandigen Transportern bei Uberschreiten des
Schwellenpotentials ein neues AP aus. Im Beispiel von Glutamat waren dies die
ionotropen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), Kainat und a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolepropionsaure (AMPA) und die metabotropen mGIuR (engl. metabotropic
glutamate receptor) Rezeptoren [Suha et al., 2018, Traynelis et al., 2010]. Je nach
Affinitat des Neurotransmitter- Rezeptor- Komplexes l6st sich der Neurotransmitter.
Glutamat wird im synaptischen Spalt von keinem Enzym gespalten bzw. deaktiviert.
Um den Ruhegradienten des Neurotransmitters im synaptischen Spalt wieder zu
erreichen, wird der Neurotransmitter zu kleinem Teil via Diffusion, aber auch durch
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Transporter in den Membranen der Neuronen und Astrozyten in besagte Zellen
aufgenommen. Dort wird Glutamat entweder als Neurotransmitter wiederverwendet
oder metabolisiert und als Energielieferant oder zur Proteinproduktion
weiterverarbeitet. Die wichtigsten Transporter fur die zellulare Glutamat Aufnahme
sind die EAAT (engl. excitatory amino acid transporter). [Danbolt, 2001]

) EAAT

NMDAR = VGLUT @ Glutamin
Glutamin @78  Mitochondrium
AMPAR ) ronsporter ¢ Clutamat )

Prasynapse
asdeuAs)sod

Astrozytenfortsatz

Abb. 3: Glutamatwiederaufnahme an der Synapse

Nach Ankunft eines AP in der Prasynapse wird Glu via Exozytose in den synaptischen Spalt freigesetzt. Dort bindet
es an postsynaptische Rezeptoren, wie z.B. die ionotropen AMPAR oder NMDAR. Freies Glu wird entweder direkt
Uber EAAT3 bzw. 4 in die Prasynapse wiederaufgenommen oder von Astrozyten mit Hilfe von EAAT1 bzw. 2 aus
dem Spalt eliminiert. In der Gliazelle wird der Glutamat-Glutamin-Zyklus fortgesetzt: ATP abhéangig wird Glu in das
weniger zytotoxische Glutamin umgesetzt, mit Transportern in das prasynaptische Neuron tberfihrt und dort von
Mitochondrien wieder zu Glu katalysiert. In der Préasynapse wird freies Glu durch VGLUT in Vesikel gespeichert und
die Ausschiittung fiir das néchste AP vorbereitet. AMPAR: a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-1soxazolepropionsaure
Rezeptor, AP: Aktionspotential, ATP: Adenosintriphosphat, EAAT: engl. excitatory amino acid transporter, Glu:
Glutamat, NMDAR: N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor, VGLUT: engl. vesicular glutamate transporter [Danbolt, 2001]

Die strukturellen Korrelate von exzitatorischen postsynaptischen Elementen auf
Dendriten nennt man Dornen (engl. spines). Strukturelle Korrelate von Prasynapsen
auf Axonen werden als Knopfchen (engl. boutons) bezeichnet und sind mikroskopisch
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mit Hilfe von Fluorophoren oder Farbungen darstellbar. Im weiteren Verlauf werden
die gebrauchlicheren englischen Fachbegriffe als Fremdwdrter verwendet. Die Spines
sind ca. einen Mikrometer grof3: im adulten Gehirn maximal 3um lang, mit einem etwa
0,5um dicken Hals und 0,5-1,5um Kopfdurchmesser [Phillips et al., 2015]. Man
bendtigt eine enorme Auflosung um diese Strukturen zu untersuchen. Morphologisch
kann man die Spines in vier verschiedene Typen unterteilen: Pilzformige,
stummelférmige, diinne Spines und Filopodien [Jones et al., 1969]. Je dinner, desto
instabiler sind sie. Matsuzaki et al. konnten zeigen, dass Grol3e und Form der Spines
abhéngig von der individuellen synaptischen Aktivitat sind [Matsuzaki et al., 2004].
Spines weisen eine komplexe ultrastrukturelle Zytoarchitektur auf, die es erméglicht
innerhalb von einigen Stunden bis zu einem Tag [Holtmaat et al., 2009b] ihre
Erscheinung an die funktionellen Anspriiche anzupassen. Verschiedene Nervenzellen
in unterschiedlichen Hirnarealen weisen spezifische Spinedichten auf [Holtmaat et al.,
2005]. Es zeigte sich, dass PZ ubergeordneter Hirnareale, wie der die Kognition
beherbergende préfrontale Kortex, nicht nur mehr Synapsen, sondern auch mehr
Spines bilden als z.B. PZ des visuellen Kortex [Elston, 2003, Jacobs, 2001].
[Chidambarama et al., 2019]

Von morphologischen auf funktionelle Charakteristika zu schlie3en, ist umstritten,
jedoch geht man davon aus, dass haufig genutzte Synapsen grof3er werden und
zusatzliche Spines und Boutons rekrutieren bzw. Gberflissige schrumpfen und sogar
ganz verschwinden [Fu et al., 2012, Hofer et al., 2009, Holtmaat et al., 2009b, Holtmaat
et al., 2005, Sala et al.,, 2014]. Steffens et al. argumentieren, dass stabile und
transiente Spines morphologisch unterschiedlich sind; so sind stabile generell grol3er
und besitzen einen langeren Hals als transiente [Steffens et al., 2021]. Auch fanden
sie heraus, dass kurzfristig, ca. innerhalb von 3 Tagen, eine hohe Variabilitdt der
strukturellen Plastizitéat besteht, welche sich jedoch auf lange Sicht stabilisiert [Steffens
et al., 2021]. Im Kontext von neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer
Demenz, Huntington und Parkinson Erkrankung [Chidambarama et al., 2019, Herms
et al., 2016, Kweon et al., 2017, Liebscher et al., 2012, Liebscher et al., 2014, Villalba
et al., 2010] wurden mehrfach Veranderungen von synaptischen Strukturen
beschrieben, welche frih in der Erkrankung, vor dem Einsetzen der
Neurodegeneration, bereits beobachtet werden konnten.

Auch bei der ALS wurden Veranderungen von synaptischen Strukturen vor allem
anhand transgener Mausmodelle beobachtet. Die Spines sind v.a. auf PZ in den
Motorkortizes wahrend der Pathogenese der ALS untersucht worden: Fogarty et al.
zeigten nicht nur eine Reduktion der Kortexdicke, sondern auch, dass CSMN im SOD1
Mausmodell schon frih eine fortschreitende Dendritendegeneration und einen Verlust
der Spines aufweisen [Fogarty et al., 2016b]. Auf PZ in L2/3 ist zwar eine frihe
Reduktion der apikalen Spines beobachtbar, aber erst im spateren Verlauf eine apikale
Verkirzung der Dendriten [Fogarty et al.,, 2016b]. Die Untersuchungen an der
transgenen TDP-43931K Mauslinie zeigen hingegen eine erhohte Dichte der
dendritischen Spines an L5 PZ [Fogarty et al., 2016a]. Im SOD1 Mausmodell weisen
SMN des zwolften Hirnnervs im Gegensatz zu CSMN eine Spinedichteerh6hung auf;
an neonatalen lumbalen SMN konnte nach initialer Erhdhung der Spinedichte eine
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progressive Normalisierung und ab einem Alter der Versuchstiere von 120 Tagen eine
Reduktion der Dichte beobachtet werden [Fogarty et al., 2017]. Diese
prasymptomatischen Veranderungen konnten auf ein Krankheitsstadium gepragt von
noch kompensierten Verdnderungen im motoneuronalen Netzwerk hinweisen.
Zusatzlich weisen diese Erkenntnisse darauf hin, dass ALS auch als eine
Synaptopathie betrachtet werden kann.

Untersuchungen der humanen Dendriten und deren Spines von ALS Patienten werden
Uberwiegend an post-mortem Gewebe durchgefuhrt. Geng et al. [Geng et al., 2017]
konnten in post-mortem Gewebeschnitten des Motorkortex nachweisen, dass Betz
Zellen von ALS Patienten ein kleineres Somavolumen aufweisen als die der
Kontrollgruppe. AufRerdem konnten viele Vakuolisationen in den apikalen Dendriten
nachgewiesen werden [Geng et al., 2017]. Zuséatzlich untersuchte das Team auch die
Dichte der pra- und postsynaptischen Strukturen nahe der apikalen Dendriten mit Hilfe
von immunozytochemischen Markern: Die Dichte der Prasynapsen war bei den
Gewebepréparaten der Patienten und Kontrollgruppe gleich, jedoch sowohl
Postsynapsen als auch ko-lokalisierte pra- und postsynaptische Marker, welche aktive
Synapsen darstellen, waren bei ALS Patienten signifikant erniedrigt [Geng et al., 2017].

Die strukturellen Anderungen an den Synapsen eréffnet die Frage, ob auch die
funktionellen Eigenschaften des motorischen Schaltkreises sich wahrend der
Pathogenese der ALS signifikant verandern.

4.1.3.7 Kortikale Ubererregbarkeit bei der ALS — Schaltkreismechanismen der MN
Degeneration

Ein konsistentes Ergebnis aus Mausversuchen und klinischen Studien an ALS
Patienten sind Veranderungen in der Erregbarkeit der MN bzw. des gesamten
motorischen Kortex schon wahrend der prasymptomatischen Phase in der
Pathogenese der ALS. Dies ist wahrscheinlich bedingt durch sowohl zellautonome
Veranderungen, als auch Wechselwirkungen mit Gliazellen und IN [Gunes et al., 2020].
Es konnten mit Hilfe von transkranieller magnetischer Stimulation (TMS) und
Elektromyografie an Patienten Hinweise fiir eine Ubererregbarkeit des motorischen
Kortex gesammelt werden [Cengiz et al., 2019, Cengiz et al., 2020, Kim et al., 2005,
Shibuya et al., 2017, Van Den Bos et al., 2018, Vucic et al.,, 2010]. Auch
Elektrokortikographieuntersuchungen von SOD1 und FUS transgenen Mausen
erbrachten Hinweise auf eine kortikale Ubererregbarkeit, genauso wie SALS Patienten
in der Elektroenzephalographie [Scekic-Zahirovic et al., 2024]. Kim et al. konnten
anhand einer SOD1 mutierten Mauslinie zeigen, dass die Ubererregbarkeit des
motorischen Kortex im Rahmen der ALS auch auf eine Ubererregbarkeit der CSMN
zuruckzufihren ist [Kim et al., 2017]. Unter den SMN scheint jedoch nur eine kleine
Subgruppe Ubererregbarkeit aufzuzeigen und somit unabhangig von veranderter
Elektrophysiologie zu degenerieren [Delestrée et al., 2014, Leroy et al., 2014]. Die
Erregbarkeit von MN ist eine elektrophysiologische Eigenschaft der Neuronen: Die
Neigung der Zelle, auf einen bestimmten Input mit einer Depolarisierung ihres
Membranpotentials zu reagieren. Sie ist abhangig von einer Vielzahl von Parametern,
wie zum Beispiel der Expression von Rezeptoren, lonenkanalen und Transportern.
Aus der intrinsischen Erregbarkeit und dem synaptischen Input resultiert die Aktivitat
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des Neurons, d.h. die Frequenz von AP. Ubererregbarkeit ist als gesteigerte Antwort
auf einen Stimulus oder eine niedrigere Reizschwelle definiert.

Kortikale Exzitabilitat bezieht sich nicht nur auf die Elektrophysiologie der CSMN,
sondern auf alle kortikalen Zellen. Zur experimentellen Untersuchung der kortikalen
Erregbarkeit stehen verschiedene Methoden zur Verfuigung: Mit Hilfe von optischen
Indikatoren, die auf elektrische Spannung bzw. Ca?* reagieren, ist es mdglich, in vitro
Tiergewebe bzw. sogar in vivo Tiermodelle zu untersuchen. Mit invasiven Methoden
kénnen direkte Messungen der Potentiale von Zellverbanden und auch von einzelnen
Neuronen untersucht werden. Um in vivo Daten von Patienten zu erhalten, werden
nichtinvasive Methoden wie schon 0.g. TMS oder Elektroenzephalographie verwendet.
[Gunes et al., 2020]

Die Elektrophysiologie von Neuronen basiert auf lonen, ihren Strdomen und den
Gradienten, die sie zwischen Intra- und Extrazellularraum aufbauen. Auch hier gibt es
Hinweise fur Veranderungen im Rahmen der ALS: In einer Zellkultur von CSMN
gewonnen aus transgenen SOD1 Mausen konnte ein erhohter persistenter
Natriumionen- (Na*) Strom nachgewiesen werden [Pieri et al., 2009]. Der
Schwellenwert der persistenten Na* Kanale war unverandert, jedoch konnte eine
erhohte Amplitude des Na* Stroms gemessen werden [Pieri et al., 2009]. Dies kénnte
einen Faktor fur die kortikale Ubererregbarkeit darstellen. Eine weitere Veranderung
ist ein verringerter Kaliumionen- (K*) Strom. Dieser konnte bisher jedoch nur indirekt
via verringerte Anzahl an K* Kanalen und fir deren Synthese benétigte mMRNA in SMN
von ALS Patienten nachgewiesen werden [Jiang et al., 2005, Kanai et al., 2006,
Shibuya et al., 2011]. Weitere Funktionstrager im Kaliumhaushalt sind Astrozyten. In
einem Sod1%%* Rattenmodell wurde eine verringerte Expression von K* kanilen in
Astrozyten festgestellt [Batavelji¢ et al., 2012]. Dies kdnnte zu erhdhten extrazellularen
K* Konzentrationen fihren und eine Depolarisation der CSMN erleichtern. Lederer et
al. haben das Genom bzw. dessen Expression von sALS Patienten untersucht
[Lederer et al., 2007]. Sie konnten zeigen, dass die Expression von Untereinheiten der
Na*/K* Adenosintriphosphatase (ATPase) und des K*/Chlorid (CI) Kotransporters
herunterreguliert ist [Lederer et al., 2007]. Marcuzzo et al. fanden zudem eine abnorme
extrazellulare lonenkonzentration von Na*, K*, Ca?* und CI- [Marcuzzo et al., 2019].
Der veranderte lonenhaushalt fihrt sehr wahrscheinlich zu einer verkirzten
Refraktarzeit und einer herabgesetzten Erregungsschwelle [Brunet et al., 2020, Do-Ha
et al., 2018].

CSMN nutzen den Neurotransmitter Glutamat zur synaptischen
Erregungsweiterleitung. Eine weitere Hypothese in Verbindung mit Neurodegeneration
in der ALS ist Glutamat assoziierte Erregungstoxizitat. Im Liguor von Patienten
konnten erhéhte Konzentrationen von Glutamat nachgewiesen werden [Rothstein et
al., 1990]. Eine Uberstimulation koénnte in Verbindung mit der kleinen Ca?
Pufferkapazitat der MN zu Zellschaden und final zum Zelltod fihren [Van Den Bosch
et al, 2006]. Astrozyten regulieren mafgeblich die synaptischen
Glutamatkonzentrationen (siehe Abb. 3). Sie nehmen Glutamat aus dem synaptischen
Spalt auf und schiitzen Neuronen so vor Uberstimulation. In humanen post-mortem
Gewebeschnitten konnte eine verringerte Expression von drei Glutamat Transportern,
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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 konnte zur Folge haben, dass Astrozyten ihre Funktion nicht bzw.
nicht erfolgreich ausfuhren kénnen und so die MN anfallig fur Exzitotoxizitat werden.

In der Krankheitsentstehung der humanen ALS kommt es zu veranderter
Genexpression im M1 [Andrés-Benito et al., 2017, Aronica et al., 2015, Lederer et al.,
2007, Wang et al., 2006]: Es wurden veranderte Kanale, Transporter und wie schon
erwahnt Rezeptoren gefunden: Na*/K* ATPase, spannungsabhéngige Na* und K*
Kanale, K*/CI" 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
prasynaptisch die Freisetzung von Glutamat in den synaptischen Spalt; zuséatzlich
inaktiviert die Substanz postsynaptisch ionotrope Glutamatrezeptoren und
spannungsabhangige Na* Kanale [Jaiswal, 2019]. Da der Effekt der Therapie sich aber
nur auf eine dreimonatige Verlangerung der medianen Uberlebenszeit belauft, ist es
wahrscheinlich, dass weitere Faktoren die Degeneration der MN hervorrufen [Miller et
al., 2012].

Die genauen Ursachen der kortikalen Ubererregbarkeit sind unzureichend verstanden.
Neben Veranderungen von exzitatorischen Nervenzellen gibt es auch Hinweise auf
eine gestdrte 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 mdglich 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 Aktivitat und Informationsprozessierung im Netzwerk regulieren. [Swanson et al.,
2019, Tremblay et al., 2016]. Diese inhibitorisch wirksame Gruppe scheint eine grol3e
Rolle in der gestdrten exzitatorischen/ inhibitorischen Balance des Kortex und somit in
der Hypothese der Ubererregbarkeit 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 Uber die GABAergen IN.
Im Folgenden wird der Fokus auf die inhibitorischen IN im M1 gelegt werden, da diese
Gruppe im Zentrum der durchgefiihrten Versuche stehen.

Obwohl die heterogene Gruppe der GABAergen, inhibitorischen IN nur einen kleinen
Teil der zellularen Bestandteile des Kortex ausmachen, wird ihnen eine wichtige Rolle
im neuronalen Netzwerk eingerdumt [Gunes et al., 2020, Swanson et al., 2019]. lhre
Axone sind sehr stark verzweigt, wodurch IN vielschichtige Verbindungen kntipfen und
so Einfluss auf zeitliche Prazision, Plastizitat, Synchronisation und das Gleichgewicht
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zwischen Hemmung und Erregung austben kdonnen [Butt et al., 2017, Swanson et al.,
2019, Tremblay et al.,, 2016]. Fehlfunktionen von IN werden mit Epilepsie,
Schizophrenie, Angstzustanden und Autismus in Verbindung gebracht [Goldberg et al.,
2013, Lewis, 2014, Marin, 2012]. Sie sind vor allem durch ihren verwendeten

PZ/CSMN @ Astrozyt @ PVIN @ SOMIN VIP IN Non-VIP IN
- \\
0
- \/
|
© /
B /
|

| SMN

Abb. 4: kortikales Netzwerk in M1

Abgebildet ist die vereinfachte Verschaltung der Pyramidenzellen (PZ) und der o.g. Interneuronen (IN) in
Abhéangigkeit zum histologischen Aufbau des Isokortex. Als Vertreter der heterogenen Gruppe der IN sind eine PV
Korbzelle, eine SOM Martonetti Zelle, ein VIP IN, eine Non-VIP NGFZ in L1 und eine Non-VIP CCKZ zu sehen.
Beispielhaft ist auch ein Astrozyt mit seinen Fortsatzen eingezeichnet. Das Axon des oberen Motoneurons (CSMN)
projiziert auf das untere Motoneuron (SMN). CCKZ: Cholezystokinin exprimierende Korbzelle, M1:
primarmotorischer Kortex, NGFZ: neurogliaforme Zelle, PV: Parvalbumin, SOM: Somatostatin, VIP: vasoaktives
intestinales Peptid, Lx: isokortikale Schicht x [Brunet et al., 2020, Tremblay et al., 2016]

Neurotransmitter GABA definiert, dem wichtigsten hemmenden Botenstoff im ZNS. Die
Klassifikation der heterogenen Zellpopulation ist schwierig, da sie alle eine breit
gestreute Variation an morphologischen, elektrophysiologischen und biochemischen
Eigenschaften aufweisen. Aktuell werden IN basierend auf exprimierten Proteinen
eingeteilt: Dem Ca?* bindenden Protein Parvalbumin (PV), dem Neuropeptid
Somatostatin (SOM) und dem ionotropen Serotonin Rezeptor 5HT3aR (siehe Abb. 4
und Tab. 1) [Tremblay et al., 2016].

Exprimiertes 5HT3aR
Protein PV SOM VIP Non-VIP
Name Korbzelle | Chandelier- | Martonetti- | Non- Bipolare Neurogliaforme
Zelle Zelle Martonetti- | und und
Zelle multipolare | Cholezystokinin
Zellen exprimierende
Korbzellen

Soma L2-L6 L2, L5-6 L2-3,L5-6 | L4-5 V.a. L2-3 L1 bzw. L2-3

Tab. 1: Ubersicht GABAerge Interneuronen [Tremblay et al., 2016]
PV: Parvalbumin, SOM: Somatostatin, VIP: Vasoaktives intestinales Peptid, Lx: isokortikale Schicht x, 5HT3aR:
Serotoninrezeptor
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PV IN werden aufgrund lhrer 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 haufigste 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 ausgeldst wird. Als Funktion wird Ihnen zugeschrieben, dass sie fehlerhafte
Signale der CSMN unterbinden. Ihre Somata sind ubiquitér 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 Uber 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 hauptsachlich in multipolarer
Struktur. Diese beiden unterscheiden sich auch in Bezug auf die Verlaufe 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 schwécheres Aktionspotenzialmuster.
Die neurogliaformen Zellen (NGFZ) der Non-Vip 5HT3aR IN bilden mit 90% aller IN in
L1 den groRten 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]

Abhangig von der Art und Weise, wie die IN im Schaltkreis eingebunden sind, kénnen
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, ausgeldst. PV
Korbzellen sind z.B. in so einer Schaltung aufzufinden. lhre 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 zufalligen 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, kbnnen 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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synchronisieren PZ und unterdricken lokales Hintergrundrauschen. [Tremblay et al.,
2016]

Der Begriff Disinhibition bezeichnet die Hemmung einer inhibierenden Zelle. Dies fuhrt
zu einer Reduktion der Hemmung, also einer relativen Aktivierung der dritten Zelle
(siehe Abb. 5). Wie oben erwahnt, projizieren VIP IN bevorzugt auf SOM IN, welche
wiederum PZ inhibieren. Je nach ausgebildeten Synapsen kann die VIP Zelle
gleichzeitig mehrere PZ disinhibieren oder die raumliche Diskrepanz in einem
Zellverband jener Zellen erh6hen.

A

: A

[) —— hemmend —>» erregend

Abb. 5: Netzwerkverschaltungen der IN

A: Feedforward Schaltung, B: Feedback Schaltung, C: Disinhibition, D: Legende der hemmenden (GABAergen)
bzw. erregenden (glutamatergen) interzellularen Signale; IN: Interneuron, PZ: Pyramidenzelle. [Tremblay et al.,
2016]

4.1.3.9 Veranderungen von kortikalen Interneuronen bei der ALS

Ein Defizit der GABAergen Innervation kdnnte pathomechanisch auch eine kortikale
Ubererregbarkeit zur Folge haben. Schon 2011 prasentierten Nieto-Gonzalez et al.
Daten, welche auf eine verringerte GABAerge Inhibition auf die CSMN im Wobbler
Mausmodell der ALS hinweisen [Nieto-Gonzalez et al., 2011]. Die Rolle von
Interneuronen in der ALS ist bisher unzureichend bekannt. Erste Untersuchungen
legen allerdings nahe, dass auch IN wahrend der ALS funktionell und evtl. auch
strukturell verandert sind. Die genaue Rolle insbesondere der verschiedenen
Subtypen in der Pathogenese der ALS ist bisher nicht genau verstanden. In einem
transgenen Mausmodell basierend auf der Expression von mutiertem TDP-43A315T
konnten hyperaktive SOM IN in Zusammenhang mit der Ubererregbarkeit von CSMN
nachgewiesen werden [Zhang et al., 2016]. Eine fokale Ablation dieser SOM IN fihrte
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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 kdnnen. So
wurde die Erregbarkeit von hypoaktiven PV IN in einem SOD1 Mausmodell mittels sog.
Designer-rezeptoren ausschlie3lich aktiviert durch Designermedikamente (engl.
Designer receptors exclusively activated by designer drugs, DREADD) wieder erhoht,
was aulRerdem zur Normalisierung der Hyperaktivitdt von CSMN fuhrte und zudem
auch den Krankheitsprozess in den Versuchstieren verlangsamte [Khademullah et al.,
2020]. Khademullah et al. nutzten dafiir den verédnderten humanen muskarinergen
Rezeptor hM3D, welcher eine hohe Sensitivitat fir Clozapin N-oxid besitzt, aber dafur
kaum auf Acetylcholine reagiert [Khademullah et al., 2020, Roth, 2016].

4.1.3.10 Interneuronen im motorischen Vorderhorn des Rickenmarks und ALS
assoziierte Veranderungen

Auch auf spinaler Ebene gibt es Untersuchungsergebnisse mit Hinweisen auf
Einflisse der IN auf die SMN. Im Vorderhorn des Riuckenmarks sind andere IN
vertreten als im Kortex: Es wurden inhibitorische Klasse |, exzitatorische Klasse Il IN,
prasynaptische IN und Renshaw Zellen beschrieben [C6té et al.,, 2018]. Letztere
bewirken eine rekurrente Hemmung auf die SMN und sollen SMN synchronisieren und
ihre Signale stabilisieren. Die Aufgabe der prasynaptische IN ist die Integration von
sensorischen Signalen aus der Peripherie in Reflexbégen und bewusste Motorik.
Klasse | IN spielen eine Rolle in der reziproken Inhibition der Agonisten bzw.
Antagonisten, Koordination zwischen linker und rechter Kérperhalfte und Integration
der Daten zur Muskelfaserspannung der Golgi Sehnenapparate. Klasse Il IN
bekommen Signale von den Muskelspindeln und sind Teil von Reflexb6gen und der
Koordination von Kontraktionen der Muskelfasern im Dehnungszustand. Der
meistgenutzte inhibitorische Neurotransmitter ist Glycin. [C6té et al., 2018]

Raynor et al. konnten schon 1994 zeigen, dass ALS Patienten eine verringerte
rekurrente Inhibition aufweisen [Raynor et al., 1994]. Dies kénnte ein Hinweis auf
verringerte Aktivitdt der Renshaw Zellen sein. Unterstitzt 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 SOD1%%* Mausmodell zeigt
prasymptomatisch 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 SOD1%%* Mauslinie und konnten den Verlust von inhibitorischen
Synapsen, eine erhéhte Anzahl an exzitatorischen Synapsen und somit eine gestorte
exzitatorische/ inhibitorische Balance in der prasymptomatischen 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 kdénnten und
weiterhin, trotz komplizierter Erreich- und Untersuchbarkeit, Gegenstand zukuinftiger
Forschung sein sollten.

4.1.4 Stellenwert der Versuche
ALS ist eine fatale Krankheit mit fundamentalen Auswirkungen auf die Lebensqualitat
der Patienten ohne kausale Therapie. Wie oben schon erértert, ist die Pathogenese
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bis heute, trotz jahrzehntelanger Forschung, nicht vollstandig entschlisselt. In
klinischen Untersuchungen konnte eine veranderte kortikale Erregbarkeit sowohl bei
Menschen als auch bei Mausen nachgewiesen werden (siehe 4.1.3.7). Neben
zellautonomen Anderungen der MN Erregbarkeit empfangen die CSMN auch Signale
von anderen, zum Teil weit entfernten, Zelltypen. Es wird eine gestorte inhibitorische/
exzitatorische Balance vermutet. Eine der wichtigsten Quellen der Inhibition im Kortex
sind die oben vorgestellten IN (siehe 4.1.3.8). Diese sehr heterogene Gruppe ist noch
nicht vollstandig verstanden, jedoch ist ihr Einfluss auch in anderen kortikalen
Erkrankungen nachgewiesen (siehe 4.1.3.8 und 4.1.3.9). In den hier vorgestellten
Experimenten soll eine Untergruppe, die SOM IN, im Rahmen der Pathogenese der
ALS in vivo strukturell ndher untersucht werden.

Um die Struktur genetisch definierter Zelltypen in vivo zu untersuchen, eignet sich
insbesondere das Verfahren der Zweiphotonenmikroskopie.

4.2 Zweiphotonenmikroskopie

Diese Fluoreszenzmikroskopietechnik wird seit 1990 [Denk et al., 1990] erfolgreich
angewandt. Dem Einsatz von bildgebenden Verfahren in in vivo Experimenten
eroffnete diese Erfindung viele neue Moglichkeiten, weil sie z.B. den phototoxischen
Effekt verglichen mit den alteren Fluoreszenzmikroskopierverfahren reduziert
[Sanderson et al., 2014, So et al., 2000]. Da diese Methode der dreidimensionalen
Bildgebung einen zentralen Stellenwert in den Experimenten spielt, soll im Folgenden
die Funktionsweise und der Aufbau ndher beleuchtet werden.

4.2.1 Fluoreszenz

Dem Prinzip der Fluoreszenz liegt die Anregung von fluoreszierenden Indikatoren, wie
z.B. dem verbesserten griun fluoreszierenden Protein (eGFP, A=510nm), und folgende
Emission von sichtbarem Licht zugrunde. Essenziell sind eine Lichtquelle und ein
kompatibles fluoreszierendes Protein, der Fluorophor. Ausgesandte Photonen der
Lichtquelle treffen auf den Fluorophor. Diese Substanz absorbiert die Lichtenergie,
woraufhin das Energieniveau des Molekils angehoben wird. Dieser instabile Zustand
zerfallt wenige Nanosekunden spater und das Molekul fallt auf sein altes
Energieniveau zuriick. Die Energiedifferenz wird in Form eines Photons freigesetzt.
Der Wirkungsgrad der Transformation entspricht nicht 100%, also geht ein Teil der
Lichtenergie verloren. D.h., dass das absorbierte Photon mehr Energie besitzt als das
emittierte (siehe Abb. 6). Diese daraus resultierende Verschiebung der Wellenlange
wird auch Stokes Shift genannt. Die Energie des Lichts korreliert direkt mit Ihrer
Wellenlange: Blaues Licht mit kurzer Wellenlange besitzt mehr Energie als rotes mit
langer Wellenlange. [Sanderson et al., 2014, So et al., 2000]

Der Zweiphotoneneffekt beruht darauf, dass zwei Photonen mit gleicher Wellenlange,
die gleichzeitig auf den Fluorophor treffen, auch gemeinsam absorbiert werden. Das
emittierte, singulare Photon hat mehr Energie als jedes der absorbierten Photonen flr
sich (siehe Abb. 6). Die Wellenlange der emittierten Fluoreszenz ist von den
physikalischen Eigenschaften des verwendeten Fluorophors und der Wellenlange der
Lichtquelle abhangig. Um das gleichzeitige Auftreffen von zwei (oder mehr) Photonen
gewabhrleisten zu kénnen, muss die Lichtquelle eine hohe Photonendichte erzeugen
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kénnen. Dies wird erreicht durch einen Laser, der kurze, hochfrequente, aber starke
Pulse generiert (ca. 100 fsec, 80 MHz, Spitzenleistung von mehreren hundert kW).
[Sanderson et al., 2014, So et al., 2000]

Lichtstrahlen mit einer langeren Wellenlange konnen tiefer in Gewebe eindringen als
Lichtstrahlen kurzerer Wellenlange. Durch das Verwenden zweier Photonen zum
Anregen des Fluorophors kénnen Anregungswellenlangen von ca. 690-1040 nm
[Holtmaat et al., 2009a] genutzt und somit eine héhere Eindringtiefe erzielt werden.
[Sanderson et al., 2014, So et al., 2000]

A

Y
S, ﬁ Absorption eines Photons
Emission eines Photons
(A =510nm)
Photon (A = 488nm)
Photon (A = 910nm)
S1 angeregter Zustand des
Fluorophors
S

0 So Ruhezustand des Fluoro-
phors

\ 2

Energieniveau der Valenzelektronen

Fluoreszenz (1 Photon) Zweiphotonenfluoreszenz
Abb. 6: Jablonski Diagramm
Vereinfachte Darstellung des Einflusses der jeweiligen Photonenabsorptionen bzw. -emissionen auf den Zustand
der Valenzelektronen des Indikatorteilchens im Prozess der Fluoreszenz sowohl unter Verwendung von einem als
auch von zwei Photonen gleichzeitig. [Sanderson et al., 2014]

4.2.2 Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops

Die Herausforderung eines solchen bildgebenden Verfahrens besteht darin,
emittiertes Licht vom initial erzeugten Lichtstrahl zu trennen und auch nur die emittierte
Fluoreszenz vom Detektor registrieren zu lassen. Ein Fluoreszenzmikroskop besteht
aus mehreren Komponenten: Einer Lichtquelle zur Erzeugung des anregenden Lichts
(engl. excitation light), einem dichroitischen Spiegel zur Modulation des anregenden
Lichts, einem Obijektiv, einem zweiten dichroitischen Spiegel zur Modulation des
emittierten Lichts und einer unbestimmten Anzahl an Linsen, Spiegeln, Detektoren und
Filtern [Sanderson et al., 2014] (siehe Abb. 7):

Je nach Lichtquelle kann ein Farbfilter eingesetzt werden, um sicherzustellen, dass
nur das gewilnschte Licht zur Probe gelangt. Jedoch birgt der Einsatz von Filtern
immer das Risiko von Intensitatsverlusten sowohl des Laser- als auch des emittierten
Lichtstrahls.

Als nachstes trifft der Laserstrahl auf einen dichroitischen Spiegel und wird durch das
Objektiv auf die zu untersuchende Probe gerichtet. Der dichroitische Spiegel lasst Licht
mit bestimmten Wellenlangen passieren, aber reflektiert alle anderen. Es handelt sich
um einen selektiven, semipermeablen Spiegel. Ein gemischter Lichtstrahl mit
verschiedenen Wellenlangen kann so getrennt werden, unter der Voraussetzung, dass
die Wahl der Wellenlange des Lasers, des verwendeten Fluorophors und der
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Eigenschaften des dichroitischen Spiegels aufeinander abgestimmt sind. Je nach
Setup kann als zusatzliches Element noch ein Bandpassfilter verwendet werden,
dessen Aufgabe es ist, jegliches anregendes Licht von den Detektoren abzuschirmen.
Dieser birgt, wie oben beschrieben, jedoch den Nachteil des Intensitatsverlustes.

Eine Mdglichkeit mehrere Indikatoren mit verschiedenen Wellenlangen zu benutzen
und somit verschiedene Zellpopulationen zu untersuchen ist der Einsatz von einem
oder mehreren weiteren dichroitischen Spiegel/n. So werden die verschiedenen zu
detektierenden Wellenlangen getrennt und koénnen unabhangig voneinander
gemessen werden. Vor der Detektion werden optional noch Bandpassfilter zur
weiteren Selektion des Lichtspektrums eingesetzt. Die separierten Wellenlangen
werden uber ,photomultiplier tubes’ (PMT) detektiert.

' ‘ Lichtquelle: Ti:sapphire

Laser
1 anregendes Licht
Fluoreszenz

separierte Wellenlangen

dichroitischer Spiegel

[ Fiter
|] |] PMT

PMT Detektor

Objektiv

Probe

Abb. 7: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops

Die Lichtquelle erzeugt einen gepulsten Photonenstrahl, welcher durch das Objektiv auf die zu untersuchende Probe
ausgerichtet wird. Dort werden die Fluorophoren angeregt — es entsteht Fluoreszenzstrahlung. Diese passiert das
Objektiv und wird am dichroitischen Spiegel reflektiert. Die am zweiten dichroitischen Spiegel separierten
Photonenstréme werden in Detektoren registriert. Alle Filter sind optional und dienen dem Zweck einer geringeren
Spektrenbreite der jeweiligen Lichtstrahlen auf Kosten der Intensitat derselben. [Brunet et al., 2020, Sanderson et
al., 2014]

4.2.3 Besonderheiten eines Zweiphotonenmikroskops

Die meisten Charakteristiken der Lichtquelle wurden zuvor schon néher erértert: Ein
Laser, der durch kurze und hochfrequente Lichtpulse in der Lage ist in der Bildebene
eine sehr hohe raumliche und zeitliche Photonendichte zu generieren, damit die
Fluoreszenz im Fluorophor ausgelost werden kann. Laser ist ein englisches Akronym
fur Lichtverstarkung durch stimulierte Emission von Strahlung (engl. light amplification
by stimulated emission of radiation). Verglichen mit herkdmmlichen Lichtquellen, wie
z.B. einer Gluhbirne, kennzeichnet sich ein Laserstrahl mit einem sehr engen
Frequenzbereich. D.h., der Laser erzeugt einen gebuindelten, monochromatischen
Lichtstrahl mit einer groRen Kohérenzlange. Die Koharenzlange ist als maximale
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Wegstrecke definiert, die zwei Lichtstrahlen aus derselben Lichtquelle zurlicklegen
und bei Uberlagerungen ein stabiles Interferenzmuster erzeugen kénnen.

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 benétigte Photonendichte nur im Fokuspunkt des Objektivs besteht.
Sowohl oberflachlichere als auch tiefere Molekile kdénnen von den einzeln
auftreffenden Lichtteilchen nicht auf ein hoheres Energieniveau gehoben werden, weil,
wie oben beschrieben, zwei Photonen gleichzeitig auf einen Fluorophor auftreffen
mussen, um die Fluoreszenz auszultsen. Wie oben beschrieben ist der Einsatz von
langwelligerem Licht mdglich, welches weniger Energie transportiert als bei
herkdmmlicher 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 ermdglichen erst das chronische Aufnehmen von in vivo Bildern in M&usen.
AulBerdem entsteht verglichen mit z.B. einem Konfokalmikroskop weniger
fluoreszierendes Licht aufRerhalb der fokalen Bildebene und es wird kein Pinhole
bendtigt. Ein Pinhole ist ein donutférmiger 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 verfalschen. [Sanderson et al.,
2014]

Neben den hier angefuhrten Vorteilen missen auch Nachteile in Kauf genommen
werden: Im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie ist nur eine halb so dichte Auflésung
erreichbar. Auch gibt es generelle Nachteile der fluoreszenzbasierten Mikroskopie: Ein
Problem wéare 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 Extrazellularmatrix sind haufig autofluoreszent. Je nach Versuch kann
es von Vorteil sein, zuerst Proben ohne Einsatz von Fluorophoren zu mikroskopieren
und dann passende Filter und/ oder Indikatoren auszuwahlen.

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 Mause exprimieren GFP in GABAergen IN und eignen sich somit far
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 Diversitdit auf. Riedemann et al. untersuchten die
Zellpopulation im cingularen 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 Mausen eine Ko-Expression von Ca?* bindenden Proteinen und
Neuropeptid Y vorliegt. Diese Subtypen sind je nach Gehirnregion unterschiedlich
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verteilt. Die Experimente zur Untersuchung der strukturellen Plastizitat 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 Aktivitdt der CSMN
[Brunet et al., 2020, Tremblay et al., 2016] und kénnten maf3geblich an der Pathologie
beteiligt sein. Die kortikale Hyperaktivitat scheint eine zentrale Rolle in der ALS zu
spielen [Gunes et al., 2020], was auf ein Missverhaltnis zwischen den physiologischen
Aktivitaten der PZ und inhibitorischen IN hinweisen kdnnte [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 fiihrte eine Ablation
der SOM IN zu einer physiologischen CSMN Aktivitdt [Zhang et al., 2016]. Auf der
anderen Seite zeigten Nolan et al. dass sich in in vitro Gehirnschnitten eines TDP-43
Mausmodells kaum intrazellulare Proteinaggregate in IN nachweisen lassen [Nolan et
al., 2020]. Um mehr Informationen zur synaptischen Aktivitat der SOM IN zu gewinnen,
nutzten wir die 2P Mikroskopie um die Pr&- und Postsynapsen der IN in einem SOD1
Mausmodell in vivo wahrend 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 primér motorischen Kortex (M1) und im primar
somatosensorischen Kortex (S1) in SOD1%%A transgenen Tieren verandert?

2. Ist die Dichte und strukturelle Plastizitat postsynaptischer Elemente
(dendritischer Spines) von SOM IN im M1 krankheitsstadienabhéngig in
SOD1%%* Mausen verandert?

3. Ist die Dichte und strukturelle Plastizitat prasynaptischer Elementen (axonalen
Boutons) von SOM IN im M1 krankheitsstadienabhangig in SOD1¢%* Mausen
verandert?
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6 Materialliste

Gerét | Modell | Hersteller
OP: Kranielles Fenster Implantation
Operationsmikroskop SMzZ 171 Motic, Barcelona,
Spanien
Bohrer Presto Il NSK, Ratingen
Bohraufsatz HM1 005 US1/4 FG Meisinger, Neuss
Schwanenhals LED - | HighCri ZLED CLS4500 Zett Optics,
Lampe Braunschweig
Chirurgischer Stereotaxic Instrument for Mouse 68513 | RWD Life Science,
Kopfbugelhalter Dover, Delaware,
USA
Warmematte ThermoStar Homeothermic Monitoring | RWD Life Science,
System Dover, Delaware,
USA
UV-Lampe DENO1 Denest
Messschieber Garant Messschieber Callper Hoffmann Group,
Minchen
Rasierer Rowenta Nomad Groupe SEB,
Frankfurt
Tupfer Sugis Kettenbach,
Eschenburg
Gelfoam Pfizer Gelfoam Pfizer, Berlin
Kranielle Glasfenster Menzel Glaser Deckglaser rund @4mm | Fisher Scientific,
#1 Schwerte
Kopfblgel Mafanfertigung: LaserJob,
Furstenfeldbruck
Lange: 25 mm
Breite: 10 mm
Dicke: 1mm
Gewicht: 0,4 g
Einzelne Streben ~1 mm breit
UV-Kleber Venus Diamond Flow Kulzer, Hanau
Gewebekleber Histoacryl B.Braun, Tuttlingen
Dentalzement Paladur Kulzer, Hanau
Augensalbe Bepanthen Augen und Nasensalbe 5% | Bayer Vital,
Dexpanthenol Leverkusen
Lokales Betaubungsmittel | Xylocain Gel 2% Aspen Pharma
Trading Limited,
Dublin, Irland
Pramedikation/ Analgesie | Metacam (Meloxicam) Boehringer

Ingelheim, Ingelheim

Vetalgin (Metamizol)

MSD Animal Health,
Minchen

Desinfektionsmittel

Braunol (Povidon-lod)

B.Braun, Tuttlingen

Ethanol 70% vergallt

Carl Roth, Karlsruhe
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(Injektions-)Losungen

Ringer-Losung 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; | Nikon, Disseldorf

Arbeitsabstand 3 mm)

Emissionsfilter ET525/50: von 500 bis 550nm Chroma, Bellows
ET626/60: von 596 bis 656nm Falls, Vermont, USA
Software Laboratory Virtual Instrumentation National
Engineering Workbench (LabVIEW) Instruments, Austin,
Texas, USA
MatLab Mathworks, Natick,
Massachusetts,
USA

Mausanasthesie/
Narkosesystem

Isofluran Verdampfer

Northern Vaporisers,
Skipton, England

HSE MiniVac

Hugo Sachs
Electronik, March-
Hugstetten

Anaesthetikum

Isofluran

Zoetis, Berlin

CP-Pharma,
Burgdorf

Monitoring
Versuchstieres

des

Small Animal Physiological Monitoring
System

Harvard Apparatus,
Holliston,
Massachusetts,
USA

Immersionsgel

Signa gel (1:1 verdinnt in

Parker Laboratories,

demineralisiertem Wasser) Fairfield, New
jersey, USA
Perfusion
Peristaltische Pumpe Peri-Star Pro World Precision
Instruments,
Friedberg
Anésthetika 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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Gelelektrophorese Power PAC 200 Bio-Rad
laboratories,
Feldkirchen
PerfectBlue Gelsystem + Kdmme PeqgLab VWR,
Darmstadt
Chemieluminiszenz- Quantum Vilber Lourmat,
system Eberhardzell
Waage AND EK-2000i Smartlux, Born,
Luxemburg
Molekilmassenstandard Quick-Load 1kb DNA Ladder New England
Biolabs, Ipswich,
Massachusetts,
USA
Farbstoff peqGreen DANN/RNA Dye PeqgLab VWR,
Darmstadt
Primer SOD-F 5’-CAT CAG CCC TAATCC ATC | Eurofins Genomics,
TGA -3 Konstanz
SOD-R 5-CGC GAC TAA CAA TCA AAG | Eurofins Genomics,
TGA-3 Konstanz
Medium Agarose 1% Sigma-Aldrich,
Minchen
TAE Puffer (40 mM Tris-acetat, 1 mM
EDTA)
PCR Lésung GoTag G2 Hot Start Green Master Mix Promega, Walldorf

Ldsungen fur den Verdau

40mM TrisHCI

der organischen Probe 25mM NaOH
Einmalprodukte Eppendorf Tubes Eppendorf AG,
Hamburg
Biozym PCR SingleCap 8er-SoftStrips Biozym, Hessisch-
Oldendorf
Clearline Pipet Tips Kisker Biotech,
Steinfurt

Gewebeschnitte und Immunologische Farbung (durchgefihrt von Kan, VWY)

Konfokal Mikroskop

TCS SP8

Leica Microsystems,
Wetzlar

Objektiv HC PL APO 20x/0.75 IMM CORR CS2 | Leica Microsystems,
(NA 0.75; Arbeitsabstand 0,66 mm) Wetzlar

Kryostat CM 1850 Leica Biosystems,
Wetzlar

Einbettungsmedium

VECTASHIELD® Antifade
Medium (H-1000-10)

Mounting

Vector Laboratories,
Newark, California,
USA

Multiwell- Platten

Greiner CELLSTAR® multiwell culture
plates (48 wells)

Sigma Aldrich,

Minchen

Plattformschttler

Unimax 2010

Heidolph
Instruments,
Schwabach

SuU1020

Sunlab Germany
Sustainable Lab
Instruments,
Mannheim
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Befestigungsmedium

VECTASHIELD®  Antifade
Medium (H-1000-10)

Mounting

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 SOD16%A transgene Mauslinie wurde (ber Jackson Laboratories
erworben (B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)dI1Gur/J; #002299) [Gurney et al., 1994]. Diese
Mauslinie exprimiert eine mutierte, humane Form des Superoxiddismutase 1 Gens
(SOD1%%A), 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 verzogerten Erkrankungsbeginn auf [Alexander et al., 2004]. Heterozygote
SOD1%%A Mannchen 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; GroRhaderner Str. 2, 82152 Planegg) gezuchtet. Ihnen stand Nahrung in Form
von Pellets und Wasser ad libitum zur Verfligung. Alle Experimente wurden gemaf
den geltenden Richtlinien der Regierung von Oberbayern ausgefiihrt (Lizenznummer
55.2-2532.Vet_02-16-11). Alle Experimente und Analysen wurden verblindet

durchgefuhrt.
Kriterium Klassifikation Punktwert
Hinterbeintremor nicht vorhanden 0
Vorhanden 1
Hinterbeinextension Physiologische Reaktion 0
Max. 5 sec langes Anheben der Maus an der | einseitige, inkomplette Extension 1
Schwanzwurzel. Physiologischerweise beidseitig | beidseitige, inkomplette Extension | 2
Unter- und Oberschenkel komplett extendiert und
die Zehen gespreizt.
Aufrichtverhalten Mindestens zwei komplette | O
Max. 5 min langes Beobachten der Maus in | Aufrichtmandver
einem separaten Kafig. Messung der Anzahl von | einmaliges, komplettes Aufrichten 1
kompletten Aufrichtmanévern an der Kafigwand | fehlende bzw. inkomplette | 2
mit kompletter Extension beider unterer | Aufrichtmanover
Extremitaten.
Schwanzhaltung Schwanz grof3tenteils auf | O
5 min langes Beobachten der Schwanzposition in | Wirbelsaulenniveau oder héher und
Bezug zum Kérper wahrend Lokomotion. ohne Bodenkontakt
Intermittierendes  Absinken des | 1
Schwanzes mit Bodenkontakt
Ausgepragter Bodenkontakt bzw. | 2
Schleifen des Schwanzes

Tab. 3: SOD-Score
Diese Skala erfasst die motorischen Symptome der ALS bei Mausen. 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 wahrend
Lokomotion (siehe Tab. 3). Bei Erreichen der Maximalpunktzahl von 7 wird der
Versuch beendet und das Tier euthanasiert. Zusatzlich darf das Koérpergewicht max.
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15% vom praoperativen Ausgangswert abnehmen, sonst ist auch hierdurch der engl.
humane end point erreicht und das Tier muss sofort aus dem Experiment genommen
und euthanisiert werden. Ab einem Alter von 5 Monaten muss jedes Tier auch ohne
Eingriff wochentlich untersucht werden. Zusatzlich gelten experimentabhangig eigene
Intervalle, die jedoch nie groR3er als 1x/Woche sind.

Es wurden drei Alterskohorten untersucht: Eine juvenile, eine frih- und eine
spatsymptomatische Kohorte. Grundsatzlich wurde jede Maus einen Tag vor der
Operation dem spater beschriebenen Gitter-Hang-Test unterzogen. Nach dem Eingriff
standen die Tiere vier Wochen unter strenger Beobachtung, bevor das chronische in
vivo Mikroskopieren begann. Dieses Intervall dient dem Zweck alle mit der Heilung
verbundenen Entzindungsprozesse abzuwarten. Mikroskopiert wurden die
Versuchstiere an insgesamt drei Untersuchungszeitpunkten im Abstand von je einer
Woche. Danach wurden die Versuchstiere mit einer Uberdosis Isofluran (5 Vol%)
euthanasiert. (siehe Abb. 8 und Tab. 4)

| / | l l l | | | || zei
[ | ! ' ' | | | | | wochen]
Geburt 4 0 1 2 3 T
Chronische Implantation des ) .
! Zweiphotonenmikroskopie 20 < kraniellen Fensters # Gitter-Hang-Test

Abb. 8: Zeitstrahl Versuchsdesign

Abhangig von der zugeteilten Kohorte wurde dem Versuchstier das kranielle Fenster implantiert. Nach einer
Schonzeit von vier Wochen begann das dreimalige Zweiphotonenmikroskopieren im Abstand von einer Woche. Zur
Beobachtung der Kraftausdauer wurden die Mause vor dem operativen Eingriff, vor Start des Mikroskopieblocks
und nach Beendigung der anderen Versuche mit dem Gitter-Hang-Test untersucht. Nach vollendeter
Datenerhebung wurden die Tiere euthanasiert.

Kohorte Alter Implantation | Alter Beginn der | Alter Euthanasie
kranielles Fenster | chronischen in vivo | [Monate]
[Monate] Zweiphotonenmikroskopie
[Monate]
Prasymptomatische 2 3 4
Kohorte
Frihsymptomatische 4 5 6
Kohorte
Spatsymptomatische 7 8 9
Kohorte

Tab. 4: Alter der Versuchskohorten

7.2 Operativer Eingriff: Implantation eines kraniellen

Fensters
Sowohl die OP als auch das spatere Mikroskopieren wurden, wie anderweitig
beschrieben [Holtmaat et al., 2009a], durchgefiihrt.

Eine halbe Stunde vor dem Eingriff wurde dem Tier die Pradmedikation gegen
Schmerzen oral appliziert (Meloxicam 1mg/kg Korpergewicht). Die Maus wird mit einer
Kombination aus Medetomidin, Midazolam und Fentanyl (MMF; Medetomidin 0,5
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mg/kg KG, Midazolam 5,0 mg/kg, Fentanyl 0,05 mg/kg) intraperitoneal (i.p.)
anasthesiert. Als nachstes wurde Augenschutz via Augensalbe mit 5% Dexpanthenol
aufgetragen und die Maus auf die Warmematte zum Erhalt der Kérperkerntemperatur
von 37°C platziert. Nach erfolgter Desinfektion des OP-Gebietes und Lokalanasthesie
mit Lidocain-Gel 2% wird die Schadelkalotte durch Fellschnitt freiprapariert. Die
verwendeten Utensilien umfassen das Motic SMZ 171 Operationsmikroskop zzgl.
Ausleuchtung der Arbeitsflache (HighCri ZLED CLS4500 von Zett Optics), den
Fixateur des Mauskopfes RWD Life Science, zwei Pinzetten, eine Schere und einen
Messschieber. Das Periost wird zusatzlich mit Lidocain-Gel 2% betaubt. Eine runde
4mm grofRe Kraniotomie wurde mit dem Bohrer NSK Presto I, inklusive Bohraufsatz
(HM1 005 US1/4 FG, Meisinger) angefertigt (Zentrum 0,8mm rostral und 1,7mm lateral
von Bregma). Nach der Kraniotomie folgt das Einsetzen des Deckglaschens, welches
mittels des UV-Klebers (Venus Diamond Flow von Kulzer) am Schéadelknochen fixiert
wird. Zuletzt erfolgt die Anbringung des Kopfhalters mit Dentalzement.

Postoperativ wurde den Mausen Meloxicam (1mg/kg KG) oral an den folgenden drei
Tagen je einmal verabreicht.

A X * ~
T ey
I i 0,8mm ;.}, 3
o {
1,7mm
Kopf-
Sagittale halterung
Sutur
Koronare = Bohr
Sutur w schema
/\ Dental
[ ‘ ~ Wund zement Deck.
Bregma ; { v rand ‘ ! % | glaschen
/ \ 5 { / Bamm

Abb. 9: Implantation des kraniellen Fensters

A: Skizze des OP-Situs nach Freilegung der Kalotte mit Position des Mittelpunktes M des Bohrschemas in
Abhangigkeit zu Bregma.

B: Skizze des mit Dentalzement versiegeltem OP-Situs nach beendetem Eingriff

Aufgrund der Darstellbarkeit sind beide Abbildungen nicht maf3stabsgetreu.

7.3 Gitter-Hang-Test

Mithilfe dieses Experiments wird die Kraftausdauer der Mause ermittelt [Bellantuono
et al., 2020]. Hierfur wurde das Versuchstier ca. 40cm Uber dem gepolsterten Boden
auf ein Gitter gesetzt. Dieser Versuch ist stark abhangig von der Motivation, der Angst,
der Gewbdhnung des Tieres an Versuch, Umgebung und Versuchsleiter und z.B. dem
Gewicht bzw. dem Geschlecht des Tieres [Bellantuono et al., 2020]. Nach einigen
Sekunden an Gewdhnungszeit wird das Gitter gedreht; das Versuchstier hangt folglich
kopfliber. Es wird die Zeit gemessen, welche die Maus sich am Gitter festhalt.
Insgesamt drei Durchgdnge werden im Abstand von mindestens 15 min durchgefthrt.
Aul3erdem wurde eine maximale Zeitspanne von 5 min definiert. Aus den drei Zeiten
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wird der Medianwert verglichen. Um das Gewicht des Tieres als Storfaktor zu
eliminieren, wird aus der gemessenen Zeit der Impuls der Maus berechnet:

Impuls I = Erdbeschleunigung g X Masse m X Zeitt

7.4 Chronische in vivo Zweiphotonenmikroskopie

Das Setup besteht aus dem HyperScope von Scientifica (resonanter Scanner von 8
kHz Resonanzfrequenz) und einem Ti:Sapphire Laser (MaiTai DeepSee, Spectra
Physics) und dem Objektiv von Nikon: CFI75 LWD 16X W (NA 0,8; Arbeitsabstand
3mm).

v ‘ N ” Warmematte
Narkosegas 1 <+— inkl. Monito-
(Isofluran) ! ring

Abb. 10: In vivo Zweiphotonenmikroskopie

A: Reprasentatives Beispiel flr ein Foto eines kraniellen Fensters mit sichtbaren kortikalen Gefalzen

B: Beispiel einer lichtmikroskopischen Ubersichtsaufnahme der vaskuléaren Leitstrukturen

C: Beispiel einer 2P Fluoreszenz Uberblicksaufnahme der GABAergen IN

Die blauen Rechtecke markieren den Ausschnitt der nachsten VergréRerungsstufe.

D: Das Versuchstier wurde nach Narkoseeinleitung und Applikation des Augenschutzes auf das Monitoringsystem
gelagert. Nach Anbringung der Narkosemaske wurde mikroskopiert.

2P: Zweiphotonen

Vier Wochen nach erfolgreicher Implantation des kraniellen Fensters wurden die
Mause in wochentlichem Abstand mikroskopiert. Die Tiere wurden mit Isofluran
anasthesiert (Einleitung 3 Volumen% in reinem Oz, Durchfluss 0,5l/min, bis zum
Erldschen der Reflexe ca. 3 min, danach Erhalt mit 1-2%) und mit Hilfe des
physiologischen Monitoringsystems bei einer konstanten Kérpertemperatur von 37°C
gehalten. Respiratorisch wurde die Maus im Atemfrequenzbereich von 110-130/min
stabilisiert. Oberflachliche Blutgefal3e dienten als Orientierungsstruktur, um das
mehrmalige Wiederauffinden der ausgewdahlten Zellen zu gewahrleisten. Der Laser
war zur Anregung von GFP auf eine Wellenlange von 910nm eingestellt. Um
potenzielle Bewegungsartefakte zu eliminieren wurden 100 Bilder der gleichen fokalen
Ebene aufgenommen. Die Aufnahmen wurden in einer Auflésung von 512 x 512 Pixeln,
bei 68 x 68 um in xy, und einem axialen Abstand von 1 um mit einer Bildrate von 30

Hz angefertigt. In jeder Maus wurden 2 bis 4 Regionen (engl. field of views, FOV)
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aufgenommen. Ubersichtsaufnahmen wurden mit einer Seitenlange von 340 pm und
einem z-Schritt von 5 pm gespeichert. Die Bilddateien wurden in einer kortikalen Tiefe
von 150 bis 300 pm mit 30 bis 45 mW Laserleistung aufgenommen. (siehe Tab. 9 und
Abb. 10)

7.5 Bildanalyse der in vivo Zweiphotonenmikroskopie-

aufnahmen
Zur Eliminierung von geringfigigen Bewegungsartefakten (typischerweise
hervorgerufen durch Atmung oder Blutgefal3pulsationen) werden je 100 Aufnahmen
derselben Bildebene auf eine gemittelte Vorlage registriert und anschlie3end von
diesen in x und y korrigierten Bildern eine gemittelte Projektion aller 100 Bilder pro
Bildebene erstellt, welche fur die Auswertung genutzt wurde. Der Matlab-basierte
Algorithmus fur die Bildbearbeitung wurde eigens hierfiir im Labor entwickelt.
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Abb. 11: Auswertekriterien

A: Spines mussen mindestens einen Schwellenwert von 0,4um Abstand von dem Dendriten Ubertreffen.
Projektionsbedingt tiberlappende Dendriten werden einzeln gezahlt.

B: Boutons deren durchschnittliche Intensitét I, gré3er als die durchschnittliche Intensitat des Axons I, addiert zur
dreifachen Standardabweichung g, ist, werden gezahlt.

C: Bei chronischer Veranderung der Form und Position der Basis oder des Kopfes des Dendriten um mindestens
0,5um wird dieser als neuer Spine gezahlt. Der urspriingliche Spine wird dann als verloren gewertet. Bei en passant
Boutons wird nur die Verschiebung entlang des Axons beachtet.

Zpx: Zeitpunkt x [Holtmaat et al., 2009a]

Unter Verwendung von FiJi [Eliceiri et al.] (https://imagej.net/software/fiji/downloads)
und des CellCounter Plugins wurden die synaptischen Strukturen (dendritische Dornen
(Spines)/ axonale Knépfchen (Boutons)) ausgezahlt und mit Hilfe von Matlab Routinen
ausgewertet. Fur die Analyse von Spines und Boutons wurden folgende Kriterien
angewandt (siehe Abb. 11 und Abb. 12) [Holtmaat et al., 2009a]: Spines mussen
mindestens 0,4 um lang sein (siehe Abb. 11A) und ihr Ansatz am Dendriten darf seine
Position nicht um mehr als 0,5 um Uber die Zeit verandern (siehe Abb. 11C). Boutons
werden abhangig von der Intensitdt ausgewertet: Die Intensitat der Boutons betragt
mindestens den Durchschnitt der Intensitat des zugehérigen Axons plus der dreifachen

Standardabweichung (siehe Abb. 11B).
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Abb. 12: Beispiel fur das chronische Monitoring von axonalen Boutons und dendritischen Spines

A: Reprasentatives Beispiel fir Boutons auf einem Axon (5-6mo, SOD)

B: Reprasentatives Beispiel fiir Spines auf einem gegabelten Dendriten (5-6mo, SOD)

In beiden Bildfolgen sind exemplarisch strukturelle Veranderungen dargestellt. Um die dreidimensionalen
Zellfortsatze hier préasentieren zu kénnen, wurden die Rohbildstapel anhand der Durchschnittsintensitaten in ein

zweidimensionales Bild projiziert. Dies ist mit Qualitatsverlust verbunden. Aus illustratorischen Grinden wurden die
Strukturen zusatzlich freigestellt. Zpx: Zeitpunkt x

Um eine zuverlassige Dichte der synaptischen Strukturen ermitteln zu kdnnen, wurde
die Mindestlange der ausgewerteten Nervenzellfortsatze als 30 um festgelegt.
Chidambarama et al [Chidambarama et al., 2019] argumentieren, dass die Verteilung
der Spines entlang des Dendriten unterschiedlich ist. De Paola et al berichteten von
erhohter struktureller Plastizitat an den axonalen Enden [De Paola et al., 2006]. So
definierten wir einen Mindestabstand von 50 um vom Soma und 50 um vom Ende
der Dendriten bzw. Axone.

B Dendrit & Spines

Zpl

Neben der Dichte der Spines bzw. Boutons untersuchten wir auch folgende
dynamische Parameter:

neue Spines bzw. Boutons

F ti te (Zpy) =
ormationsrate (Zpx) Gesamtanzahl Spines bzw Boutons am Zp,_,
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nicht wiederauf findbare Spines bzw. Boutons

Verlustrate (Z =
erlustrate (Zpx) Gesamtanzahl Spines bzw Boutons am Zp,._4

neue + nicht wiederauf findbare Spines bzw. Boutons
Dichte der Spines bzw Boutons am Zp,_jund Zp,

Umsatzrate (Zp,) =

wiederauffindbare Spines bzw. Boutons des Zpy am Zp,
Gesamtanzahl Spines bzw Boutons am Zp,

Uberlebensfraktion (Zpy) =

7.6 Immunohistochemie

Vor Perfusion und Gewebeentnahme wurden die Versuchstiere von Vanessa W. Y.
Kan mit Hydroxystilbamidin (Fluorogold, FG) in den Tractus coticospinalis im dorsalen
Funiculus des zervikalen Rickenmarks injiziert, um CSMN in der kortikalen Schicht L5
retrograd zu markieren [Jara et al., 2014]. Die Mause wurden mit einer Uberdosis von
100mg/kg Ketamin und 5mg/kg Xylazin i.p. terminal anasthesiert, danach mit 4%
Paraformaldehyd (PFA) in 0,01 M phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) kardial
perfundiert [Soueid et al., 2015] und das Gehirn vorsichtig aus dem Schéadel prapariert.
Das Mausgehirn wurde tber 3 Tage bei 4°C in 4% PFA postfixiert, anschlielend in 30%
Sucrose fur weitere 72 Stunden, ebenfalls bei 4°C, dehydriert. Kryoschnitte von 60um
Dicke wurden an einem Kryostaten (Leica CM1850, Wetzlar) in koronarer
Schnittflihrung angefertigt.

Anschliel3end wurden die Gewebeschnitte in PBS mit 0,2% bovinem Serumalbumin,
5% Ziegenserum, 0,2% Lysin und 0,2% Glycin geblockt, danach dreimalig je 5min
gespdlt mit 0,5% Triton X-100 in PBS. Je nach Neuronenpopulation, die quantifiziert
werden sollte, wurde die Inkubation der Gewebeschnitte mit spezifischen Antikérpern
durchgefiihrt (siehe Tab. 5). Priméare Antikdrper wurden 1:250 mit 0.3% Triton X-100,
2% bovinem Serumalbumin und PBS verdinnt, sekundare 1:500 0.3% Triton X-100,
3% Ziegenserum und PBS. Die Inkubationsdauer betrug im ersten Schritt mit den
primaren Antikérpern 72h, im zweiten mit den sekundaren 24h. Im Anschluss wurden
die Gewebeschnitte dreimal je 5min mit PBS gewaschen, schlussendlich die Farbung
mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4‘6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 1:10 000. Die
Inkubationen wurden nach dem Ansetzen der jeweiligen Losung im Unimax 2010 von
Heidolph eingestellt auf ~150U/min bei 4°C und in Dunkelheit durchgefuhrt. Das
Blocken der unspezifisch proteinbindenden Strukturen, die Farbung und die
Waschvorgange wurden bei Raumtemperatur im Sustainable Lab Instruments SU1020
bei ~70-80U/min vorgenommen.

Nach dem Eingie3en ins Einbettungsmedium Vectashield von Vector Laboratories
wurden mit dem Leica SP8 Konfokalmikroskop Bildaufnahmen angefertigt (Objektiv
von Leica: HC PL APO 20x/0.75 IMM CORR CS2 (NA 0.75; Arbeitsabstand 0,66 mm),
752x752 pixel). Der sekundéare Antikorper zur Farbung der SOM wurde mit einer
Wellenlange von 561nm angeregt, der PV spezifische mit Licht mit einer Wellenlange
von 633nm. Die einzelnen Bilder weisen einen z Abstand von 3um auf und erfassen
insgesamt einen 30um dicken Ausschnitt um die Koronarebenen 48, 52, 54, 58 und
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60 (vgl. [Alleninstitute, Lein et al., 2007], Abstande von Bregma: -0,6mm, -0,3mm, Omm,
+0,3mm, +0,6mm, siehe Tab. 6). Alle Arbeitsschritte ab dem Anfertigen der
Gewebeschnitte am Kryostaten bis zum digitalisierten Scan wurden von Kan, Vanessa
W. Y. ausgeflhrt.

Funktion Antikdrper Hersteller
Primarer  Antikbrper  zur | Rat Anti-Somatostatin | Sigma-Aldrich, Miinchen
Farbung der SOM IN Antibody, clone YC7
(MAB354)
Sekundarer Antikdrper zur | Goat Anti-Rat IgG H&L | Abcam, Cambridge,
Farbung der SOM IN (Alexa Fluor 594) | Massachussetts, USA
(ab150160)
Primarer  Antikbrper  zur | Rabbit Anti-Parvalbumin | Abcam, Cambridge,
Farbung der PV IN antibody (ab11427) Massachussetts, USA
Sekundarer Antikdrper zur | Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L | Abcam, Cambridge,
Farbung der PV IN (Alexa Flour 647) | Massachussetts, USA
(ab150079)

Tab. 5: Zur Farbung verwendete Antikdrper
IN: Interneuron, PV: Parvalbumin, SOM: Somatostatin, USA: Vereinigte Staaten von Amerika

7.7 Bildanalyse der Konfokalaufnahmen

Die Bildanalyse wurde mittels CellCounter Plugin in FiJi (open source, siehe [Eliceiri
et al.]) durchgefuhrt. Sowohl M1 als auch S1 wurden separat analysiert [Alleninstitute,
Lein et al., 2007]. Die Zelldichte der IN wurde getrennt fur die kortikalen Schichten L2/3
und L5/6 bestimmt und im dreidimensionalen Bildstapel quantifiziert. Die Ergebnisse
der weitgehend somafreien kortikalen Schicht L1 und der sehr diinnen Schicht L4 in
S1 werden aufgrund der zu kleinen Grundvolumina hier nicht prasentiert. Zur
Bestimmung der Areale von M1 bzw. S1 wurden folgende Male aus dem ,Allen Mouse
Brain Atlas” [AllenInstitute] entnommen (siehe Tab. 6 und Abb. 13A).

Koronar- | Koronarer a (Fissura longitu-|b ¢ (Kortexdicke bis
ebene Abstand zu | dinalis cerebri bis | (Breite M1) | zum Corpus callosum)
Bregma Grenze M1/ S1)
48 -600um 2100um 1200um 1400um
52 -300um 2100um 900um 1700um
54 Opm 1700um 900um 1400pm
58 300um 1400um 700um 1500pm
60 600um 1200um 500um 1500um

Tab. 6: MaBe der Kortizes entnommen aus dem ,Allen Mouse Brain Atlas” [Alleninstitute]
M1: primar motorischer Kortex, S1: somatosensorischer Kortex

Die verschiedenen isokortikalen Schichten wurden mit Hilfe einer unspezifischen DAPI
und der Betz Zellen spezifischen FG Injektion fur L5 manuell bestimmt. L2 und L3 bzw.
L5 und L6 wurden aufgrund der konfokalmikroskopisch nicht erkennbaren
Schichtgrenzen zusammengefasst verglichen. Die Zelldichte der IN Subgruppen
wurde gemessen, indem die per Hand im dreidimensionalen Bildstapel bestimmte
Anzahl im Verhaltnis zum Volumen der Schicht gesetzt wurde. (siehe Abb. 13, Abb.
14)

42



500um

Abb. 13: Immunhistochemische Aufnahmen des Mauskortex

A: Schema der konfokalmikroskopischen Aufnahmen der untersuchten Kortizes [Alleninstitute] Cc: Corpus
callosum, Flc: Fissura longitudinalis cerebri, Lx: isokortikale Schicht x, M1: Primérmotorischer Kortex, M2:
pramotorischer Kortex, S1: somatosensorischer Kortex, a, b, ¢c: Mal3e siehe Tab. 6

B: reprasentatives Beispiel einer Farbung mit DAPI (8-9mo, SOD)

C: reprasentatives Beispiel FG markierter oberer Motorneurone (8-9mo, SOD)

D: reprasentatives Beispiel einer PV IN Farbung (8-9mo, SOD)

E: reprasentatives Beispiel einer SOM IN Farbung (4-5mo, SOD)

DAPI: 4% 6-Diamidin-2-phenylindol, FG: Fluorogold/ Hydroxystilbamidin, PV IN: Parvalbumin exprimierende
Interneuronen, SOM IN: Somatostatin exprimierende Interneurone

Um Zellen von Artefakten oder GefalRwanden abzugrenzen, wurden morphologische
Charakteristika, wie Gro3e, Form und Sichtbarkeit von Zellfortsatzen geachtet (siehe
Abb. 14).

Abb. 14: VergroRerung der konfokalen Aufnahme IN spezifischer Immunfarbungen !
A: M1in PV IN Farbung (8-9mo, SOD)

B: M1 in SOM IN Farbung (4-5mo, SOD)

Die blauen Pfeile markieren beispielhaft gefarbte IN. Mit gestrichelten Linien sind die ungefahren Schichtgrenzen
zwischen L1, L2/3 und L5/6 veranschaulicht. Projektion der Rohbildstapel anhand der Durchschnittsintensitaten.
M1: primar motorischer Kortex, PV IN: Parvalbumin exprimierende Interneurone, SOM IN: Somatostatin
exprimierende Interneurone, Lx: kortikale Schicht x

43



M1 PV IN

7.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Programmes Prism (GraphPad Software,
San Diego, California, USA) durchgefuhrt. Zur Prifung auf Normalverteilung wurde der
Shapiro-Wilk Test (Graphpad Prism) verwendet. Wie jeweils angegeben stellen die
Diagramme entweder die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) oder die
Mediane + 95% Konfidenzintervalle (Cl) dar. In den Diagrammen ausgezeichneten p-
Werte sind die adjustierten  Signifikanzniveaus aus den jeweiligen
Messwiederholungen, im folgenden Post-hoc Test genannt.

Der zeitliche Verlauf des SOD Scores wurde mit dem X2 Test untersucht (Graphpad
Prism). Ergebnisse zur motorischen Kraftausdauer wurden zuerst einer ROUT (engl.
robust regression and outlier removal) Ausreil3erelimination (Q=10%; Graphpad Prism)
und danach mit zweifaktoriellen Varianzanalyse (engl. Two way ANOVA, 2w ANOVA,;
Graphpad Prism) und Post-hoc Test Sidak bewertet. Geschlechtsspezifische Effekte
im ALS- assoziierten Kraftverfall hingegen wurden mit 2w ANOVA und dem Post-hoc
Test Fisher's LSD (engl. least significant difference; Graphpad Prism) ausgewertet.
Die schichtspezifischen IN Zelldichten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und
anschlieBend nach Dunn (Graphpad Prism) statistisch geprift. Datenreihen mit
mehreren Messzeitpunkten aus dem in vivo 2P Mikroskopieversuch zur Untersuchung
der strukturellen Plastizitat der SOM IN wurden mit Hilfe der zweifaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholungen (engl. two way repeated measurements
ANOVA, 2w rm ANOVA; Graphpad Prism) und Post-hoc Test Sidak getestet.
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8 Ergebnisse

8.1 Klinisches Erscheinungsbild und Kraftausdauer des

Mausmodells
Zunachst wurde eine Beurteilung des Krankheitsstadiums und der motorischen
Einschrankung der SOD1%%** Tiere durchgefiihrt. Hierfiir wurde der SOD-Score (siehe
Tab. 3) und die muskuléare Kraftausdauer mittels Gitter-Hang-Test (siehe 7.3) vor der
Operation, vor Beginn der chronischen 2P Mikroskopie und ein letztes Mal vier
Wochen spater (siehe Abb. 8) evaluiert. Im Folgenden wird die Kontrollgruppe als
Wildtyp (WT) bzw. die Gruppe mit ALS Erkrankung als SOD bezeichnet.

8.1.1 SOD Mause zeigen ab 6 Monaten klinisch auffallige Motorik.

SOD Score
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Abb. 15: Altersabhéngiger Verlauf des SOD Score
Darstellung des Anteils asymptomatischer Tiere abhangig von ihrem Genotyp und Alter. In der Basis der Balken
wird n abhangig vom Geschlecht angegeben.
Daten entsprechen Mittelwerten; X2 Test; m.o.: Monate alt, n: Grundgesamtheit, WT: Wildtyp, SOD: transgene Tiere
Alle Mause wurden regelmafiig klinisch evaluiert und nach dem SOD Score bewertet
(siehe 7.1 und Abb. 15). Zunachst wurde der Anteil asymptomatischer Tiere in beiden
Gruppen Uber die Zeit beurteilt. Als symptomatisch gelten hierbei alle Mause, die mit
mindestens einem Punkt im SOD Score bewertet wurden. Die Tiere zum Zp-4 wurden
noch nicht implantiert. Ab einem Alter von 6 Monaten zeigten die ersten mannlichen
Tiere der SOD Gruppe Symptome (siehe Abb. 15). Allerdings waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen der einzelnen Altersgruppen
messbar. Die geringe Grundmenge konnte nur einen Trend der neunmonatigen Tiere
zeigen (p=0,0637, X? Test, nwr=5, nsop=6). Tiere, die die Kriterien des humanen
Endpunktes (siehe 7.1) erfullten oder nicht mehr an der 2P Versuchsreihe teilnehmen
konnten, mussten aus den Versuchen ausscheiden.
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8.1.2 SOD Tiere weisen altersabhéanging eine Reduktion der Kraftausdauer auf.
Neben dem klinischen Erscheinungsbild im SOD Score wurde auch die Kraftausdauer
mit Hilfe des Gitter-Hang-Tests untersucht. Nach Ausreif3erelimination mit ROUT (Q=
10%) zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der gemessenen Zeit der altesten
Kohorte (Abb. 16A, 2w ANOVA: Alter F(2,62)= 17,09, p<0,0001; Genotyp F(1,62)=
5,195, p=0,0261; Interaktion F(2,62)= 1,902, p=0,1579; Sidaks-omo: p=0,0283, nz.awt=
13, Nzasop= 9, Nsewr= 11, Ns.esop= 16, ng.owt= 10, Ng.9sop= 11). Beim Vergleich der
Impulswerte ergab sich ebenfalls eine signifikant erniedrigte Kraftausdauer der SOD
Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 16B, 2w ANOVA: Alter F(2,63)= 10,05,
p=0,0001; Genotyp F(1,63)= 6,304, p=0,0146; Interaktion F (2,63)= 3,898, p=0,0253;
Sidaks.omo: p=0,0037). Zum Zp-4 sind die Mause noch nicht der Fensterimplantation
unterzogen worden (siehe 7.1, Tab. 4). In den anderen Kohorten resultierten keine
signifikanten Unterschiede im Post-hoc Test.
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Abb. 16: Muskulare Kraft ist reduziert in symptomatischen SOD Mausen

A: Hangedauer im Gitter-Hang-Test vor der Fensterimplantation

B: Impuls im Gitter-Hang-Test vor der Fensterimplantation

Daten entsprechen Mittelwert +/- SEM; 2w ANOVA + Sidak: * p < 0.05, ** p < 0.01; SOD: transgene Tiere, WT:
Wildtyp, Zp-4: Zeitpunkt -4 (vor der Fensterimplantation)

Das Geschlecht und das Alter ist ein anerkannter Einflussfaktor im Versuchsprotokoll
des Gitter-Hang-Tests [Bellantuono et al., 2020]. Deshalb wurde die
Geschlechtszugehorigkeit untersucht. Um die Operation als Storvariable zu
eliminieren, wurden die weiteren statistischen Berechnungen nur mit Mausen aus dem
Zp-4 vorgenommen. In allen drei Alterskohorten zeigte sich bei Anwendung der 2w
ANOVA ein genotypunabhéngiger signifikanter Unterschied zwischen weiblichen (W)
und mannlichen (M) Versuchstieren, aber auch beim Faktor Alter: Sowohl in der
Zeitmessung (WT Tiere (2w ANOVA, Geschlecht F(1,27)= 24,47, p<0,0001; Alter
F(2,27)= 9,535, p=0,0007; Interaktion F(2,27)= 0,0450, p=0,9561); n3-4(M/W)= 7/6, ns.
s(M/W)= 7/4, ngo(M/W)= 3/7; SOD Tiere (2w ANOVA, Geschlecht F(1,26)= 121,1,
p<0,0001; Alter F(2,26)= 142, p<0,0001; Interaktion F(2,26)= 19,96, p<0,0001)); ns-
4(MW)= 5/4, nse(M/W)= 8/8, ns.o(M/W)= 4/7) als auch der gewichtsbereinigten
Impulsberechnung (WT Tiere (2w ANOVA, Geschlecht F(1,27)= 8,646, p=0,0066; Alter
F(2,27)= 3,628, p=0,0402; Interaktion F(2,27)= 0,9119, p=0,4138); SOD Tiere (2w
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ANOVA, Geschlecht F(1,29)= 20,65, p<0,0001; Alter F(2,29)= 55,46, p<0,0001,
Interaktion F(2,27)= 9,703, p=0,0006)).

Héangedauer Impuls
A Fkok B .
3007
e 100
[5}
QL
T < —_ —
I 2004 Q
ES = T | 2 == e -
25 3 — $ soq
= N | £
:g(\' 100 E
o
0 T T T T 0 T T T T
WT SOD WT SOD WT SOD WT SOD
M w M W
*
C T e D - S
- *
s 300 * 100
82}
g g_ 200 T @ T =
) Z
eN 1
55 : 3oy |4
2E e | | B g -
<
D
= 0 T T T 0 T T T
WT SOD WT SOD WT SOD WT SOD
M W M W
E F
300 *k%k *kk
é Fokok 1007 xx*
g ? 200 T 7
s§ ¢ - T
Q s 2 5o s
E o N a
(%\'g 100 £
©
: = B . N ==
0 . —— . 0 ; e :
WT SOD WT SOD WT SOD WT SOD
M \W M w

Abb. 17: Geschlechtsunterschiede im Gitter-Hang-Tests
Darstellung der geschlechtsspezifischen Daten der Hangedauer (A, C, E) und Impulse (B, D, F) geordnet nach
Alter. Alle hier angegebenen Signifikanzniveaus sind Ergebnis des Fisher's LSD nach 2w ANOVA. Daten
entsprechen Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwertes, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; M: Mannlich, W:
Weiblich, WT: Wildtyp, SOD: transgene Tiere, Zp-4: Zeitpunkt -4 (vor der Fensterimplantation)
Mannchen und Weibchen in der prasymptomatischen Kohorte wei3en signifikante
Unterschiede der Hangedauer zwischen den beiden Geschlechtern innerhalb der
Genotypen (2w ANOVA, Geschlecht F(1,17)= 30,19, p<0,0001; Genotyp F(1,17)=
0,7271, p=0,4057; Interaktion F(1,17)=0,7271, p=0,4057, nwt(M/W)= 7/6, nsop(M/W)=
5/4, Fisher's LSD: pwr<0,0001, psop=0,0096) auf, jedoch keine zwischen den
Genotypen innerhalb eines Geschlechts (siehe Abb. 17A). Der Impuls war signifikant
groRer in der Gruppe der weiblichen WT gegeniber den méannlichen (2w ANOVA,
Geschlecht F(1,18)= 1,552, p=0,2288; Genotyp F(1,18)= 0,4854, p=0,4854;
Interaktion F(1,18)= 3,742, p=0,0689, Fisher's LSD: pwr=0,0227) (siehe Abb. 17B).
Frihsymptomatische SOD Mannchen waren schwéacher als ihre Kontrollgruppe
anhand der Hangedauer (2w ANOVA, Geschlecht F(1,20)= 28,32, p<0,0001; Genotyp
F(1,20)= 2,078, p=0,4057; Interaktion F(1,20)= 1,767, p=0,1978, nwt(M/W)= 7/4,
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nsopo(M/W)= 8/8, Fisher's LSD: pu=0,0294) (siehe Abb. 17C). Auch hier war ein Effekt
des Geschlechts im Post-hoc Fisher's LSD nachweisbar (Zeit: pwr=0,0197,
psop<0,0001) (siehe Abb. 17C). Die Impulswerte der Mannchen der
frihsymptomatischen Kohorte bestatigen einen Kraftausdauerverlust in Abhangigkeit
von der SOD Mutation (2w ANOVA, Geschlecht F(1,22)= 7,16, p=0,0138; Genotyp
F(1,22)= 0,0657, p=0,4057; Interaktion F(1,22)= 1,07, p=0,3122, Fisher's LSD:
pv=0,0229) (siehe Abb. 17D). Transgene Mannchen sind starker betroffen als ihre
weiblichen SOD Gegenstiucke (psop=0,0045) (siehe Abb. 17D). In der
spatsymptomatischen Kohorte war sowohl in der gemessenen Zeit (2w ANOVA,
Geschlecht F(1,16)= 25,05, p=0,0001; Genotyp F(1,16)=15,29, p=0,0012; Interaktion
F(1,16)= 4,957, p=0,0407, nwt(M/W)= 3/7, nsop(M/W)= 4/7, Fisher's LSD: pw<0,0001,
pwt=0,0001) als auch der Impulsberechnung (2w ANOVA, Geschlecht F(1,16)= 20,02,
p=0,0004; Genotyp F(1,16)=14,69, p=0,0015; Interaktion F(1,16)= 2,634, p=0,1241,
Fisher’'s LSD: pw=0,0003, pwt=0,0007) ein ALS assoziierter Effekt bei den weiblichen
Tieren und auch innerhalb der WT Gruppe messbar (siehe Abb. 17E-F). (siehe Tab. 7)

Alterskohorte Genotyp Geschlecht Anzahl Mause
Prasymptomatisch WT M 3
(3-4mo) W 7
SOD M 5
W 4
Frihsymptomatisch WT M 7
(5-6mo) W 4
SOD M 8
w 8
Spéatsymptomatisch WT M 7
(8-9mo) W 6
SOD M 4
w 7

Tab. 7: Geschlechterverteilung der untersuchten Tiere préoperativ

WT: Wildtyp, SOD: transgene Tiere, M: mannlich, W: weiblich, mo: Monate alt

Die sieben Monate alten, spatsymptomatischen SOD Weibchen erlitten eine
signifikante Reduktion der Kraftausdauer (Abb. 17E-F). Mannliche Mause waren
bereits in der frihsymptomatischen Kohorte von den motorischen Symptomen der ALS
geschwacht (Abb. 17C-D). Interessanterweise sind die statistischen Ergebnisse der
spatsymptomatischen Mannchen nicht signifikant. Es zeigt sich jedoch ein Trend
hinweisend auf einen Kraftausdauerverlust der transgenen Tiere (Abb. 17E-F).

8.2 Zelldichte der PV und SOM IN

ALS ist eine neuronale Erkrankung mit nachgewiesener Degeneration der CSMN und
SMN (siehe 4.1). Aufgrund der Hinweise auf eine Beteiligung der kortikalen IN auf die
Pathogenese der ALS (siehe 4.1.3) ist eine Messung der Zelldichte der IN interessant.
Neben M1 haben wir auch die IN Zelldichte in S1 ermittelt, da im Mausegehirn in S1
auch CSMN nachgewiesen werden konnten [Lemon, 2008, Macias et al., 2022, Suter
et al., 2015, Ueno et al., 2018]. Zu diesem Zweck wurden Hirnschnitte angefertigt,
gefarbt und danach die IN schichtspezifisch ausgezahlt. Es wurde eine adoleszente
Kohorte im Alter von 4-5 Monaten mit einer spatsymptomatischen Kohorte im Alter von
8-9 Monaten mit jeweils einer SOD und einer WT Gruppe verglichen (siehe Tab. 8).
Die weitgehend somafreie kortikale Schicht 1 (L1) und die sehr diinne Schicht 4 (L4)
in S1 wurden aufgrund zu kleiner Grundvolumina nicht ausgewertet.
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IN Alterskohorte Genotyp Sektionen Méause

PV IN Adoleszent WT 12 3
(4-5mo) SOD 8 2
Spatsymptomatisch | WT 9 3
(8-9mo) SOD 11 4

SOM IN Adoleszent WT 9 3
(4-5mo) SOD 6 3
Spatsymptomatisch | WT 6 2
(8-9mo) SOD 15 5

Tab. 8: Anzahl an auswertbaren Sektionen
IN: Interneuron, mo: Monate alt, PV: Parvalbumin, SOM: Somatostatin, WT: Wildtyp, SOD: transgene Mauslinie

8.2.1 Die PV IN Zelldichte ist nicht verandert

Die Ergebnisse via Kruskal-Wallis Test und post-hoc nach Dunn konnten keine
signifikanten Auswirkungen der ALS assoziierten Mutation auf die Dichte der PV IN
aufzeigen, weder in M1 noch in S1 (siehe Abb. 18). Hier kbnnten Untersuchungen von
strukturellen oder funktionellen Eigenschaften der PV IN weitere Erkenntnisse bringen.
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Abb. 18: PV IN Dichte

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Kruskal Wallis + Dunn’s) abhdngig vom Genotyp der Méuse.
Datenpunkte entsprechen den einzelnen Sektionen, dargestellt als Median £ 95% CI. Abgebildet sind die PV IN
Dichten in M1 (A, B) und S1 (C, D) in L2/3 (A, C) bzw. L5/6 (B, D).

PV IN: Parvalbumin exprimierende Interneuronen, Lx: isokortikale Schicht x, WT: Wildtyp, SOD: SOD transgene
Mauslinie, M1: primar motorischer Kortex, S1: somatosensorischer Kortex

8.2.2 Die SOM IN Dichte ist altersabhéangig reduziert

Auch die SOM IN Dichte verandert sich nicht ALS assoziiert. In den Schichten L2/3
der frihsymptomatischen Kohorte zeigt sich ein nicht signifikanter Trend einer in
transgenen Mausen verringerten SOM IN Zelldichte in S1 (Kruskal-Wallis + Dunn,
p=0,1571, nwr(Mause/ Sektionen)= 3/12, nsop(M&ause/ Sektionen)= 2/8; siehe Abb.
19C, Tab. 8).
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Es zeigt sich ein signifikanter Effekt des Alters der Versuchstiere auf die Zelldichte, v.a.
der Wildtiere: In L2/3 des M1 (Kruskal-Wallis + Dunn, p=0,0005, nss(Mause/
Sektionen)= 3/12, ns.o(Mause/ Sektionen)= 3/9, siehe Abb. 19A, Tab. 8) als auch S1
(Kruskal-Wallis + Dunn, pL23=0,0014, siehe Abb. 19C; p.s6=0,0070, siehe Abb. 19C,
D, Tab. 8) zeigt sich ein Verlust der SOM IN im Verlauf des Alterungsprozesses. Die
transgenen Tiere zeigen den selben Verlauf nur in L2/3 im M1 (Kruskal-Wallis + Dunn,
p=0,0080, ns.s(Méause/ Sektionen)= 2/8, ng.9(Mause/ Sektionen)=5/15, siehe Abb. 19C,

Tab. 8).
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Abb. 19: SOM IN Dichte

Abgebildet sind die SOM IN Dichten in M1 (A, B) und S1 (C, D) in L2/3 (A, C) bzw. L5/6 (B, D). Es zeigte sich ein
nicht signifikanter Trend abhéngig vom Genotyp in L2/3 des S1 (C). Zusétzlich ist ein Alterungseffekt v.a. bei den
Wildtieren messbar (A, C, D). Alle hier angegebenen Signifikanzniveaus sind Ergebnis des Dunn Post-Hoc Tests
nach Anwendung des Kruskal Wallis Tests. Die Datenpunkte entsprechen den einzelnen ausgewerteten Sektionen;
dargestellt sind der jeweilige Median + 95% CI, * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001.

PV IN: Parvalbumin exprimierende Interneuronen, Lx: isokortikale Schicht x, WT: Wildtyp, SOD: transgene
Mauslinie, M1: primarer motorischer Kortex, S1: somatosensorischer Kortex

8.3 Strukturelle Plastizitat der SOM IN wéahrend der
Pathogenese der ALS

Neurone kdnnen trotz unveranderter Dichte auch strukturell oder funktionell verandert
sein. Die strukturelle Plastizitat ist ein sensitiver Parameter fir die Unversehrtheit eines
Neurons und wurde hier mittels chronischer in vivo Zweiphotonenmikroskopie im
primar motorischen Kortex on SOD Tieren erfasst.
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Alters- Prasymptomatisch Frihsymptomatisch Spatsymptomatisch
kohorte (3-4mo) (5-6mo) (8-9mo)
Genotyp WT SOD WT SOD WT SOD
Dendriten 50 29 33 39 35 33
Axone 65 37 48 44 42 46
Méause 7(AM/6W) | 7(4AMI3W) | 7(4M/3W) | 7(BM/I2W) | 7(4M/3W) | 6(3M/3W)

Tab. 9: Quantitat der mikroskopierten Strukturen

WT: Wildtyp, SOD: transgene Tiere, M: mannlich, W: weiblich, mo: Monate alt

8.3.1 Interneuronein SOD Tieren weisen Veranderungen der Spine Dichte auf.

Die Dichte beschreibt die durchschnittliche Anzahl der postsynaptischen Strukturen
pro um Dendrit. In der prasymptomatischen Kohorte zeigte sich eine geringere Dichte
an Spines in der SOD Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren (2w rm ANOVA, Zeit
F(2,154)= 1,066, p=0,3469; Genotyp F(1,77)= 5,779, p=0,0186; Interaktion F(2,154)=
2,267, p=0,1070, Sidak: pzp=0,0369, p z,1=0,0308, nwr(Mause/ Dendriten)= 7/50,
nsoo(Mause/ Dendriten)= 7/29, Abb. 20A, Tab. 9). Am Zp2 stagniert der Unterschied
zwischen WT und SOD Gruppe und wird nicht signifikant. Die Ergebnisse der
frihsymptomatischen und spatsymptomatischen Kohorte waren nicht signifikant
unterschiedlich (siehe Abb. 20C, E, Abb. 21 und Tab. 9).
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Abb. 20: Dichte und Umsatzrate von dendritischen Spines von SOM IN 1
Die Spine Dichte von SOM IN ist in prasymptomatischen SOD Tieren reduziert (A). Zp2 bzw. auch die Ergebnisse
der anderen, alteren Kohorten zeigen keinen Effekt (C, E). Der dynamische Parameter der Uberlebensfraktion
zeigte keine genotypabhéangigen signifikanten Unterschiede (B, D, E).

Datenpunkte entsprechen den einzelnen Dendriten. Es werden die entsprechenden Mittelwerte +/- Standardfehler
des Mittelwertes visualisiert. Die hier angegebenen Signifikanzniveaus sind Ergebnis des Sidak Post-Hoc Tests
nach Anwendung der 2w rm ANOVA. * p < 0.05, ** p <0.01, ** p <0.001; WT: Wildtyp, SOD: transgene Mauslinie,
SOM IN: Somatostatin exprimierende Interneuronen, Zpx: Zeitpunkt x

Prasymptomatische Kohorte

A

Abb. 21: Beispiel prasymptomatischer Dendriten

Représentatives Beispiel fir Spines auf einem Dendriten einer prasymptomatischen Wildtyp (WT) und transgenen
Maus (SOD). Um die dreidimensionalen Zellfortsatze hier prasentieren zu kénnen, wurden die Rohbildstapel
anhand der Durchschnittsintensitaten in ein zweidimensionales Bild projiziert. Dies ist mit Qualitatsverlust
verbunden. Aus illustratorischen Griinden wurden die Strukturen zuséatzlich freigestellt. Zpx: Zeitpunkt x

Die Umsatzrate (engl. turnover rate, TOR) ergibt sich aus der gemittelten Formations-
und Verlustrate der dendritischen Spines. Bei nicht signifikantem 2w rm ANOVA Test
ist isoliert die TOR am Zp2 der funf bis sechs Monate alten WT Kohorte signifikant
kleiner als die der SOD transgenen Mause (2w rm ANOVA, Zeit F(1,7)= 9,365,
p=0,0031; Genotyp F(1,7)= 1,111, p=0,2955; Interaktion F(1,7)= 6,128, p=0,0157,
Sidak: pzp2p=0,0461, nwr(Mause/ Dendriten)= 7/33, nsop(Mause/ Dendriten)= 7/39,
siehe Abb. 23B und Tab. 9). Es zeigten weder die alteste Kohorte noch die jingeren
Tiere signifikante TOR Unterschiede (siehe Abb. 23A, C).
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Abb. 23: Umsatzrate der dendritischen Spines von SOM IN
Am Zp2 der frihsymptomatischen Tiere (B) ist die Umsatzrate der Spines signifikant hoher als bei der
Kontrollgruppe. Allerdings zeigte sich in der 2w rm ANOVA kein Effekt zwischen den Genotypen. Ansonsten konnte
kein Effekt im Parameter Umsatzrate gemessen weden (A, C).
Datenpunkte entsprechen den einzelnen Dendriten. Es werden die entsprechenden Mittelwerte +/- Standardfehler
des Mittelwertes visualisiert. Die hier angegebenen Signifikanzniveaus sind Ergebnis des Sidak Post-Hoc Tests
nach Anwendung der 2w rm ANOVA. * p < 0.05; WT: Wildtyp, SOD: transgene Mauslinie

Abgesehen von den Daten der Spine Dichte der prasymptomatischen SOD Tiere und
der TOR der frihsymptomatischen M&use zeigten sich keine weiteren signifikanten
Unterschiede in Dichte und Parametern der Dynamik zwischen WT und SOD (siehe

Abb. 22).
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Abb. 22: Spine Formations- und Verlustrate bzw. Uberlebensfraktion
Die drei dynamischen Parameter Formations- (A, C, E), Verlustrate (B, D, F) und Uberlebensfraktion (G, H, ) zeigen
keine signifikanten Effekte (2w rm ANOVA + Sidak), weder in den prasymptomatischen (A, B, G), den
frihsymptomatischen (C, D, H) noch in den spatsymptomatischen (E, F, 1) Tieren.
Datenpunkte entsprechen den einzelnen Dendriten. Darstellung als Mittelwerte +/- SEM. WT: Wildtyp, SOD:

transgene Mauslinie
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8.3.2 Boutons von SOM IN in SOD Tieren sind nicht verandert.

Zusatzlich zu postsynaptischen Korrelaten wurde auch die strukturelle Plastizitat der
prasynaptischen Boutons auf den Axonen der SOM IN ausgewertet. Somit kdnnen
Daten tber den Input der IN gesammelt werden. Die Boutons an den Axonen der SOM
IN wiesen keine signifikanten Unterschiede in Korrelation mit der SOD1¢%4 Mutation,
weder in Dichte noch Dynamik, auf (siehe Tab. 8, Abb. 24 und Abb. 25).
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Abb. 24: Bouton Dichte und Uberlebensfraktion

Beide Parameter, Dichte (A, C, E) und Umsatzrate (B, D, F), zeigen keine signifikanten Effekte (2w rm ANOVA +
Sidak).

Datenpunkte entsprechen den einzelnen Axonen. Darstellung als Mittelwerte +/- SEM. WT: Wildtyp, SOD:
transgene Mauslinie
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Abb. 25: Bouton Verlust-, Formations- und Umsatzrate
Der Vergleich der drei erhobenen Parameter Verlust- (A, C, E), Formations- (B, D, F) und Umsatzrate (G, H, I)

verdeutlichte keine signifikanten Effekte (2w rm ANOVA + Sidak).

Datenpunkte entsprechen den einzelnen Axonen. Darstellung als Mittelwerte +/- SEM. WT: Wildtyp, SOD:

transgene Mauslinie
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9 Diskussion

ALS ist eine neurodegenerative Erkrankung der oberen und unteren Motoneuronen.
Die Pathogenese der Motorneurondegeneration ist unzureichend verstanden und es
existiert derzeit keine kausale Therapie mit Heilungsperspektive, sondern nur ein
symptomatisches, palliatives Prozedere. Kortikale Ubererregbarkeit ist ein friihes
Phanomen, welches wahrscheinlich die Degeneration von spinalen Motorneuronen
mitbedingt. Die zellautonomen und Netzwerkursachen, welcher Kortikaler
Ubererregbarkeit zugrunde liegen, sind bisher nicht entschliisselt. Neue
wissenschaftliche Erkenntnisse weisen auch auf eine Rolle von hemmenden
Interneuronen in der Entstehung der kortikalen Ubererregbarkeit bei ALS hin.

In dieser Dissertation wurde daher die strukturelle Plastizitat der SOM IN in vivo
untersucht, um Ruckschlisse auf ihre funktionellen Eigenschaften im Rahmen der
Pathogenese der ALS tatigen zu konnen. Zusatzlich sollen die Daten aus den
klinischen und histologischen Versuchen der weiteren Spezifikation der Mauslinie
dienen [Acevedo-Arozena et al., 2011, Alexander et al., 2004].

9.1 SOD1%%A (low copy) transgene Tiere phanokopieren
ALS Symptome

Zunachst wurde die genutzte transgene Mauslinie, SOD1¢%A mit einer niedrigen
Kopienanzahl des mutierten SOD Gens im Vergleich zum Standard SOD Modell,
hinsichtlich ihres Symptombeginns und dessen Auspragung charakterisiert. Hierfur
wurde ein Scoring System als auch ein Test zur Erfassung der muskularen Kraft bzw.
Ausdauer genutzt.

Die SOD1%%* Mauslinie [Gurney et al., 1994, JacksonLaboratory] ist die am weitesten
verbreitete Mauslinie zur Untersuchung der Pathomechanismen der ALS. Hier wurden
Mause mit einer kleinen Mutationslast gewahlt, damit das Einsetzen der Symptome
und die Progression der neurodegenerativen Erkrankung verlangsamt ist [Acevedo-
Arozena et al., 2011, Alexander et al., 2004, JacksonLaboratory]. Damit verbunden ist
eine hohere Wahrscheinlichkeit zeitlich begrenzte Effekte mit einer chronischen
Versuchsreihe messen zu kénnen. Acevedo-Arozena et al. konnten zeigen, dass der
genetische Hintergrund der Versuchstiere die ALS Progression stark beeinflusst
[Acevedo-Arozena et al., 2011]. Statt mit drei bis vier Monaten schon Symptome zu
zeigen, welche mit funf Monaten tédlich enden, setzt die ALS erst mit sechs Monaten
ein und endet fatal mit etwa neun Monaten [Acevedo-Arozena et al., 2011, Alexander
et al., 2004, Gurney et al, 1994, JacksonLaboratory]. Aufgrund dieses
Krankheitsverlaufs wurden auch die Alterskohorten ausgewahlt: Die jlngste als
Baseline und je eine frihsymptomatische und eine spatsymptomatische Gruppe.

Ich nutzte den Gitter-Hang-Test zu Erfassung der Kraftausdauer der Tiere. Dieser Test
ist leicht zu erlernen und sehr effizient in Hinsicht auf Equipment, finanziellem Aufwand,
Zeit und Training der Versuchstiere. Allerdings ist dieser nichtinvasive Versuchsaufbau
stark abhangig vom Alter, Geschlecht und Gewicht der Versuchstiere. Die Motivation,
sich mit aller Kraft mit Hilfe der vier Extremitdten so lange wie mdglich am Gitter
festzuhalten, entsteht aus der instinktiven Angst vor dem Fall. Nach wiederholter
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Durchfiihrung kann die Maus sich jedoch an das Umfeld gewdhnt haben und sich an
die weiche Landung erinnern, wodurch die innere Triebkraft sich verringert. Den
gewahlten Maximalwert muss man bei der Auswertung bertcksichtigen. So ist es
mdoglich, dass v.a. die jungen und gesunden Versuchstiere keine normalverteilten
Datenreihen produzieren. Da ALS mit fataler Muskelschwache einhergeht, ist ein Cut-
off-Wert von 5 Minuten ausreichend, solange man keine Unterschiede bei den
jungeren, asymptomatischen Tieren untersuchen mochte. Dieser Test ist ungeeignet
zur Untersuchung von Koordination und Balance. Auch erfasst dieser Test nicht, wann
die Maus einen Erschopfungstremor ausbildet, wie lange alle vier Extremitaten inkl.
Schwanz sich am Gitter festklammern bzw. wann der Schwanz oder die Hinterbeine
den Kontakt verlieren. Zur Elimination der Moderatorvariable Gewicht wurde zuséatzlich
zur Zeit auch der Impuls der Mause verglichen. Anschlie3end wurden die Geschlechter
getrennt betrachtet. Die Vergleiche aus den Impulswerten weisen signifikantere
Unterschiede auf als die bloRe Zeit. So scheint es moglich zu sein, die meist
schlankeren weiblichen Mausen mit den Mannchen zu vergleichen. [Bellantuono et al.,
2020]

Der hier gemessene Griffkraftverfall im Alter von sieben Monaten (siehe 8.1.2) deckt
sich mit den Ergebnissen von Acevedo-Arozena et al. [Acevedo-Arozena et al., 2011].
Das mittlere Uberleben der Tiere scheint mit den Angaben der Jackson Laboratory von
neun bis zehn Monaten Ubereinzustimmen [Acevedo-Arozena et al., 2011,
JacksonLaboratory]. Zusatzlich konnten mit den Daten aus dem Gitter-Hang-Test und
des SOD Scores weitere Indizien gesammelt werden [Acevedo-Arozena et al., 2011],
dass die artifizielle ALS der Mauslinie auch eine starkere Auspragung der Klinik bei
mannlichen Tieren aufweist, wie auch bei Menschen [Fang et al., 2015]. Auch in der
Mauslinie mit erhohter Genlast SOD1%%%A sind mannliche Mause friiher symptomatisch
als weibliche [Alves et al., 2011]. Die genaue Auspragung dieser Tendenz ist mit den
vorliegenden Daten infolge der zu kleinen Grundgesamtheit bzw. der grol3en
Variabilitait der Messwerte im Gitter-Hang-Test aufgrund der oben aufgefiihrten
Faktoren nicht bestimmbar.

Meine Befunde stimmen mit den Ergebnissen von Alexander et al. und Acevedo-
Arozena et al. Uberein [Acevedo-Arozena et al., 2011, Alexander et al., 2004] und
decken sich auch mit den Angaben der Zichter [JacksonLaboratory]. Man kann
festhalten, dass ménnliche SOD Tiere mit 4 Monaten ein muskuléres Defizit aufweisen,
wahrend SOD Weibchen erst mit 7 Monaten Hinweise auf einen Krafteverfall zeigen.

9.2 SOM wund PV IN weisen ALS-assoziiert keine

Dichteanderung auf
Immunhistochemisch fand ich eine altersabhdngige Reduktion der SOM IN Dichte in
WT, jedoch nur in L2/3 des M1 in transgenen Mausen. Dieser Effekt wurde auch von
Schmid et al. in der gleichen GIN Mauslinie in Verbindung mit einer anderen
neurodegenerativen Erkrankung, Alzheimer Krankheit, gemessen [Schmid et al., 2016].
Zudem kann man aus den hier prasentierten Ergebnissen ableiten, dass in M1 kein
ALS abhangiger Untergang der IN besteht.
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In S1 konnten auch CSMN nachgewiesen werden; ihre Axone ziehen zum dorsalen
Horn im Ruckenmark, wahrend M1 CSMN ins ventrale Horn projizieren [Lemon, 2008,
Macias et al., 2022, Suter et al., 2015, Ueno et al., 2018]. Den CSMN in S1 wird eine
pradiktive Steuerung und ein Filtermechanismus fur antizipierte Sinneseindricke
zugeschrieben, die durch Bewegung erzeugt werden [Ueno et al., 2018]. Ihre Ablation
in einem Mausmodell fihrte zu unsauberer Greifmotorik mit falsch berechnetem
Timing, Ablaufen und fehlerhaften Positionen der Pfote [Ueno et al., 2018].

In dem hier prasentierten Experiment konnte keine signifikant veranderte SOM IN
Dichte gemessen werden; nur in L2/3 von S1 kann vorsichtig von einem Trend zu einer
Dichteminderung der SOM IN gesprochen werden. Fogarty et al. beobachteten eine
erhohte Rate an erregenden postsynaptischen Stromen (EPSC) der CSMN im
prasymptomatischen Alter in SOD1%%* transgenen Tieren [Fogarty et al., 2015].
Theoretisch kénnte durch eine erniedrigte Dichte an IN ein inhibitorisches Defizit auf
die CSMN entstehen. Da in M1 jedoch keine Unterschiede messbar waren, kann
dieser Ansatz die kortikale Ubererregbarkeit nicht vollstandig erklaren. Die Ergebnisse
von Clark et al. zeigten ebenfalls, dass sich sowohl in M1 als auch in S1 die SOM IN
Dichte ALS assoziiert nicht verandert [Clark et al., 2017].

Die wissenschaftliche Datenlage bzgl. PV IN Dichten wahrend der Pathogenese der
ALS ist sehr variabel: Patienten mit ALS zeigten posthum eine verringerte PV IN Dichte
[Nihei et al., 1993]; in einer neueren Studie war jedoch kein Unterschied messbar, nur
ein nicht signifikanter Trend in L6 [Maekawa et al., 2004]. Auch in den hier
verwendeten SOD1%%* Mausen erbrachten verschiedene Studien unterschiedliche
Ergebnisse: Wahrend Ozdinler et al. und Clark et al. keinen PV IN Dichteunterschied
messen konnten [Clark et al., 2017, Ozdinler et al., 2011], berichteten Minciacchi et al.
von erhdhter PV IN Dichte [Minciacchi et al., 2009]. Das Wobbler Mausmodell [Nieto-
Gonzalez et al.,, 2011], ein weiteres ALS assoziiertes Mausmodell, weist eine
verringerte PV IN Dichte auf. Scekic-Zahirovic et al. berichten von gleicher PV IN
Dichte in FUS#NES transgenen Mausen [Scekic-Zahirovic et al., 2021]. Es zeichnet sich
ein unstimmiges Bild in Bezug auf die PV IN Dichte wahrend der Pathogenese der ALS.
Unsere Ergebnisse ohne Nachweis einer ALS abhéangigen PV IN Dichtednderung
reihen sich mit den Studien von Ozdinler et al., Clark et al. und Maekawa et al., Scekic-
Zahirovic et al. ein [Clark et al., 2017, Maekawa et al., 2004, Ozdinler et al., 2011,
Scekic-Zahirovic et al., 2021].

Die Interaktionen der kortikalen Neuronen sind komplex [Brunet et al., 2020, Tremblay
et al., 2016]. So projizieren PV IN perisomatisch auf CSMN, SOM IN jedoch sowohl
auf PV IN als auch CSMN. Interessanterweise scheinen IN im Gegensatz zu CSMN
und Gliazellen keine intrazellularen Proteinaggregate auszubilden [Nolan et al., 2020].
Zhang et al. konnten Hinweise auf hyperaktive SOM IN in TDP-43 Mausen sammeln
[Zhang et al., 2016], was entweder eine direkte Hemmung der CSMN oder aber eine
Enthemmung der CSMN via Reduktion der inhibitorischen Signale der PV IN auf
CSMN zur Folge haben kénnte.
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Um weitere Informationen bzgl. der Struktur und indirekt der Funktion der SOM IN zu
sammeln, wurden neben der Somadichte noch die synaptischen Korrelate mit einem
2P Mikroskop untersucht.

9.3 Spines und Boutons: Die Synapsen der SOM IN in der
ALS

Die postsynaptischen Strukturen unterliegen abhéangig vom Alterungsprozess einem
standigen Wandel: Postnatal ist der Umsatz der Spines am groften [Lendvai et al.,
2000] und sinkt dann im Verlauf des Lebens ab [Grutzendler et al., 2002, Hofer et al.,
2009, Zuo et al., 2005a, Zuo et al., 2005b]. Auch im adulten Kortex konnte strukturelle
Plastizitdt nachgewiesen werden. Etwa die Halfte der Strukturen scheinen fir
mindestens einen Monat stabil zu bleiben, andere jedoch nur wenige Tage wieder
auffindbar zu sein [Trachtenberg et al., 2002]. Ob dies bei dendritischen Spines von IN
ebenfalls der Fall ist, ist bisher unzureichend verstanden.

Durch neue Erfahrungen und gelernte Fahigkeiten erhdht sich der Umsatz der Spines
in den jeweiligen Hirnarealen [Fu et al., 2012, Hofer et al., 2009, Holtmaat et al., 2005,
Zuo et al., 2005b]. Die Leistung in den motorischen Aufgaben korreliert mit der Anzahl
der neu geformten Spines [Xu et al.,, 2009]. Auch andere Teams konnten eine
erfahrungsabhangige Plastizitat mit Auswirkungen auf Umsatz der Spines,
Destabilisierung existierender und Formation neuer Spines beobachten [Caroni et al.,
2012, Chidambarama et al., 2019]. Fu et al. konnten zeigen [Fu et al., 2012], dass
infolge von repetitivem Training neue Spines in sog. Clustern angelegt werden: Diese
geclusterten Gruppen hatten groRere Kopfchen und blieben auch nach Ende der
Trainingsphase bestehen. Die spezifische Position der Synapsen entlang des
Dendriten scheint ausschlaggebend zu sein.

In weiteren Experimenten wurden Neuronen stimuliert: Langzeit Potenzierung (LTP)
beschreibt eine hohe Frequenz an Stimuli und Langzeit Depression (LTD) Stimuli mit
niedriger Frequenz. LTP hat zur Folge, dass Spineképfchen anschwellen und mehr
AMPA Kandale exprimieren, dinne Spines zu pilzférmigen konvertieren, die
Stabilisierung neuer Spines und eine Spinedichteerh6hung [Kopec et al., 2006,
Matsuzaki et al., 2004, Nagerl et al., 2004]. Die Wirkung von LTD ist antagonistisch:
LTD fuhrt zu geschrumpften Spineképfchen, verringerte Anzahl an Spines, Verlust
bestehender Spines und damit eine geringere Spinedichte [Bastrikova et al., 2008,
Nagerl et al., 2004, Zhou et al., 2004]. Das Nutzungsverhalten der Synapsen ist also
ein eminenter Faktor in der Plastizitat der Zellfortsatze und den darauf befindlichen
Korrelaten.

Der Grof3teil des aktuellen Wissens beziglich der Form und Dynamik von
dendritischen Spines wurde an exzitatorischen Pyramidalzellen im Kortex erhoben
[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]. IN besitzen Uberwiegend keine dendritischen
Spines, mit einigen Ausnahmen, so auch SOM IN [Freund et al., 1996, Guirado et al.,
2014, Oliva et al., 2000]. Im thy-1-GFP transgenen Mausmodel konnte gezeigt werden,
dass IN nicht nur struktureller Plastizitdt unterliegen, sondern, dass synaptische
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Kontakte anhand von Erfahrungen und Nutzungsfrequenz entstehen und verringert
werden [Chen et al., 2011a, Chen et al., 2011b, Keck et al., 2011, Lee et al., 2008, Lee
et al., 2006]. Neben visueller Deprivation konnte auch chronischer Stress als Korrelat
zu Spinedynamiken verifiziert werden [Chen et al., 2011b, Gilabert-Juan et al., 2011,
Gilabert-Juan et al., 2012, Keck et al., 2011, Lee et al., 2006].

Um synaptische Strukturen von SOM IN zu untersuchen nutzten wir die GIN (engl.
GFP expressing Inhibitory Neurons) Mauslinie von Oliva et al. [JacksonLaboratory,
Oliva et al., 2000] in welcher in GABAergen IN GFP ko-exprimiert wird.

Die hier gezeigte SOD abhangige verringerte Spinedichte von SOM IN im
prasymptomatischen Alter konnte ein Hinweis auf einen verringerten Input auf die
SOM IN sein. Beim Einsetzen der Symptome kann jedoch kein signifikanter
Unterschied in den hier gemessenen Parametern erhoben werden. Moéglicherweise ist
dies ein Hinweis auf prasymptomatische kortikale Vorgange im Rahmen der
Pathogenese der ALS. Es konnte jedoch auch mit der bekannten altersabhangigen
Veranderung der Spinedichte in Wildtieren zusammenhangen [Chen et al., 2011a,
Schmid et al., 2016]. In den hier prasentierten Experimenten konnte kein signifikanter
Unterschied bzgl. der prasynaptischen Korrelate zwischen transgenen und Wildtyp
Méausen gemessen werden. Weder die statischen noch die dynamischen Parameter
zeigten Anderungen des intrakortikalen neuronalen Netzwerkes. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass trotz veranderten eingegangenen Signalmustern sich das
Aktivitatsverhalten der SOM IN nicht &ndert.

Spines und Boutons haben kein strenges 1:1 Verhdltnis. So kdénnen mehrere
Dendriten einen Bouton kontaktieren und mit ihm eine Synapse bilden [Fu et al., 2012].
Diese multiplen Synapsen kénnten aufgrund von sehr hoher Signaldichte ausgelost
werden. Fu et al. konnten dies an exzitatorischen Synapsen zeigen, an inhibitorischen
IN wurde dieses Phanomen noch nicht ausreichend untersucht. Trotzdem, die rein
strukturelle Morphologie einer Zelle ist kein direkter Nachweis einer Synapsenbildung.
Manche Spines bilden keine Synapsen aus [Geng et al., 2017]. Auch sind Methoden
wie immunhistologische Farbungen oder 2P Mikroskopie mit Ca?* abhangige
Fluorophoren ein direkterer Nachweis einer neuronalen Aktivitat im Vergleich zur rein
strukturellen Bildgebung [Chidambarama et al., 2019].

Im Vergleich zu den IN sind CSMN strukturell viel umfassender untersucht worden:
Wahrend der Pathogenese der ALS wird der apikale Dendritenbaum kleiner und
zuséatzlich die Spinedichte verringert, sowohl im SOD1%%** Mausmodell [Fogarty et al.,
2016b, Fogarty et al., 2015, Jara et al., 2012, Spalloni et al., 2011] als auch in
posthumen humanen histologischen Gehirnpraparaten [Geng et al., 2017, Hammer et
al.,, 1979, Udaka et al., 1986]. Das basale Dendritennetzwerk scheint dafir zu
kompensieren [Saba et al., 2016]. Marcuzzo et al. berichten Uber eine gesteigerte
Spinedichte in CSMN Kulturen von SOD1¢%A Mausen ex vivo [Marcuzzo et al., 2019].
SOM IN bilden sowohl mit den apikalen als auch mit den basalen Dendriten der CSMN
Synapsen aus (siehe 4.1.3.8) [Brunet et al., 2020, Tremblay et al., 2016]. Die
wissenschaftlichen Erkenntnisse bzgl. der Makrostruktur der IN wahrend der ALS sind
begrenzt: Clark et al. konnten zeigen, dass IN eine erhéhte Komplexitat mit [angeren
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und mehr Zellfortsatzen ausbilden [Clark et al., 2018]. Eine andere Studie zeigte
jedoch, dass inhibitorische Boutons ALS assoziiert eine geringere Dichte aufweisen,
aber die Uberlebenden Boutons eine vergro3erte aktive Zone aufweisen [Sunico et al.,
2011]. In den SOM IN scheint dies jedoch nicht der Fall zu sein. Sie bilden nur etwa
30% der kortikalen IN [Tremblay et al., 2016], somit ware es denkbar, dass andere IN
fur die Ergebnisse von Sunico et al. verantwortlich sind. Aul3erdem scheint die Gruppe
der SOM IN eine sehr heterogene Gruppe an Neuronen mit unterschiedlichen
elektrophysiologischen Eigenschaften, Morphologie und Funktionen im neuronalen
Netzwerk zu sein [Oliva et al., 2000, Riedemann et al., 2015, Riedemann et al., 2018,
Wu et al., 2023]. Um fundierte Erkenntnisse bezlglich der kortikalen Netzwerke und
ihrer Veranderungen wahrend einer ALS Erkrankung zu generieren, ware eine
genauere IN Klassifikation und Methodik zur Gewinnung von in vivo Daten der SOM
IN Untergruppen hilfreich.

Aktuell sieht es jedoch so aus, als wirden die untersuchten SOM IN nicht an oben
genannten Veranderungen der CSMN durch eine SOD16%A Mutation beteiligt sein.
Zwar zeigen sich Hinweise fUr einen isolierten erniedrigten Input prasymptomatisch,
jedoch keine Indizien fur einen veranderten Output. Bei erniedrigter Spinedichte der
CSMN wiirde man an den IN eine ebenfalls erniedrigte Boutondichte erwarten. Daten
zur pra- und postsynaptischen Aktivitat der SOM IN kdnnten hier weitere Erkenntnisse
hervorbringen.

9.4 Generalisierbarkeit der Ergebnisse

Die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierversuchen auf Diagnostik und Therapie
von menschlichen Patienten ist auch heute noch ein kontrovers diskutiertes Thema.
Im Folgenden sollen moralische, ethische und Grinde aus dem Tierschutzsektor
ausdricklich nicht behandelt werden.

Mause weisen verglichen mit dem menschlichen NS zum Teil gravierende
Unterschiede auf: Das humane ZNS weist teilweise monosynaptische neuronale
Kontakte zwischen CSMN und zervikalen SMN auf, Mause hingegen ausschlief3lich
indirekte, mindestens disynaptische, neuronale Kontakte via spinaler IN oder
Stammbhirnbahnen [Alstermark et al., 2004, Lemon, 2008]. Alstermark et al.
argumentieren, dass so der Mensch zur Feinmotorik der Hande bzw. zum Steuern der
Finger unabhangig voneinander fahig ist [Alstermark et al., 2004]. Des Weiteren
konnten Riedemann et al. [Riedemann et al., 2015] zeigen, dass im Maus Fasskortex
SOM IN mit einer Koexpression von SOM und dem Ca?* bindenden Protein Calretinin
existieren. Diese Konstellation kommt im menschlichen Gehirn nicht vor [Gonzalez-
Albo et al., 2001]. Nichtmenschliche Primaten sind laut Uchida et al. ein besseres
Tiermodell zur Untersuchung der Pathophysiologie und -genese der ALS [Uchida et
al., 2012]. Zudem basiert das ALS Tiermodell nur auf einer genetischen Mutation im
Gen der SOD; beim Menschen jedoch zeigt sich meist eine sehr heterogene und
multifaktorielle Genese (siehe 4.1.3). Es stellt sich die Frage, wie akkurat das
Mausmodell die ALS beim Menschen nachbilden kann. Baker postuliert, dass v.a. die
SALS eine Erkrankung der Menschen ist und bei Nagetieren und anderen Saugetieren,
abgesehen von nichtmenschlichen Primaten, unter anderem aufgrund der
physiologischen Unterschiede im ZNS nicht vorkommt [Baker, 2014, Uchida et al.,
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2012]. Die uns verfugbaren Mausmodelle basieren auf fALS, welche in nur 10% der
ALS Patienten vertreten ist [Brown et al., 2017, Fang et al., 2015, Renton et al., 2014].

Das SOD1 Mausmodell ist eine der altesten ALS assoziierten Mauslinien [Gurney et
al., 1994, Philips et al., 2015]. Es repliziert die intrazellulare Aggregatbildung mutierter
SOD1 Proteine in MN und Gliazellen [Bruijn et al., 1997], au3erdem verringerte
Expression von Glutamat Transportproteine in Astrozyten [Bendotti et al., 2001]. Die
humane ALS konnte allerdings nur in etwa 2,5% der Falle mit einer SOD1 Mutation in
Verbindung gebracht werden [Zou et al., 2017]. Ein zentrales Symptom der humanen
ALS ist der CSMN Untergang, der im SOD1 Mausmodell nicht beobachtet werden
konnte [Ozdinler et al., 2011]. Zudem konnten Substanzen mit vielversprechenden
Ergebnissen im praklinischen Setting ihre Wirkung im klinischen Bereich nicht
replizieren [Cudkowicz et al., 2006, Gordon et al., 2007, Philips et al., 2011, Vieira et
al., 2014, Zhu et al., 2002]. Die ALS scheint in den Tiermodellen nicht vollkommen
nachgebildet zu werden.

Somit zeigt sich, dass bisher nur eine bedingte Generalisierbarkeit der Ergebnisse aus
Versuchen an Nagetieren unter Laborbedingungen auf Patienten zu gewahrleisten ist.
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