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1 Einleitung 

I. Einleitung 

 

I.1 Überblick 

 

Unter der Bezeichnung „Wachstumsfaktoren“ werden verschiedene Signalpeptide 

zusammengefasst, welche die Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen 

kontrollieren. Während der Embryonalentwicklung spielen sie eine wichtige Rolle bei 

der Organogenese. Im adulten Organismus steuern sie unter anderem die 

Regeneration von Verletzungen und regulieren die Zellhomöostase. 

Zu den wichtigsten Wachstumsfaktoren des Nervensystems zählen die 

Neurotrophine. Sie sind von großer Bedeutung während der Embryonalentwicklung 

(Davies, 1994), für die Bildung und Erhaltung synaptischer Kontakte und für die 

adulte Neurogenese (McAllister et al., 1999).  

Die Neurotrophinfamilie besteht aus nerve growth factor (NGF), brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3) und neurotrophin-4/5 (NT-4/5) 

(Levi-Montalcini & Booker, 1960; Barde et al., 1982; Maisonpierre et al., 1990b; 

Hallböök et al., 1991). Diese Moleküle wirken über zwei Rezeptorsysteme: 

tropomyosin receptor kinase (Trk)-Rezeptoren binden Neurotrophine mit hoher 

Affinität und aktivieren vorwiegend wachstums- und differenzierungsfördernde 

Signalwege (Huang & Reichardt, 2003). Der niedrigaffine p75-Neurotrophinrezeptor 

(p75) hingegen kann Rezeptorkomplexe mit verschiedenen Ko-Rezeptoren bilden 

und eine Vielzahl von Liganden binden (Fujii & Kunugi, 2009). Das Spektrum seiner 

möglichen Effekte ist beachtlich, wobei pro-apoptotische und wachstumshemmende 

Wirkungen überwiegen.  

Interessanterweise kommt es bei einer Reihe von pathologischen Prozessen zu einer 

vermehrten Expression von p75 (Chao, 2003). Bei verschiedenen Erkrankungen 

konnte eine Rolle des Rezeptors belegt werden, etwa bei Morbus Alzheimer 

(Coulson et al., 2009; Allen et al., 2011), Amyotropher Lateralsklerose (Lowry et al., 

2001), Chorea Huntington (Zuccato et al., 2008; Brito & Gines, 2015) und Gehirn- 

und Rückenmarksverletzungen (Ibanez & Simi, 2012; Irmady et al., 2014).  



 

 

2 Einleitung 

Inhibitoren der proapoptotischen und wachstumshemmenden Wirkung von p75 

bergen daher Potential für die Therapie dieser Krankheitsbilder (Underwood & 

Coulson, 2008). Erste Wirkstoffe wie die small molecules LM11A-24 und LM11A-31 

befinden sich in der Entwicklung und zeigen vielversprechende Wirkungen im 

Tierversuch (Massa et al., 2006; Longo & Massa, 2013; Nguyen et al., 2014; 

Simmons et al., 2014).  

Knockout-Modelle des Neurotrophinsystems sind ein wichtiges Instrument für ein 

besseres Verständnis der einzelnen Komponenten. Aus den bisher vorliegenden 

Daten zu Morphologie und Verhalten von p75-defizienten Mäusen ergibt sich jedoch 

ein komplexes und teilweise widersprüchliches Bild.  

Im gesunden adulten Nervensystem wird p75 insbesondere durch cholinerge 

Neurone des basalen Vorderhirns exprimiert (Sobreviela et al., 1994). In mehreren 

Studien wurde bei p75-defizienten Mausstämmen eine Hypertrophie und/oder 

Hyperplasie der cholinergen Neurone des basalen Vorderhirns und des 

Hippocampus beobachtet (Yeo et al., 1997; Kramer et al., 1999; Greferath et al., 

2000; Greferath et al., 2012). Für eine weitere stark cholinerg innervierte Struktur, die 

basolaterale Amygdala, liegen bisher jedoch keine Daten vor. Ein Ziel dieser Arbeit 

ist daher die Erfassung der cholinergen Innervationsdichte dieses Kerngebiets bei 

jungen und gealterten p75-Knockout-Tieren. 

Untersuchungen zu höheren Verhaltensfunktionen p75-defizienter Tiere sind eine 

weitere wichtige Aufgabe bei der Charakterisierung des Rezeptors. Bisherige Studien 

erbringen hier jedoch keine Klarheit. Lückenhafte Angaben zu den verwendeten 

Tieren und Methoden und geringe Fallzahlen schränken die Aussagekraft teilweise 

ein. In der vorliegenden Arbeit soll daher eine Verhaltensphänotypisierung an 

größeren Tierkohorten erfolgen und mögliche Ursachen der uneinheitlichen 

Ergebnisse in der Literatur herausgearbeitet werden. 
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I.2  Neurotrophine 

 

I.2.1 Evolution der Neurotrophine 

Entwicklungsgeschichtlich trat ein gemeinsames Neurotrophin-Vorläufergen erstmals 

im Kambrium vor über 500 Millionen Jahren auf (Abb. 1). Diese Innovation war mit 

dem Auftreten der ersten Wirbeltiere verknüpft: bereits frühe Vertreter wie 

Neunaugen (Lampetra) und Schleimaale (Myxinidae) besitzen Neurotrophin- und 

Trk-Rezeptor-ähnliche Gene, während Wirbellose trotz ihrer teils komplexen 

Nervensysteme nicht darüber verfügen (Hallböök, 1999; Jaaro et al., 2001).  

In den folgenden Jahrmillionen kam 

es zu einer Ausdifferenzierung des 

Neurotrophinsystems. Vor etwa 450 

Millionen Jahren entstanden bei dem 

Knorpelfischen erstmals NT-3 und 

BDNF (Lanave et al., 2007). Die 

Knochenfische weisen eine noch 

höhere Neurotrophinvielfalt auf.  

Die Entwicklung des rezenten 

Signalsystems aus NGF, BDNF, NT-3 

und NT-4/5 sowie TrkA, -B,  -C und 

p75-Rezeptoren ging schließlich mit 

dem Auftreten der ersten Land-

wirbeltiere (Tetrapoda) vor etwa 370 

Millionen Jahren einher (Hallböök, 

1999). 

  

Abb. 1: Genetischer Stammbaum der 

Neurotrophine (nach Hallböök (1999))  

Durch Genomanalysen verschiedener 

phylogenetischer Gruppen können 

rezente Neurotrophingene auf ein 

mindestens 500 Mio. Jahre altes Ur-

Neurotrophin zurückgeführt werden.  
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I.2.2  Synthese und Wirkmechanismus der Neurotrophine 

Ausgangspunkt der Neurotrophinsynthese sind die sogenannten Pro-Neurotrophine. 

Diese Proteine werden in dense core vesicles akkumuliert und durch Proprotein-

Convertasen wie Furin in reife Neurotrophine umgewandelt. Die entstehenden 

basischen Peptide sind ca. 12 kDa schwer und bilden stabile, nicht-kovalent 

verknüpfte Dimere. Charakteristisch sind drei Disulfidbrücken, die zwischen sechs 

hochkonservierten Cysteinresten entstehen (Chao, 2003).  

Typischerweise weisen Neurotrophine eine retrograde Wirkung auf, werden also 

postsynaptisch ausgeschüttet und binden präsynaptisch an Trk- und p75-

Rezeptoren. Diese werden endozytotisch internalisiert und zum Perikaryon 

transportiert (Bronfman et al., 2003; Howe & Mobley, 2004). Dort beeinflussen die 

Signalvesikel die Genexpression. Auf dem Transportweg vermitteln sie zudem lokale 

Wirkungen durch Modulation von Ionenkanälen, Signalkinasen und Zytoskelett 

(Huang & Reichardt, 2003).  

Neurotrophine binden mit hoher Affinität an Trk-Rezeptoren, wobei Rezeptorspezifität 

zu beobachten ist: TrkA bindet NGF, TrkB bindet BDNF und NT-4/5, TrkC bindet NT-

3. Alle Neurotrophine weisen zudem eine niedrige Affinität zu p75 auf, weshalb 

dieser Rezeptor auch als low-affinity nerve growth factor receptor bezeichnet wird 

(Huang & Reichardt, 2001). Pro-Neurotrophine werden ebenfalls sezerniert. Sie 

aktivieren bevorzugt p75 und werden daher mit pathologischen Prozessen in 

Verbindung gebracht (Nykjaer et al., 2004).  

Die Expression der einzelnen Neurotrophine unterscheidet sich deutlich zwischen 

embryonalem und adultem Gehirn. So wird etwa NT-3 während der 

Embryonalentwicklung stark exprimiert, ist jedoch im adulten Gehirn kaum 

anzutreffen. Die Expression von BDNF ist genau gegensätzlich reguliert 

(Maisonpierre et al., 1990a). 
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I.2.3 Trk-Rezeptoren 

Tropomyosin receptor kinase (Trk)-Rezeptoren verfügen über eine intrazelluläre 

Tyrosinkinase-Domäne, welche bei Bindung zweier Rezeptormoleküle an ein 

Neurotrophin-Dimer zur trans-Autophosphorylierung führt. Daraufhin binden Adapter-

proteine und setzen intrazelluläre Signalkaskaden in Gang (Huang & Reichardt, 

2003). Der extrazelluläre Rezeptorteil besteht aus zwei Ig2-ähnlichen Domänen 

sowie aus cystein- und leucinreichen Sequenzen. Die primäre 

Ligandenbindungsstelle ist die proximale Ig2-Domäne (Huang & Reichardt, 2003). 

Strukturelle Unterschiede in den übrigen extrazellulären Abschnitte sind für die 

Spezifität von NGF für TrkA, BDNF und NT-4/5 für TrkB und NT-3 für TrkC 

verantwortlich (Huang & Reichardt, 2001). Obwohl die proximale Signaltransduktion 

der drei Trk-Rezeptoren ähnlich ist, unterscheiden sie sich in ihren letztendlichen 

Wirkungen (Huang & Reichardt, 2003). 

ras/MAPK-Signalweg 

Bindung der Adapterproteine Shc und Grb2 an die aktivierten Trk-Rezeptoren führt 

über das G-Protein Ras zur Aktivierung von mitogen activated protein-Kinasen 

(MAPK). Diese regulieren u. a. den Transkriptionsfaktor CREB, der verschiedene für 

Zellüberleben und -differenzierung bedeutsame Genabschnitte kontrolliert (Huang & 

Reichardt, 2003).  

PI3K/Akt-Signalweg 

Ras bewirkt auch eine Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase. Deren Produkt 

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat aktiviert die Proteinkinase B (Akt). Akt wirkt 

antiapoptotisch und nimmt über den Transkriptionsfaktor NFκB Einfluss auf die 

Zelldifferenzierung (Huang & Reichardt, 2003). 

PLC-γ1-Signalweg 

Die Kinasedomäne der Trk-Rezeptoren aktiviert die Phospholipase C-γ1. Das 

entstehende Inositol-1,4,5-trisphosphat führt zur Freisetzung von Ca2+ aus intra-

zellulären Speichern und aktiviert dadurch calciumgesteuerte Signalwege, z. B. die 

Proteinkinase C, die an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist (Huang & 

Reichardt, 2003).  

 



 

 

6 Einleitung 

I.2.4  p75-Neurotrophinrezeptor 

Molekularer Aufbau 

p75 gehört zur Gruppe der 

Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 

(TNFR). Er bindet alle Neuro-

trophine mit ähnlicher Affinität, aber 

unterschiedlicher Kinetik (Huang & 

Reichardt, 2003). Der Aufbau des 

Rezeptors ist in Abb. 2 dargestellt. 

Er besteht aus 396 Aminosäuren mit 

einer Masse von 43 kDa. Das 

Gesamtgewicht von 75 kDa entsteht 

durch Palmitoyl- und Glykosylreste. 

Der extrazelluläre Anteil umfasst 

vier TNFR-typische cysteinreiche 

Domänen (CRD1 – CRD4). 

Intrazellulär befinden sich chopper 

domain und death domain (Johnson 

et al., 1986). Hier binden Ko-

Faktoren, die die weitere 

Signaltransduktion vermitteln. Das 

carboxyterminale Ende des 

Rezeptors wird durch die PDZ-

Domänen-bindende Sequenz 

(PDZBS) gebildet, an die Adapter-

proteine zur Kopplung mit Ko-

Rezeptoren binden (Underwood & 

Coulson, 2008).  

  

Abb. 2: Aufbau des p75-Rezeptors (nach 

Underwood & Coulson (2008))  

Extrazellulär umfasst p75 vier cystein-

reiche Domänen (CRD 1-4), wobei CRD 2-

4 als Ligandenbindungsstelle dienen. 

Intra-zellulär vermitteln chopper domain 

(CD) und death domain  (DD) die weitere 

Signaltransduktion. An der Regulation 

des Rezeptors sind auch α- und γ-

Sekretasen (Scherensymbole) beteiligt, 

die an membrannahen Sequenzen 

angreifen. 
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Bei Neurotrophinbindung bilden sich Rezeptor-Dimere und -Trimere, deren 

spezifische Konfiguration die weitere Signaltransduktion einleitet (Anastasia et al., 

2015). Diese umfasst proapoptotische, antiapoptotische sowie wachstums-

hemmende Signalkaskaden. Proapoptotische Wirkungen werden durch c-Jun N-

terminale Kinasen (JNK) aus der Gruppe der MAP-Kinasen, Ceramide, Bcl2 und 

Caspase-9 vermittelt (Chao, 2003; Bertrand et al., 2008). JNK bewirken unter 

anderem eine Stabilisierung von p53, wodurch es zum Stopp des Zellzyklus und zur 

Expression proapoptotischer Gene kommt. Für antiapoptotische und 

differenzierungsfördernde Effekte ist insbesondere NFκB verantwortlich. Einfluss auf 

Zellwachstum und -migration nimmt der Rezeptor über G-Proteine der Rho-Familie 

(Huang & Reichardt, 2001). Diese Effektormechanismen werden mittels 

verschiedener Ko-Faktoren aktiviert: 

 TNFR-associated factor 6 (TRAF6): Aktivierung von NFκB und/oder JNK   

(Yeiser et al., 2004) 

 Receptor interacting protein 2 (RIP2): Aktivierung von NFκB   

(Khursigara et al., 2001) 

 Schwann cell 1 (SC-1): Hemmung der Expression von Cyclin E  

(Chittka et al., 2004) 

 Neurotrophin receptor-interacting MAGE homologue (NRAGE):   

Aktivierung von JNK (Bertrand et al., 2008) 

 Neurotrophin receptor-interacting factor (NRIF): Aktivierung von JNK   

(Linggi et al., 2005) 

 p75NTR-associated cell death executor (NADE): notwendig für die 

Apoptoseinduktion durch p75 (Mukai et al., 2000) 

 RhoA: wachstumshemmende GTPase, wird durch p75 gehemmt   

(Yamashita et al., 1999) 
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Ko-Rezeptoren 

Für die differenzierte Regulation der komplexen Signalkaskaden ist eine Interaktion 

mit verschiedenen Ko-Rezeptoren erforderlich (Abb. 3) (Barker, 2004). So unterstützt 

p75 als Ko-Rezeptor von TrkA dessen trophische Wirkung (Hempstead et al., 1991; 

Hantzopoulos et al., 1994). Andererseits begünstigt ein Rezeptorkomplex aus p75 

und Sortilin bei Bindung von Pro-Neurotrophinen die Apoptose (Nykjaer et al., 2004; 

Teng et al., 2005; Jansen et al., 2007). pro-BDNF fördert zudem auf diesem Wege 

die Langzeitdepression (Woo et al., 2005). Ein Komplex aus p75 und dem NOGO-

Rezeptor inhibiert das Zellwachstum, insbesondere nach Verletzungen (Wang et al., 

2002).  

 

Splicevarianten 

Der für p75 kodierende Genabschnitt (NGFR-Gen) umfasst sechs Exon-Sequenzen 

(I-VI, Abb. 2). Durch alternatives Spleißen der mRNA entstehen weitere Formen des 

Rezeptors: bei short-p75 (s-p75) fehlen die extrazellulären cysteinreichen Domänen 

2-4. Bei dem noch kürzeren Transkriptionsprodukt neurotrophin receptor homologue 

2 (NRH2) liegen keinerlei extrazelluläre Domänen mehr vor (Underwood & Coulson, 

2008). Da bei fehlenden extrazellulären Domänen keine direkte Neurotrophinbindung 

erfolgen kann, ergibt sich die Funktion dieser Splicevarianten wahrscheinlich aus der 

Interaktion mit anderen Rezeptoren (Underwood & Coulson, 2008; Fujii & Kunugi, 

2009). So ist beispielsweise auch s-p75 hinreichend für die Bildung des hochaffinen 

TrkA/p75-Komplexes (Huang & Reichardt, 2003).  

Abb. 3: p75 und Ko-Rezeptoren (schematische Darstellung, nach Underwood & 

Coulson (2008)). p75 (rot) vermittelt seine vielseitigen Effekte durch Assoziation mit 

Ko-Rezeptoren wie Trk, Sortilin und dem NOGO-Rezeptor (NogoR).  



 

 

9 Einleitung 

Rolle bei Morbus Alzheimer 

Morbus Alzheimer stellt ein großes epidemiologisches Problem dar: im Zuge der 

steigenden Lebenserwartung rechnen aktuelle Schätzungen mit einem Anstieg der 

weltweiten Prävalenz von 44 Millionen Betroffenen im Jahr 2013 auf etwa 135 

Millionen im Jahr 2050 (Prince et al., 2013).  

Im Alter und insbesondere bei Morbus Alzheimer kommt es aufgrund verringerter 

proteolytischer Umwandlung von Pro-Neurotrophinen in reife Neurotrophine zu 

einem Anstieg der proNGF-Ausschüttung (Fahnestock et al., 2001; Peng et al., 

2004). Zudem kann β-Amyloid an p75 binden und ebenfalls die Apoptose auslösen 

(Yaar et al., 2002). Im Krankheitsverlauf ist der Verlust von cholinergen Neuronen 

des basalen Vorderhirns eine der ersten morphologisch nachweisbaren 

Veränderungen (Bartus et al., 1982; Mufson et al., 2008). Viele dieser Zellen 

exprimieren p75 (Sobreviela et al., 1994). Diese Sachverhalte weisen auf eine 

mögliche Beteiligung des Rezeptors an der Pathogenese der Erkrankung hin.  

Tatsächlich zeigte die Studie von Nguyen et al. (2014), dass die Applikation der p75-

Modulatoren LM11A-24 und LM11A-31 die zerebrale Entzündungsreaktion, die 

cholinerge Degeneration und kognitive Defizite in einem Alzheimer-Mausmodell 

vermindert. Bei gealterten Alzheimer-Tieren bewirkte LM11A-31 eine Normalisierung 

der cholinergen Faserdichte und der p75-Expression im basalen Vorderhirn 

(Simmons et al., 2014). 

I.2.5  Knockout-Modelle des Neurotrophinsystems 

Für viele Elemente des Neurotrophinsystems wurden mittlerweile Knockout-

Mauslinien erzeugt. Die wichtige Rolle der Neurotrophine in der 

Embryonalentwicklung zeigt sich daran, dass ein homozygoter Knockout von NGF, 

BDNF, NT-3, und Trk mit dem Leben nicht vereinbar ist. Solche Tiere sterben 

innerhalb weniger Stunden bis Tage nach der Geburt (Chao, 2003). Heterozygote 

Mäuse, die eine um 50% reduzierte Genexpression aufweisen, sowie homozygote 

NT-4- und p75-Knockout-Tiere sind hingegen vital (Chao, 2003).  

Alle Knockout-Stämme weisen reduzierte sensible Afferenzen und vielfältige weitere 

Defekte auf. So führt etwa heterozygoter NGF-Mangel zu verminderter cholinerger 

Innervation des Hippocampus und gestörter Gedächtnisbildung (Chen et al., 1997).  
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Heterozygote  BDNF- und homozygote NT-4/5-defiziente Tiere weisen ebenfalls 

Gedächtnisstörungen und zusätzlich eine reduzierte hippocampale 

Langzeitpotenzierung auf (Korte et al., 1995; Linnarsson et al., 1997; Xie et al., 

2000). Bei BDNF-Mangel wurde zudem über Hyperaktivität und gesteigerte 

Aggression in Verbindung mit serotonergen Aberrationen berichtet (Lyons et al., 

1999; Kernie et al., 2000). Haplodefizienz von NT-3, dem bedeutendsten 

Neurotrophin der Embryonalperiode, führt zu Defekten der propriozeptiven 

Afferenzen und kardiovaskulären Fehlbildungen (Ernfors et al., 1994; Donovan et al., 

1996). 

p75-Knockout-Modelle 

Ein erstes p75-Knockout-Modell, p75E3, wurde von Lee et al. (1992) vorgestellt. Die 

dabei eingeführte Mutation betrifft Exon III des NGFR-Gens. Die Rezeptorvariante s-

p75, damals noch unbekannt, ist bei diesen Tieren jedoch intakt. Nach Entdeckung 

von s-p75 wurde durch von Schack et al. (2001) ein zweiter Knockout-Stamm 

erzeugt, bei dem eine Mutation des Exon IV beide Rezeptorvarianten ausschaltet 

(p75E4). Diese Tiere weisen deutlich schwerere Abweichungen auf, was auf die 

physiologische Relevanz von s-p75 hinweist. Später konnte jedoch gezeigt werden, 

das auch in diesem Mausstamm ein trunkiertes Rezeptorfragment exprimiert wird 

(Paul et al., 2004). In jüngerer Zeit gelang die Entwicklung eines konditionalen p75-

Knockout-Modells (Bogenmann et al., 2011). Tabelle 1 zeigt morphologische 

Veränderungen bei p75-defizienten Mausstämmen.  

Bezüglich des cholinergen Systems bei p75-Defizienz sind die bisherigen Befunde 

nicht konsistent. Im basalen Vorderhirn, einem der größten cholinergen Kerngebiete, 

wurde über eine erhöhte (Van der Zee et al., 1996; Yeo et al., 1997; Naumann et al., 

2002; Greferath et al., 2012; Boskovic et al., 2014) oder verminderte (Peterson et al., 

1999; Greferath et al., 2000) Zahl cholinerger Perikaryen berichtet. Die 

durchschnittliche Größe dieser Neurone war erhöht (Yeo et al., 1997; Kramer et al., 

1999; Greferath et al., 2000; Greferath et al., 2012; Boskovic et al., 2014) oder 

reduziert (Ward et al., 2000).  
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Lokalisation Befund 

 
Hippocampus 
 
 
 
 
 
 
 
Basales 
Vorderhirn 
 
 
 
 
Sensible 
Afferenzen 
 
 
α-Motoneurone 
 
 
Symp. Ganglien 
 
 
Zona subventr. 
 
Innenohr 
 
Gefäßsystem 
 
Leber 

 
Erhöhte ChAT-Aktivität und –Faserdichte (Barrett et al., 2010; Dokter et al., 2014) 
Verstärkter Verlust cholinerger Fasern im Alter (Barrett et al., 2010) 
Erhöhte Spinedichte auf Pyramidenzellen und Körnerzellen (Zagrebelsky et al., 
2005; Dokter et al., 2014) 
Beeinträchtigung der LTD (Rösch et al., 2005; Woo et al., 2005) 
Geringere Zellverluste nach Krampfanfällen (Troy et al., 2002) 
Geringere Zellverluste bei Ischämie (Irmady et al., 2014) 
 
Hypertrophie der cholinergen Efferenzen (Yeo et al., 1997; Kramer et al., 1999; 
Greferath et al., 2000; Greferath et al., 2012; Boskovic et al., 2014) 
Höhere Zahl cholinerger Neurone (Van der Zee et al., 1996; Yeo et al., 1997; 
Naumann et al., 2002; Greferath et al., 2012; Boskovic et al., 2014) 
Geringere Zahl cholinerger Neurone (Peterson et al., 1999; Greferath et al., 2000) 
 
Verminderte Zahl sensibler Afferenzen (Lee et al., 1992; von Schack et al., 2001; 
Ben-Zvi et al., 2007) 
Reduzierte sensible Innervation der Haut (Lee et al., 1992) 
 
Verzögerte Apoptose während der Embryonalentwicklung (Frade & Barde, 1999) 
Erhöhtes neuronales Überleben nach axonaler Schädigung (Ferri et al., 1998) 
 
Erhöhte Zahl sympathischer Neurone und geringere Zellverluste im Alter (Jansen 
et al., 2007) 
 
Verringerte adulte Neurogenese (Young et al., 2007) 
 
Fortschreitende Hörminderung (Sato et al., 2006) 
 
Dünnere Gefäßwände (von Schack et al., 2001) 
 
Veränderte zirkadiane Genexpression (Baeza-Raja et al., 2013) 
 

 

Verhalten p75-defizienter Mausstämme 

Untersuchungen zum Verhaltensphänotyp von p75-defizienten Mausstämmen 

können dabei helfen, bei den histologischen Befunden zwischen Schwankungen 

innerhalb des physiologischen Rahmens und pathologischen Veränderungen zu 

differenzieren. Es stehen verschiedene Versuchsmodelle zur Verfügung, um 

Explorationsverhalten, Ängstlichkeit, Lernfähigkeit und weitere Parameter von 

Versuchstieren zu quantifizieren (Crawley, 2007; Wahlsten, 2011). Studien zum 

Verhalten p75-defizienter Mäuse ergeben ein teilweise unklares Bild. Tabelle 2 fasst 

die bisherigen Beobachtungen zusammen. 

Tab. 1: Literaturübersicht zum morphologischen Phänotyp bei p75-Defizienz 
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Studie
Peterson et al. 

1999

Greferath et al. 

2000

Wright et al. 

2004
Catts et al. 2008

Barrett et al. 

2010

Martinowich et 

al. 2012

Genetischer Hintergrund 129Sv/BALB/c 129Sv 129Sv C57/B6 129Sv C57/B6

Open Field (lokomotorische 

Aktivität, Angstverhalten)

Höhere 

lokomotorische 

Aktivität, normale 

Habituation

Geringere 

lokomotorische 

Aktivität

Unveränderte 

lokomotorische 

Aktivität

Holeboard (Angst- und 

Erkundungsverhalten)

Keine signifikanten 

Unterschiede

Elevated Plus Maze 

(Angstverhalten, Anxiolytika 

steigern Aufenthalt auf offenen 

Armen)

Keine signifikanten 

Unterschiede

Kürzerer Aufenthalt 

auf offenen Armen, 

weniger 

Zonenwechsel

Dark/Light Box (Angstverhalten, 

Anxiolytika steigern Aufenthalt im 

hellen Bereich)

Keine signifikanten 

Unterschiede

Küzerer Aufenthalt im 

hellen Bereich, 

weniger 

Zonenwechsel

Novelty-Induced Hypophagia 

(Angstverhalten, Anxiolytika senken 

Latenz der ersten Futteraufnahme 

in neuer Umgebung)

Erhöhte Latenz bis 

zur ersten 

Futteraufnahme

Erhöhte Latenz bis 

zur ersten 

Futteraufnahme

Inhibitory Avoidance 

(Konditionierbarkeit durch aversive 

Stimuli)

Verschlechterte 

Langzeitretention des 

aversiven Stimulus 

nach 1 Monat

T-Maze (Hippocampus-

abhängiges räumliches Lernen)

Keine signifikanten 

Unterschiede bei 

erlernter Alternation

Morris Water Maze (Räumliches 

Lernen)

Training: 

verschlechtertes 

Lernen ab Tag 4/7; 

Probetrial: weniger 

Crossings der alten 

Plattformposition

Training: 

verschlechtertes 

Lernen; Probetrial: 

geringere 

Aufenthaltsdauer im 

alten Zielquadranten

Training: keine 

signifikanten 

Unterschiede; 

Probetrial: keine 

signifikanten 

Unterschiede; 

verschlechtertes 

Retraining auf neue 

Position

Barnes Maze (Räumliches 

Lernen)

Besseres Erlernen 

der Aufgabe durch 3, 

6 und 15 Monate alte 

Tiere

Besseres Erlernen der 

Aufgabe 3, 15 und 20 

Monate alte Tiere

Olfactory Habituation 

(Hippocampus-unabhängiges 

Lernen)

Keine signifikanten 

Unterschiede

Forced Swim Test (Depressions-

ähnliche Verhaltensweisen, 

Antidepressiva verlängern die 

Aktivität)

Keine signifikanten 

Unterschiede

Keine signifikanten 

Unterschiede

Tail Suspension Test 

(Depressions-ähnliche 

Verhaltensweisen, Antidepressiva 

verlängern die Aktivität)

Längere Aktivität
Keine signifikanten 

Unterschiede

Tab. 2: Literaturübersicht zum Verhaltensphänotyp bei p75-Defizienz 
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I.3  Acetylcholin im ZNS 

 

I.3.1  Anatomie des cholinergen Systems 

Acetylcholin ist ein sehr weit verbreiteter Neurotransmitter. Im ZNS konnten 

cholinerge Neurone im Telencephalon (Striatum und Basales Vorderhirn), im 

Hirnstamm (zentral projizierende Kerne, motorische und parasympathische 

Hirnnervenkerne) und im Rückenmark (α-Motoneurone, präganglionäre 

sympathische Neurone) identifiziert werden. Die innerhalb des ZNS projizierenden 

Kerngebiete werden in die Areale Ch1 – Ch4 (basal forebrain cholinergic neurons, 

BFCN) und Ch5 – Ch8 (Hirnstamm) unterteilt (Abb. 4) (Mesulam et al., 1983). Auch 

das Striatum enthält eine große Zahl cholinerger Interneurone. 

Die Perikaryen der BFCN liegen im Ncl. diagonalis Broca und im Ncl. basalis 

Meynert. Die cholinergen Axone aus der Pars medialis septi (Ch1) und der Pars 

verticalis (Ch2) des Ncl. diagonalis Broca projizieren zu Hippocampus, Gyrus cinguli, 

Hypothalamus und Bulbus olfactorius. Ch3-Neurone aus dem horizontalen Schenkel 

des Ncl. diagonalis Broca projizieren ebenfalls zum Bulbus olfactorius, während jene 

des Ncl. basalis Meynert (Ch4) alle Bereiche des Neocortex und das basolaterale 

Kerngebiet der Amygdala (BLA) erreichen (Woolf, 1991).  

 

 

Abb. 4: Cholinerges System am Beispiel der Ratte (nach Woolf (1991))  

Im ZNS finden sich cholinerge Perikaryen im basalen Vorderhirnkomplex und im 

pontomesencephalen Tegmentum (PMT). Das basale Vorderhirn umfasst die 

medialen Septumkerne (MS), den Nucleus basalis Meynert (BAS) und horizontales 

(HDB) und vertikales (VDB) Band des Nucleus diagonalis Broca.  Ihre Axone 

innervieren nahezu alle kortikalen und subkortikalen Strukturen.  
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I.3.2  Synaptischer Metabolismus von Acetylcholin 

Acetylcholin (ACh) wird in Axonterminalen durch die Cholinacetyltransferase (ChAT) 

synthetisiert. Mittels des vesikulären Acetylcholin-Transporters (VAT) wird es in 

synaptischen Vesikeln gespeichert. Diese verschmelzen Calcium-vermittelt mit der 

Membran und geben das enthaltene Acetylcholin in den synaptischen Spalt ab, wo 

es an prä- und postsynaptische Rezeptoren bindet. Der Abbau geschieht durch die 

Acetylcholinesterase (AChE) auf der postsynaptischen Membran. Das freigesetzte 

Cholin wird durch einen Natrium-Cholin-Symporter (ChT) in die präsynaptische Zelle 

zurücktransportiert (Klinke et al., 2003). Die Proteine des ACh-Stoffwechsels, 

insbesondere ChAT und VAT, werden in der Immunhistochemie zur Identifikation 

cholinerger Neurone verwendet (Ichikawa et al., 1997).   

 

I.3.3  Acetylcholin-Rezeptoren 

Nicotinerge Acetylcholinrezeptoren (nAChR) sind ligandengesteuerte Ionenkanäle. 

Sie bestehen aus fünf Untereinheiten in variabler Zusammensetzung und sind 

permeabel für Natrium- und Kaliumionen, einige Subtypen auch für Calciumionen. Je 

nach Expressionsort unterscheidet man muskuläre (NM) und neuronale (NN) nAChR. 

NN setzen sich aus variablen pentameren Kombinationen der Untereinheiten α2 – 

α10 und β2 – β4 zusammen. Neben einer Membrandepolarisation vermitteln 

calciumpermeable Formen von NN weitere Effekte, z. B. über Ca2+/Calmodulin-

regulierte Kinasen (Klinke et al., 2003).   

Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren (mAChR) wirken metabotrop. Man 

unterscheidet die Subtypen M1 – M5, die alle im ZNS und in unterschiedlicher 

Verteilung in der Peripherie auftreten. M1, M3 und M5 bewirken über das G-Protein 

Gq und die Phospholipase C eine Erhöhung der plasmatischen Calciumkonzentration 

und Aktivierung der Proteinkinase C. Die Rezeptoren M2 und M4 binden dagegen 

das G-Protein Gi, welches die Guanylatzyklase hemmt. Daraus resultiert u. a. eine 

verminderte Aktivität der Proteinkinase A (Klinke et al., 2003).  
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I.3.4  Funktion von Acetylcholin im ZNS 

Die enge anatomische Verknüpfung der BFCN mit zahlreichen für die 

Gedächtnisbildung essentiellen Strukturen legt eine wichtige Rolle des Transmitters 

in diesem Prozess nahe. Tatsächlich wird die dramatische Verschlechterung der 

Bildung neuer Erinnerungen und später auch des Abrufs bestehender 

Gedächtnisinhalte bei der Alzheimer-Demenz von einem gravierenden Verlust der 

kortikalen BFCN-Projektionen begleitet (Bartus et al., 1982). Aufgrund dieses 

Befundes werden AChE-Inhibitoren, beispielsweise Donepezil, in der klinischen 

Praxis bei leichter bis mittelschwerer Demenz eingesetzt. Sie bewirken eine 

Verbesserung der Symptomatik, können das Fortschreiten der Erkrankung jedoch 

nicht aufhalten (Schliebs & Arendt, 2011). 

Methoden zur Untersuchung der cholinergen Funktion 

Im Tiermodell sind zahlreiche Experimente zur cholinergen Funktion durchgeführt 

worden. Grundsätzlich kam dabei meist eine der folgenden Methoden zum Einsatz 

(Klinkenberg et al., 2011): 

 Läsionen der cholinergen Kerngebiete, entweder unselektiv (z. B. durch 

Ibotensäure) oder selektiv (z. B. durch 192-IgG-Saporin) 

 Pharmakologische Manipulation des cholinergen Systems durch systemische 

oder lokale Applikation von Rezeptoragonisten und –antagonisten 

unterschiedlicher Spezifität oder AChE-Inhibitoren 

 in vivo-Mikrodialyse zur Bestimmung der ACh-Ausschüttung im Kontext 

verschiedener Verhaltensfunktionen 

Bisherige Studien zur Funktion von ACh ergeben ein komplexes und teils 

widersprüchliches Bild. Dabei ist zu berücksichtigen, dass jede der genannten 

Methoden Schwächen aufweist, die ihre Aussagekraft deutlich reduzieren können. 

So bergen beispielsweise Läsionsstudien auch bei Verwendung selektiver Toxine die 

Gefahr einer Schädigung anderer Zelltypen, bei 192-IgG-Saporin beispielsweise von 

zerebellären Purkinje-Zellen (Book et al., 1995). Die Anwendung von Pharmaka 

erzeugt neben möglichen extrazerebralen Nebenwirkungen oft auch eine Aufhebung 

der physiologischen Rückkopplungsmechanismen zwischen prä- und 

postsynaptischem Neuron (Hasselmo & Sarter, 2011).  
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Bei der in vivo-Mikrodialyse wiederum ist bisher nur eine unzureichende räumliche 

und zeitliche Auflösung erreicht worden, zumal neuere Ergebnisse auf eine sehr 

dynamische Regulation des ACh-Stoffwechsels hindeuten (Parikh et al., 2007; 

Hasselmo & Sarter, 2011; Teles-Grilo Ruivo & Mellor, 2013). Trotz dieser 

methodischen Probleme kann eine zentrale Rolle von kortikalem ACh für die 

gerichtete Aufmerksamkeit als gesichert gelten (Klinkenberg et al., 2011). 

Acetylcholin und Aufmerksamkeit 

Bei Tests der Aufmerksamkeitsleistung kommen meist cue detection-Modelle zum 

Einsatz, bei denen ein externer Stimulus eine bestimmte Verhaltensreaktion 

auslösen soll – zum Beispiel muss nach Erklingen eines Signaltons ein Hebel 

gedrückt werden. Die Wahrnehmung des Stimulus erfordert fortgesetzte 

Aufmerksamkeit (Bushnell, 1998). Hier konnte im Moment der Stimuluspräsentation 

eine vermehrte Ausschüttung von ACh im medialen präfrontalen Kortex 

nachgewiesen werden, deren Höhe positiv mit der Testleistung korrelierte (Inglis & 

Fibiger, 1995; Passetti et al., 2000; Parikh et al., 2007). Eine selektive cholinerge 

Denervation des medialen präfrontalen Kortex führt zu einer schlechteren 

Testperformance (Newman & McGaughy, 2008). Auf zellulärer Ebene konnte gezeigt 

werden, dass nAChR die glutamaterge Transmission an thalamokortikalen Synapsen 

begünstigen (Gil et al., 1997; Gioanni et al., 1999). Auch mAChR verstärken die 

kortikale Gewichtung thalamischer Afferenzen (Krnjevic et al., 1971; Gulledge et al., 

2009) und reduzieren die Aktivität intrakortikaler Assoziationsfasern (Hasselmo & 

Bower, 1992; Gil et al., 1997; Kimura & Baughman, 1997).  

Acetylcholin im Hippocampus 

Der Einfluss von ACh auf den Hippocampus als zentrale Struktur der 

Gedächtnisbildung ist eingehend untersucht worden. Es zeigt sich eine Rolle bei der 

Regulation von Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD) und bei 

der Generation von Theta-Wellen. 

Durch den Mechanismus der LTP werden häufig aktivierte synaptische Kontakte 

verstärkt. Durch die LTD hingegen schwächen sich wenig genutzte Kontakte ab. Es 

konnte gezeigt werden, dass mAChR modulatorisch an der Entstehung der 

hippocampalen LTP beteiligt sind und die erforderliche Reizschwelle senken (Blitzer 

et al., 1990; Auerbach & Segal, 1996; Luo et al., 2008; Mitsushima et al., 2013).  
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Die LTD wird ebenfalls durch ACh beeinflusst, wobei diese Wirkung vorwiegend 

durch nAChR sowie GABAerge Interneurone vermittelt wird (Ge & Dani, 2005; 

Griguoli & Cherubini, 2012).  

Aktuelle Theorien gehen davon aus, dass eine rasche Oszillation des hippocampalen 

Funktionszustands zwischen encoding (Aufnahme neuer Sinneseindrücke) und 

retrieval (Verarbeitung bestehender Informationen) eine Voraussetzung für die 

Entstehung von LTP und LTD ist (Hasselmo, 2005; Newman et al., 2012; Teles-Grilo 

Ruivo & Mellor, 2013). Die in EEG-Ableitungen des Hippocampus nachweisbaren 

Theta-Wellen (4-7 Hz) korrelieren vermutlich mit diesen wechselnden 

Funktionszuständen (Abb. 5) (Jouvet, 1969; Vanderwolf, 1969; Raghavachari et al., 

2001; Buzsaki, 2002). Für die Erzeugung des Theta-Rhythmus sind die BFCN in 

Zusammenspiel mit GABAergen 

Interneuronen des basalen 

Vorderhirns verantwortlich (Rawlins et 

al., 1979; Colom, 2006).  

Place cells im Hippocampus und grid 

cells im entorhinalen Kortex spielen 

für die räumliche Orientierung eine 

wichtige Rolle (O'Keefe, 1976; Hafting 

et al., 2005; Fyhn et al., 2008). Sie 

weisen ebenfalls eine theta-synchrone 

Aktivität auf (O'Keefe & Recce, 1993). 

Es wurde beobachtet, dass Läsionen 

des cholinergen basalen Vorderhirns 

sowie der mAChR-Antagonist 

Scopolamin zu einer Aufhebung der 

Theta-Rhythmik und gleichzeitig zu 

einer verschlechterten räumlichen 

Koordination von place und grid cells 

führen (Brazhnik et al., 2003; Brandon 

et al., 2011; Koenig et al., 2011).  

  

Abb. 5: Modulation des hippocampalen 

Netzwerks durch Theta-Aktivität (nach 

Hasselmo (2005))  

Während des encoding  erhält der 

Hippocampus Informationen aus dem 

entorhinalen Kortex (EC), die dann 

während des retrieval innerhalb des 

Hippocampus verarbeitet werden. Diese 

Funktionszustände korrelieren wahr-

scheinlich mit der Theta-Oszillation. 
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I.4  Amygdala 

 

Angst und angstvermitteltes Lernen sind evolutionär sehr alte, überlebensnotwendige 

Fähigkeiten. Die Amygdala, ein komplexes Kerngebiet aus 13 intensiv verknüpften 

Einzelkernen, das als Komponente des limbischen Systems betrachtet wird, spielt 

bei diesen Vorgängen eine wichtige Rolle (Kim et al., 2011). Einerseits vermittelt sie 

die akute Angstreaktion (Sympathikusaktivierung, Steigerung von Reflexen, 

Veränderung der Sinneswahrnehmung, emotionale Reaktion), andererseits ist sie 

durch intensive Verknüpfungen mit dem Hippocampus und anderen Teilen des 

limbischen Systems an der Gedächtnisbildung, insbesondere emotionaler Inhalte, 

beteiligt (McGaugh, 2004; Dityatev & Bolshakov, 2005). Aufgrund der hohen 

Prävalenz fehlgesteuerter Angstreaktionen in der menschlichen Bevölkerung (Angst- 

und Panikstörungen, Posttraumatische Belastungsstörungen) ist ein besseres 

Verständnis der Amygdala ein wichtiger Gegenstand der Forschung (Shin & 

Liberzon, 2010).   

 

I.4.1  Kerngebiete der Amygdala 

Die Amygdala liegt unterhalb des Corpus striatum an der Spitze des Unterhorns des 

Seitenventrikels (Paxinos, 2004). Ihre Kerne lassen sich anhand 

zytoarchitektonischer, immunhistochemischer und phylogenetischer Merkmale in 

eine basolaterale, eine zentromediale und eine kortikale Kerngruppe untergliedern 

(Sah et al., 2003). Die basolaterale Kerngruppe (BLA) bildet den phylogenetisch 

jüngsten Anteil der Amygdala und ist kortikalen Ursprungs. Zu ihr zählen der Ncl. 

lateralis, der Ncl. basalis und der Ncl. basalis accessorius. Die zentromediale Gruppe 

wird durch den Ncl. centralis und den Ncl. medialis gebildet. Der Ncl. centralis 

entwickelte sich aus dem Striatum und ist eng mit vegetativen Arealen verknüpft. Der 

Ncl. medialis und die kortikale Kerngruppe sind Teil des Paläocortex und damit der 

entwicklungsgeschichtlich älteste Teil der Amygdala. Die kortikale Gruppe umfasst 

die Ncll. corticales anterior et posterior, den Ncl. tractus olfactorii lateralis, den Ncl. 

interstitialis tractus olfactorii accessorii und den Cortex periamygdaloideus (Sah et 

al., 2003).  
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I.4.2  Afferenzen der Amygdala 

Die Amygdala enthält Afferenzen aller Sinnesqualitäten. Olfaktorische Afferenzen 

werden im Ncl. medialis und der kortikalen Kerngruppe verschaltet. Der Ncl. lateralis 

erhält visuelle, auditorische, somatosensible, viszerosensible und gustatorische 

Informationen vom Kortex und über den Thalamus. Polymodale Afferenzen aus 

präfrontalem Cortex, ento-/perirhinalem Cortex und Hippocampus innervieren 

sämtliche Kerngebiete, insbesondere den Ncl. basalis (Sah et al., 2003). Weitere 

Afferenzen wirken modulierend auf die Amygdala. Dazu gehören auch cholinerge 

Afferenzen aus dem basalen Vorderhirn (Cline, 2010). Der Ncl. basalis gehört zu den 

am dichtesten cholinerg innervierten Hirnanteilen (Paxinos, 2004).   

 

I.4.3  Acetylcholin in der Amygdala 

Es konnte gezeigt werden, dass Infusionen von Muskarinrezeptor-Antagonisten in 

den basolateralen Kernkomplex die Lernfähigkeit in verschiedenen 

Konditionierungstests verschlechtert (McGaugh, 2004; Baysinger et al., 2012). Durch 

in vivo-Mikrodialyse war in einem Test des Arbeitsgedächtnisses ein Anstieg der 

ACh-Ausschüttung in der basolateralen Amygdala messbar, wobei die Höhe der 

Ausschüttung positiv mit der Leistung in diesem Test korrelierte (McIntyre et al., 

2003).  

Eine für die vorliegende Arbeit wichtige Besonderheit der cholinergen Innervation der 

Amygdala besteht darin, dass, anders als beispielsweise im Hippocampus, nicht alle 

diese Afferenzen p75 exprimieren. Immunhistochemisch zeigen sich große 

Unterschiede in der Dichte ChAT-positiver und p75-positiver Fasern in und zwischen 

den einzelnen Kernen. So ist etwa die Dichte der ChAT-positiven Fasern Ncl. basalis 

besonders hoch, während die p75-Dichte gering ist (Heckers et al., 1994). Eine 

Infusion von 192-IgG-Saporin ins basale Vorderhirn führt somit zu einem 

gravierenden Verlust der cholinergen Innervation von Hippocampus und Cortex, 

während die Faserdichte im BLA nur wenig reduziert wird (Heckers et al., 1994). 
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I.5  Ziele der Arbeit 

 

Histologie 

Aufgrund der eingangs dargestellten widersprüchlichen Beobachtungen zu 

Veränderungen des basalen Vorderhirns bei p75-Defizienz sind auch Messungen der 

Innervationsdichte anderer cholinerg innervierter Kerngebiete erforderlich. Obwohl 

die basolaterale Amygdala zu den prominentesten Zielstrukturen cholinerger 

Projektionen zählt, liegen bisher keine Studien zum Einfluss der p75-Defizienz auf 

dieses Areal vor. Im adulten Gehirn wird p75 auf hippocampalen cholinergen 

Afferenzen exprimiert, nicht jedoch in der Amygdala. Daher unterscheidet sich 

möglicherweise der Effekt der p75-Defizienz zwischen beiden Strukturen.  

Die vorliegende Arbeit untersucht die cholinerge Innervationsdichte der basolateralen 

Amygdala und deren Entwicklung im Alter bei Kontroll- und Knockoutmäusen der 

Stämme p75E3 und p75E4. Es wurden adulte (3-5 Monate) und gealterte (19-22 

Monate) Mäuse verwendet. 

 

Verhalten 

Der Verhaltensphänotyp bei p75-Defizienz ist unzureichend charakterisiert. Ein 

weiteres Ziel dieser Arbeit ist daher, die Aufklärung der vorhandenen Widersprüche 

zu unterstützen und die Datenbasis zum Verhalten p75-defizienter Mäuse zu 

verbessern. Dafür wurden folgende Verhaltensmodelle zur Durchführung 

ausgewählt: Open Field, Holeboard, Dark/Light Box und Morris Water Maze. 

Mögliche Ursachen der kontroversen Datenlage sollen identifiziert werden. Weiterhin 

sollen die Verhaltensergebnisse auf eine mögliche Korrelation mit den 

Veränderungen des cholinergen Systems geprüft werden. 

Um genauere Aufschlüsse über die Funktion der p75-Splicevarianten zu erhalten, 

wäre eine Phänotypisierung von p75E3 und p75E4 optimal. Allerdings weist der 

p75E4-Stamm eine Ataxie der hinteren Gliedmaßen auf (von Schack et al., 2001), 

sodass die Durchführung vieler Testmodelle erschwert ist. Zudem war es aufgrund 

niedriger Fertilität und hoher perinataler Mortalität nicht möglich, ausreichend große 

Gruppen ähnlich alter p75E4-Tiere zu bilden. Daher wurde, wie in bisherigen 

Studien, nur der p75E3-Stamm untersucht.  
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II. Material und Methoden 
 

II.1  Tiere und Zucht 

 

Die Zucht der p75E3- und p75E4-Stämme wurde durch die Zentrale Service- und 

Forschungseinrichtung für Versuchstiere (ZSFV) der Universität Greifswald 

durchgeführt. Der p75E3-Stamm wurde von Charles River Laboratories bezogen 

(B6.129S4-Ngfrtm1Jae/J; stock number 002213). Die Mutation im Exon III des 

NGFR-Gens wurde zunächst in einer 129Sv-Stammzelle erzeugt, in eine 129Sv-

Blastozyste injiziert und über einige Generationen in 129Sv-Tieren vermehrt, bevor 

eine Rückkreuzung mit C57B/6-Wildtypen erfolgte (Lee et al., 1992). Die p75E4-Linie 

wurde ausgehend von heterozygoten Tieren aus dem Labor von Prof. Dr. Yves-Alain 

Barde (Basel, Schweiz) gezüchtet. Die Exon IV-Mutation wurde initial ebenfalls in 

einer 129Sv-Stammzelle erzeugt, jedoch in eine C57B/6-Blastozyste injiziert und in 

C57B/6-Tieren vermehrt (von Schack et al., 2001; Naumann et al., 2002). 

Für die histologischen Untersuchungen wurden weibliche und männliche, 

homozygote p75E3- und p75E4-Knockout-Tiere und deren entsprechende Wildtyp-

Kontrollen im Alter von 3 – 5 Monaten verwendet. Zusätzlich wurden im Rahmen der 

Altersstudie in unserem Labor bereits vorhandene Gehirne von 18 – 22 Monate alten 

Mäusen untersucht. Die Verhaltensversuche wurden an 3 – 5 Monate alten 

männlichen, homozygoten p75E3-Tieren durchgeführt. 

Für eine genaue Auflistung aller verwendeten Materialien siehe Anhang.  

 

II.2  Perfusion 

 

In einen Glaszylinder wurden mit Diethylether befeuchtete Papiertücher gegeben und 

mit einer Lochplatte abgedeckt. Dann wurde das Tier hineingesetzt und das Gefäß 

verschlossen, bis keine Atembewegungen mehr sichtbar waren. Anschließend wurde 

die Bauchdecke unterhalb des Sternums eröffnet und der knöcherne Thorax 

beidseits parasternal durchtrennt. Nach stumpfer Präparation des Mediastinums, 

Punktion des linken Ventrikels mit einer Kanüle und Eröffnung des rechten Vorhofs 

wurde das Gefäßsystem bei einer Flussrate von 35 ml/min mit 100 ml eisgekühlter 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und anschließend mit 100 ml eisgekühlter 
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Paraformaldehydlösung (PFA 4 %) gespült. Danach wurde die Schädeldecke 

eröffnet und das Gehirn mit einem Spatel entnommen. Zuletzt erfolgte eine 

Nachfixierung der Gehirne in PFA für mindestens 24 Stunden bei 4 °C. Alle Arbeiten 

wurden aufgrund der Verwendung von Diethylether und PFA unter dem Abzug 

durchgeführt. 

 

II.3  Immunhistochemie 

 

II.3.1  ChAT-Färbung 

Anfertigung der Hirnschnitte 

Von den in Formaldehydlösung fixierten Gehirnen wurden Bulbus olfactorius sowie 

Cerebellum und Medulla oblongata mit einer Rasierklinge abgetrennt. Das 

Telencephalon wurde entlang des Hemisphärenspalts halbiert und eine der Hälften 

mit der rostralen Schnittfläche auf eine Halterungsplatte aufgeklebt, die dann am 

Vibratom in einer mit PBS gefüllten Wanne befestigt wurde. Bei einem Vorschub der 

Vibratomklinge von 6,5 cm/min wurden dann 30 µm dicke Frontalschnitte angefertigt, 

die mit dem Pinsel einzeln in zuvor mit Ethanol 20 % gefüllte Wellplatten überführt 

und darin maximal 7 Tage bei 4 °C gelagert wurden. 

Aufbringen auf Objektträger 

Aus den Wellplatten wurde je nach Menge der zur Verfügung stehenden Schnitte 

jeder vierte bis sechste Schnitt mit einem Pinsel entnommen und auf Superfrost plus-

Objektträger aufgezogen. Diese wurden erst auf der Streckplatte und dann über 

Nacht im Hybridisierungsofen bei 37 °C getrocknet. 

Färbung 

Für die immunhistologische Färbung wurden die getrockneten Objektträger für 5 

Minuten in Glasküvetten mit Aqua dest. rehydriert. Währenddessen wurde der 

Citratpuffer zubereitet und anschließend in die Küvetten gefüllt. Dann wurden die 

Objektträger für insgesamt 20 Minuten in der Mikrowelle bei 700 Watt gekocht, um 

durch die Fixation verdeckte Antigene freizulegen. Alle 5 Minuten wurde Citratpuffer 

nachgefüllt, um die Objektträger jederzeit bedeckt zu halten. Danach wurde die 

Küvette in Eiswasser abgekühlt, die Schnitte mit einem hydrophoben Stift umkreist 

und nach folgendem Protokoll gefärbt: 
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 1 x 4 Min waschen mit Aqua dest. (auf dem Schüttler) 

 2 x 4 Min waschen in PBS 

 60 Min Inkubation mit Blockierlösung (5 % BSA + 0,1 % Triton in PBS) bei 

Raumtemperatur, um unspezifische Proteinbindungsstellen abzusättigen 

 2 x 4 Min waschen in PBS  

 72 h Inkubation mit primärem Antikörper (goat anti-ChAT, Verdünnung 1:200 

in Blockierlösung) bei 4 °C 

 2 x 4 Min waschen in PBS 

 120 Min Inkubation mit sekundärem Antikörper (biotinylated horse anti-goat, 

Verdünnung 1:200 in Blockierlösung) bei Raumtemperatur 

 2 x 4 Min waschen in PBS 

 120 Min Inkubation mit Farbstoff (Cy3-konjugiertes Streptavidin, Verdünnung 

1:2000 in PBS) bei Raumtemperatur 

 2 x 4 Min waschen in PBS 

 2 Min Inkubation mit DAPI (Verdünnung 1:10 000 in Aqua dest.) bei 

Raumtemperatur (zur Anfärbung der Zellkerne) 

 2 x 4 Min waschen in Aqua dest. 

Eindeckung 

Zuletzt wurde auf 40 °C erwärmtes Mowiol auf die Objektträger gegeben und die 

Schnitte mit Deckgläsern abgedeckt. Vor der Auswertung wurden die fertigen 

Präparate mindestens 12 h bei -20 °C dunkel gelagert.  

 

II.3.2  ChAT-Auswertung 

Zur Bestimmung der relativen Dichte der ChAT-positiven Innervation im basalen 

Kerngebiet der Amygdala wurde ein Ausschnitt dieser Region mit der Digitalkamera 

in 400-facher Vergrößerung abfotografiert (Abb. 6 oben). Die Bilddateien wurden in 

PHOTO-PAINT importiert und zunächst einer Belichtungs- und Kontrastkorrektur 

unterzogen. Die dabei verwendete Voreinstellung beinhaltete eine Erhöhung von 

Helligkeit und Kontrast auf 1,2 bei gleichzeitiger Absenkung des Gammawerts auf 

0,75. Diese Parameter wurden an die einzelnen Bilder angepasst, um Unterschiede 

in Belichtung und Farbsättigung auszugleichen. Anschließend wurde ein Gitternetz 

mit einer Kästchengröße von 4 x 4 µm über das Bild gelegt.  
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Alle von ChAT-reaktiven Fasern gekreuzten Gitterpunkte wurden mit einem weißen 

Punkt markiert (Abb. 6 unten). Markierungen wurden nur gesetzt, wenn der Verlauf 

der jeweiligen Faser in mindestens zwei der vier Quadranten um den Gitterpunkt 

erkennbar war. Die relative Faserdichte D ergibt sich aus D = Gm / Gt (Gm: markierte 

Gitterpunkte; Gt: Gesamtzahl der Gitterpunkte) (von Bohlen Und Halbach, 2013). Je 

Tier wurden 6-8 Schnitte ausgewertet.  

 

 

 

Abb. 6: Beispiel zur Auswertung der ChAT-Faserdichte in der basolateralen 

Amygdala. Es wurden Fotografien in 400-facher Vergrößerung angefertigt (oben).  

Nach Helligkeits-, Kontrast- und Gammakorrektur wurde ein Linienraster über das 

Bild gelegt. Diejenigen Schnittpunkte, die vor einer Faser lagen, wurden mit einem 

Punkt markiert (unten). Durch Division dieser Punktzahl durch die Gesamtzahl der 

Schnittpunkte wurde die relative Faserdichte bestimmt.  
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II.4  Verhaltensphänotypisierung 

 

Die Verhaltensphänotypisierung umfasst mehrere Einzeltests zu verschiedenen 

Funktionsbereichen des ZNS, darunter motorische Aktivität, Erkundungs- und 

Angstverhalten sowie Lernfähigkeit (Rogers et al., 1999; Crawley, 2007). Die 

Testparadigmen machen oft Gebrauch von speziesspezifischen Charakteristiken. So 

beruhen etwa viele Tests des Erkundungs- und Angstverhaltens von Mäusen auf 

dem Konflikt zwischen dem Erkundungsdrang einerseits und der Angst vor 

unbekannten, ungeschützten Umgebungen andererseits (Crawley, 1985; Lister, 

1990). Ein Beispiel ist die Dark/Light Box, bestehend aus einem geschlossenen und 

einem offenen Areal. Die Aufenthaltsdauer im offenen Bereich korreliert negativ mit 

der Ängstlichkeit bei der Erkundung neuer Umgebungen (Bourin & Hascoët, 2003). 

 

II.4.1  Tierhaltung und allgemeine Testdurchführung  

Zwei Wochen vor Beginn der Versuche wurden die Tiere aus dem Zuchtstall 

abgeholt und einzeln in transparenten Typ II-Käfigen aus Plexiglas untergebracht. 

Jedem Käfig wurde eine Codenummer zugeteilt, die keine Rückschlüsse auf den 

vorliegenden Genotyp zuließ. Als Einstreu dienten gereinigte Sägespäne, zudem 

wurden ein 10 x 10 x 5 cm großer Unterschlupf aus Kunststoff im Käfig platziert. 

Handelsübliches Trockenfutter und Leitungswasser standen ad libitum zur 

Verfügung. Die Einstreu wurde wöchentlich erneuert und die Käfige mit Spülmittel 

gereinigt. Die Raumtemperatur wurde durch eine Klimaanlage auf 23 °C geregelt. 

Die Tiere wurden jeweils eine Stunde vor Beginn der Tests in den Versuchsraum 

gebracht und dort zunächst ungestört belassen.  

Open Field, Holeboard und Dark/Light Box wurden an drei Tierkohorten am Institut 

für Anatomie der Universitätsmedizin Greifswald durchgeführt. Die Tiere waren an 

einen regulären Lichtzyklus adaptiert (Hellphase 8 – 20 Uhr). Das Morris Water Maze 

wurde mit einer weiteren Kohorte in den Räumlichkeiten des Zentralinstituts für 

Seelische Gesundheit in Mannheim durchgeführt. Hier wurde ein invertierter 

Lichtzyklus verwendet (Hellphase 19 – 7 Uhr).  
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II.4.2  Eingangsuntersuchung 

Drei Tage vor Beginn der Verhaltensversuche wurden alle teilnehmenden Tiere einer 

inspektorischen und neurologischen Prüfung unterzogen, um erkrankte Tiere  und 

eventuelle Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen. Der Ablauf der 

Untersuchung orientierte sich an den entsprechenden Prozeduren von Rogers et al. 

(1999). Abb. 7 zeigt das verwendete Protokoll. 

 

 

Abb. 7: Protokoll der Eingangsuntersuchung  

Die Untersuchung umfasste einen inspektorischen Anteil zur Erkennung 

erkrankter Tiere und morphologischer Anomalien. Die neurologische Prüfung 

beinhaltete eine Reflexprüfung und die Beurteilung verschiedener Parameter im 

Rahmen eines Transfers vom Heimkäfig in einen leeren Käfig und zurü ck. 
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II.4.3  Open Field 

Das Open Field besteht aus einer nach oben offenen Box ohne weitere 

Unterteilungen und dient der Erfassung von lokomotorischer Aktivität, Erkundungs- 

und Angstverhalten (Abb. 8 a) (Walsh & Cummins, 1976; Choleris et al., 2001).  

Die Tests fanden während der Hellphase zwischen 11 und 15 Uhr statt und 

umfassten insgesamt drei Durchläufe im Abstand von 48 Stunden. Die Beleuchtung 

der Arena erfolgte durch eine dimmbare Halogenleuchte in 1 Meter Höhe und wurde 

auf 25 Lux (Bodenhöhe) geregelt. Eine Webcam wurde ebenfalls 1 Meter über 

Bodenhöhe montiert. Das Bild wurde in der Trackingsoftware SmartJunior (Panlab, 

Barcelona, Spanien) geladen und der Trackingbereich festgelegt (Abb. 9). Zur 

späteren Bestimmung der Laufstrecke wurde die Software mithilfe eines Lineals 

kalibriert. Nach Abschluss der Vorbereitungen wurde die Maus in der Mitte der 

Arenafläche abgesetzt und für 5 Minuten ungestört belassen. Die Videoaufzeichnung 

begann automatisch 5 Sekunden nach Registrierung der ersten Bewegung im 

Trackingbereich. Nach Ablauf der Zeit wurde das Tier wieder in den Käfig 

zurückgesetzt und das Open Field mit Ethanol 70 % und Papierhandtüchern 

gereinigt.  

Zur computergestützten Auswertung wurde die Bodenfläche in SmartJunior in eine 

periphere Zone (<10 cm Wandabstand) und eine zentrale Zone (25 x 25 cm) 

unterteilt. Es wurden folgende Parameter bestimmt: zurückgelegte Strecke, Ruhezeit 

ohne lokomotorische Aktivität, durchschnittliche Geschwindigkeit, Verweildauer in 

Wandnähe, Zahl der Übergänge in die zentrale Zone. Außerdem wurde die Anzahl 

der während des Versuchs abgesetzten Kotboli manuell notiert.  

 

II.4.4  Holeboard 

Das Holeboard ist eine erhöhte Ebene, auf der sich 16 Löcher (Ø 2,5 cm) befinden 

(Abb. 8 b). Das Eintauchen des Kopfes der Maus in diese Löcher (head dips) wird 

gezählt. Dieser Parameter korreliert mit Angstverhalten, da er durch Anxiolytika 

gesteigert wird (Takeda et al., 1998), aber auch mit zielgerichtetem 

Erkundungsverhalten, wobei er unabhängig von der globalen lokomotorischen 

Aktivität variieren kann (Lister, 1990).  
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Es wurde ein Durchlauf zwischen 11 und 15 Uhr während der Hellphase 

durchgeführt. Das Holeboard war freistehend auf einem 25 cm hohen Standfuß 

befestigt. Die Beleuchtung wurde auf 25 Lux geregelt. Nach dem Transfer der Maus 

auf die Plattform wurde die Anzahl der head dips durch Infrarot-Lichtschranken 

registriert und im Steuergerät zwischengespeichert. Nach 5 Minuten wurde der 

Versuch beendet und das Holeboard mit Ethanol 70 % und Papierhandtüchern 

gereinigt. Die Resultate wurden auf den PC übertragen und mit dem 

Auswertungsprogramm SedaCom (Panlab, Barcelona, Spanien) tabellarisch 

dargestellt.  

 

II.4.5  Dark/Light Box 

Wie bereits erwähnt, dient die Dark/Light Box zur Einschätzung des 

Ängstlichkeitsniveaus bei der spontanen Exploration. Sie besitzt einen offenen, 

hellen und einen geschlossenen, dunklen Bereich mit einem kleinen Durchgang 

zwischen den Kompartimenten (Abb. 8 c, d). Die Aufenthaltsdauer im Licht wird 

durch Anxiolytika gesteigert (Bourin & Hascoët, 2003).  

Es wurden zwei Durchgänge von je 5 Minuten durchgeführt, zunächst zwischen 11 – 

15 Uhr während der Hellphase, dann 36 Stunden später zwischen 23 – 3 Uhr 

während der Dunkelphase. Das offene Kompartiment wurde mit 350 Lux beleuchtet. 

Die Webcam wurde 1 Meter über Bodenhöhe befestigt. 

Die Maus wurde im hellen Kompartiment platziert. Mithilfe der Tracking-Software 

SmartJunior wurde der Lichtaufenthalt und die Anzahl der Übergange zwischen den 

Kompartimenten registriert. Zwischen den einzelnen Tieren wurden entsprechend 

der Empfehlung von Bourin & Hascoët (2003) lediglich sichtbare Verschmutzungen 

mit Aqua dest. und Papiertüchern entfernt. Am Ende eines Durchlaufs erfolgte eine 

Reinigung mit Ethanol 70 %. 
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a) b) 

c) d) 

  

Abb. 8: Versuchsaufbau Open Field (a), Holeboard (b) und Dark/Light Box ( c, d). 
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II.4.6  Morris Water Maze 

Das Morris Water Maze prüft räumliches Lernen anhand optischer Reize unter 

weitgehender Ausschaltung der olfaktorischen und thigmotaktischen Orientierung 

(D'Hooge & De Deyn, 2001). Es wird ein Wasserbecken verwendet, in dem die Tiere 

lernen sollen, eine knapp unterhalb der Wasseroberfläche gelegene, nicht sichtbare 

Plattform zu lokalisieren.  

Die Water Maze-Versuche wurden zwischen 7 – 19 Uhr während der Dunkelphase 

durchgeführt. An den Tagen 1 – 4 fanden jeweils 6 Trainingsdurchläufe statt, an Tag 

5 ein abschließender Durchlauf (probe trial), bei dem die Plattform entfernt wurde. 

Das Wasser wurde mit 2 Litern Milch undurchsichtig gemacht und täglich erneuert. 

Die Wasser- und Raumtemperatur betrug 25 °C, die Beleuchtung 25 Lux. Nach 

jedem Durchgang wurde der Käfig für 10 Minuten vor einer Infrarotlampe platziert 

(Abstand 30 cm). Als Orientierungshilfen waren an den Wänden des Versuchsraums 

geometrische Formen aus Pappe und Textilien angebracht (Abb. 10). 

Abb. 9: Zur Auswertung von Open Field und Dark/Light Box wurde die Tracking-

Software SmartJunior verwendet.  
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Während der Trainingsdurchläufe befand sich die Plattform ca. 1,5 cm unter der 

Wasseroberfläche. Die Tiere wurden an einer von 8 möglichen Startpositionen mit 

einer Dose entlang des Beckenrandes ins Wasser gelassen und hatten 2 Minuten 

Zeit, die Plattform zu finden. Wenn die Plattform erreicht war, wurde die Maus für 10 

Sekunden belassen und dann mit einem Löffel in den Käfig zurückgesetzt. Falls die 

Plattform nicht gefunden oder wieder verlassen wurde, wurde die Maus mit dem 

Löffel zur Plattform geführt und nur von dort aus herausgenommen.  

Die Startposition wurde in jedem Durchgang verändert, während die Zielposition 

konstant blieb (Abb. 11). So startete etwa Maus 1 im ersten Versuch von Position a, 

im zweiten Versuch von Position b, usw. Maus 2 startete in Versuch 1 auf Position b, 

in Versuch 2 auf Position c, usw. Nach jeweils 8 Tieren wurde die Plattform einen 

Quadranten weiter versetzt. Für den abschließenden probe trial wurde die Plattform 

aus dem Becken entfernt und die Tiere für 1 Minute ins Wasser gelassen.  

Abb. 10: Orientierungshilfen im Morris Water Maze   

Um das Becken herum waren verschiedene Formen und Gegenstände angebracht.  
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Zur computergestützten Auswertung wurde eine Videokamera 2 Meter oberhalb der 

Wasseroberfläche befestigt. Mittels EthoVision (Noldus, Wageningen, Niederlande) 

und WinTrack (David P. Wolfer, 

Zürich, Schweiz) wurden während des 

Trainings folgende Parameter 

registriert: Dauer bis zum Auffinden 

der Plattform, zurückgelegte Strecke, 

Geschwindigkeit, Ruhezeit ohne 

Schwimmaktivität. Im probe trial wurde 

die Zahl der Überquerungen der 

vorherigen Plattformposition und die 

Aufenthaltsdauer in den einzelnen 

Quadranten ermittelt.  

 

II.5  Statistische Auswertung 

 

Für die statistische Auswertung wurde Prism v5.03 (GraphPad Software, San Diego, 

USA) verwendet.  

Für den Vergleich zweier Gruppen wurde zunächst die Gauß’sche Normalverteilung 

mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test geprüft. Bei Vorliegen einer Normalverteilung 

wurden Mess- und Kontrollgruppe mit Hilfe des  ungepaarten t-Tests auf signifikante 

Unterschiede überprüft. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von α ≤ 0,05 wurde von 

signifikanten Differenzen ausgegangen. Bei Vergleichen zwischen mehr als zwei 

Gruppen wurde eine Varianzanalyse durchgeführt (two way-ANOVA). Ergaben sich 

hier signifikante Differenzen, erfolgte eine post-hoc-Analyse mithilfe des Bonferroni-

Tests.  

In der Ergebnisdarstellung sind die Signifikanzniveaus durch Sternsymbole ( * ) 

dargestellt: * ≙ α≤0,05; ** ≙ α≤0,01; *** ≙ α≤0,001. Auf welchen Gruppenvergleich 

sich das Signifikanzniveau bezieht, ist in den Diagrammen durch horizontale Linien 

gekennzeichnet. Ist keine Linie vorhanden, bezieht sich die Angabe auf den 

Vergleich mit der unmittelbar links daneben dargestellten Gruppe. 

  

Abb. 11: Startpositionen (Keil)  und 

Plattformposition (Quadrat) im Morris 

Water Maze  
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III. Ergebnisse 
 

III.1  Histologie 

 

Mit den eingesetzten Antikörpern, Farbstoffen und Ablaufprotokollen wurde ein gutes 

Färbeergebnis erzielt. Die Anfärbung einzelner Strukturen stimmte bei Wildtypen und 

Knockouts mit Vorbefunden an anderen Stämmen überein. Die basolaterale 

Amygdala wies wie erwartet eine dichte cholinerge Innervation auf (Abb. 12), 

während die laterale Amygdala nur eine geringe Faserdichte zeigte. Auch die 

cholinergen Perikaryen lagen in loco typico (Abb. 13 & 14).  

Zur Quantifizierung der ChAT-reaktiven Faserdichte der BLA wurden vier 

Vergleichsgruppen gebildet, die jeweils zur Hälfte mit Kontroll- und Knockout-Tieren 

besetzt waren: p75E3-jung (12 männliche, 3-5 Monate alte Tiere), p75E3-alt (8 

männliche, 19-22 Monate alte Tiere), p75E4-jung (8 männliche, 3-5 Monate alte 

Tiere), p75E4-alt (8 männliche, 20-22 Monate alte Tiere).  

 

 

Abb. 12: Cholinerge Fasern im basolateralen Amygdalakern einer 4 Monate alten 

männlichen p75(-/-)-Maus (ChAT-Färbung, Vergrößerung 400x).  
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Abb. 13: Frontalschnitt des Gehirns einer 4 Monate alten männlichen p75(-/-)-Maus 

(ChAT-Färbung, Vergrößerung 40x) .  

Legende: Area amygdalohippocampalis (AAH), Basolaterale Amygdala ( BLA), Basomediale Amygdala 

(BMA), Hippocampus (CA1, CA2, CA3), Corpus callosum (CC), Centro lateraler Thalamus (CLT),  

Centromedialer Thalamus (CMT), Cort ikale posterolaterale Amygdala ( CPLA), Dorsomedialer 

Hypothalamus (DMH), Entorhinaler Cortex (EC),  Fasciculus retroflexus (FR), Gyrus dentatus (GD),  

Laterale Habenulakerne ( HBL), Mediale Habenulakerne (HBM), Laterale Amygdala (LA), Nucleus 

geniculatus lateral is (NGL), Nucleus interst i t ia l is str iae terminal is ( NIST), Nucleus pregeniculatus 

(NPG), Pedunculus cerebellar is (PC), Posteriorer Thalamus (PT), Nucleus reticular is (RET), Str ia 

terminalis (STE), Nucleus subthalamicus ( STH), Str iatum (STR), Ventroposter iorer Thalamus ( VPT);  

Beschr if tung nach Paxinos (2004) ,  Bregma -1,94 mm, Interaural 1,86 mm   

500 µm 
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Abb. 14: Basale Vorderhirnstrukturen im Frontalschnitt einer 4 Monate alten 

männlichen p75
( - / - )

-Maus (ChAT-Färbung, Vergrößerung 40x) 

Nucleus diagonalis Broca (NDB) und Mediales Septum (MS, oben) und der 

Nucleus basalis Meynert (NBM, unten) waren makroskopisch unverändert. 

Auch das Striatum (STR) enthält cholinerge Perikaryen.  

STR 

MS 

NDB 

STR 

NBM 

1000 µm 

1000 µm 
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III.1.1  Dichte cholinerger Fasern  in der basolateralen Amygdala 

Die Ergebnisse zeigen eine signifikant verstärkte cholinerge Innervation des Ncl. 

basalis amygdalae bei p75-Defizienz. Eine erhöhte Faserdichte ließ sich bei 

Nullmutanten sowohl des p75E3- als auch des p75E4-Stammes nachweisen.  

Es fiel auf, dass alle p75E4-Tiere im Vergleich zum p75E3-Stamm eine höhere 

cholinerge Faserdichte aufwiesen. Die relative Steigerung der Innervation in den 

Knockout-Gruppen war allerdings vergleichbar.  

In der jungen p75E3-Knockout-Gruppe war der Faserbestand gegenüber den 

Kontrollen um 16,9 % erhöht (WT 44,17 %; KO 51,63 %; p<0,001 ***; Abb. 15 a), bei 

jungen p75E4-Tieren betrug der Gruppenunterschied 14,3 % (WT 49,18 %;  

KO: 56,20 %; p<0,01 **; Abb. 15 b). 

Bei den gealterten Tieren blieb die Differenz konstant. Hier zeigten Knockout-Tiere 

des p75E3-Stammes eine um 19,2 % erhöhte Faserdichte (WT 37,56 %;  

KO 44,78 %; p<0,001 ***; Abb. 15 c). Auch in den gealterten p75E4-Gruppen zeigte 

sich eine Steigerung um 17,0 % (WT 42,83 %; KO 50,11 %; p<0,01 **; Abb. 15 d). 

Im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses kommt es unter anderem zu 

einem Verlust cholinerger Afferenzen in Kortex, Hippocampus und weiteren 

Strukturen (Schliebs & Arendt, 2011). Auch in der basolateralen Amygdala kam es im 

Alter zu einer Reduktion der cholinergen Faserdichte. Interessanterweise zeigte sich 

kein Einfluss der p75-Defizienz auf das Ausmaß dieses Faserverlustes. 

Bei den p75E3-Kontrolltieren war die cholinerge Innervation im Alter um 15,0 % 

reduziert (jung 44,17 %, alt 37,56 %, p<0,001 ***; Abb. 16 a). In der p75E3-

Knockout-Gruppe war der Faserverlust mit 13,3 % annähernd gleich ausgeprägt 

(jung: 51,63 %, alt: 44,78 %, p<0,001 ***; Abb. 16 a).  

Ähnliche Werte wurden auch am p75E4-Stamm beobachtet: hier betrug die 

Reduktion 12,9 % bei den Kontrollen (jung: 49,18 %, alt: 42,83 %, p<0,01 **; Abb. 16 

b) und 10,8 % in den Knockout-Gruppen (jung: 56,20 %, alt: 50,11 %, p<0,01 **; Abb. 

16 b). 
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Abb. 15: Die Dichte ChAT-positiver Fasern in der basolateralen Amygdala war bei 

jungen p75E3
( - / - )

-Tieren um 16,9 % erhöht (a), bei gealterten p75E3
( - / - )

-Tieren um 

19,2 % (b). Junge p75E4
( - / - )

-Tiere hatten eine um 14,3 % verstärkte Innervation (c),  

bei gealterten p75E4
( - / - )

-Tieren betrug der Unterschied 17,0 % (d).   
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Abb. 16: Die altersbedingte Abnahme der cholinergen Faserdichte bei p75E3-

Tieren betrug im Mittel -15,0 % (WT)/ -13,3 % (KO).   

ANOVA: Genotyp: F(1,16)=77,77, p<0,001 ***; Alter:  F(1,16)=65,40, p<0,001 ***; 

Interaktion:  F(1,16)=0,021, p>0,05 (a).    

Bei p75E4 zeigten WT im Alter eine um -12,9 % geringere Faserdichte, bei KO 

betrug der Rückgang -10,8 %.   

ANOVA: Genotyp: F(1,12)=55,25, p<0,001 ***; Alter:  F(1,12)=41,78, p<0,001 ***; 

Interaktion:  F(1,12)=0,018, p>0,05 (b).  
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III.2  Verhaltensphänotypisierung 

 

III.2.1  Eingangsuntersuchung 

Da für die Verhaltensversuche  ausschließlich junge p75E3-Tiere verwendet wurden, 

beziehen sich im Folgenden die Abkürzungen WT auf p75E3(+/+) und KO auf p75E3(-/-). 

Inspektorisch wiesen viele Knockout-Tiere eine Aufhellung und Minderbehaarung am 

unteren Lidrand auf. Knockout- und Kontrolltiere zeigten zudem häufig scharf 

begrenzte Depigmentierungen am Schwanz, bevorzugt im distalen Drittel. Weitere 

morphologische Abweichungen waren nicht festzustellen. Krankheitsanzeichen oder 

Entzündungen wurden bei keinem Tier beobachtet. Der Fellzustand war 

überwiegend gut, bei beiden Genotypen kamen vereinzelt Kahlstellen vor.  

Bei der neurologischen Prüfung war der Reflexstatus von Knockout-Tieren 

unauffällig. Tremor oder Ataxie waren nicht festzustellen. Provozierte Stereotypien 

traten bei beiden Genotypen vereinzelt auf. Bei der Eingangsuntersuchung zeigten 

Knockout-Tiere eine um ca. 30 % erhöhte Spontanaktivität bei Überführung in einen 

leeren Käfig und Beobachtung über 30 s (Abb. 17 a). Die Griffstärke war in der 

Knockout-Gruppe um etwa 23 % reduziert  (Abb. 17 b). Dennoch besaßen auch 

Nullmutanten einen effektiven Griff. 

Abb. 17: Knockout-Tiere zeigten eine höhere Spontanaktivität  auf einer 

Bewertungsskala von 0 – 4: WT: 1,57 ±0,148, KO: 2,05 ±0,185, t-Test: p<0,05 * (a).  

Auch die Griffstärke wurde auf einer Skala von 0 – 4 bewertet und war in der 

Knockout-Gruppe reduziert: WT: 3,24 ±0,136, KO: 2,50 ±0,185, t -Test: p<0,01 ** (b).  
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III.2.2  Open Field 

Bei Betrachtung der Laufwege im Open Field scheinen Knockout-Tiere eine größere 

Strecke zurückzulegen. Beide Genotypen zeigten insbesondere zu Testbeginn eine 

Präferenz für die Randzone (Abb. 18).  

Die softwaregestützte Quantifizierung der zurückgelegten Strecke bestätigte diesen 

ersten Eindruck. Die von Knockouts zurückgelegte Distanz war in jedem 

Versuchsdurchlauf gegenüber der Kontrollgruppe erhöht (Abb. 19): 

 +25,7 % in Versuch 1 (WT: 1668 cm, KO: 2097 cm, Bonferroni: p<0,01 **) 

 +31,6 % in Versuch 2 (WT: 1422 cm, KO: 1872 cm, Bonferroni: p<0,01 **) 

 +31,9 % in Versuch 3 (WT: 1090 cm, KO: 1438 cm, Bonferroni: p<0,05 *) 

Dabei zeigten Knockout-Tiere eine erhöhte Laufgeschwindigkeit (Abb. 20): 

 +27,6 % in Versuch 1 (WT: 5,07 cm/s, KO: 6,47 cm/s, Bonferroni: p<0,01 **) 

 +27,4 % in Versuch 2 (WT: 4,20 cm/s, KO: 5,35 cm/s, Bonferroni: p<0,05 *) 

 +37,2 % in Versuch 3 (WT: 3,04 cm/s, KO: 4,17 cm/s, Bonferroni: p<0,05 *) 

 
 

a) 

 
 

b) 

Abb. 18: Repräsentative Laufwege von jeweils zwei p75E3-Kontrollen (a) und –

Knockouts (b) während Minute 1 (oben) und Minute 4 (unten) des ersten Open 

Field-Versuchs. Beide Genotypen untersuchten zu Beginn den Randbereich. 

Vorstöße auf die freie Fläche waren selten. Erst später im Test wurde die gesamte 

Fläche untersucht. Die Laufwege der Knockout-Gruppe lassen erhöhte Aktivität 

vermuten. 
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Abb. 19: p75E3-Knockout-Tiere legten in jedem der drei Open Field-Versuche eine 

größere Strecke zurück. Die zurückgelegte Distanz nahm bei wiederholter Testung 

in beiden Gruppen ab.   

ANOVA: Genotyp: F(1,117)=17,77, p<0,001 ***; Testdurchlauf:  F(2,117)=22,86,  

p<0,001 ***; Interaktion:  F(2,117)=0,130, p>0,05;   

Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 

Abb. 20: Die Bewegungsgeschwindigkeit im Open Field war bei Knockout -Tieren 

durchgängig erhöht, sank jedoch ebenso wie in der Kontrollgruppe in den 

Wiederholungsdurchgängen ab.   

ANOVA: Genotyp: F(1,117)=19,02, p<0,001 ***; Testdurchlauf:  F(2,117)=19,79, 

p<0,001 ***; Interaktion: F(2,117)=0,091, p>0,05;   

Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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Die Ruhezeit ohne lokomotorische Aktivität war in der Knockoutgruppe vermindert 

(Abb. 21): 

 -19,4 % in Versuch 1 (WT: 47,03 %, KO: 37,89 %, Bonferroni: p<0,05 *) 

 -10,1 % in Versuch 2 (WT: 56,32 %, KO: 50,21 %, Bonferroni: p>0,05) 

 -10,0 % in Versuch 3 (WT: 68,31 %, KO: 61,18 %, Bonferroni: p>0,05) 

Bei der wiederholten Versuchsdurchführung reduzierten sich Laufstrecke und 

Geschwindigkeit, während die Ruhezeit zunahm. Diese Entwicklung war bei 

Knockout-Tieren unverändert.  

Die Dauer des Aufenthalts in Wandnähe und die Zahl der Übergänge ins Zentrum 

korrelieren mit dem Angstniveau (Walsh & Cummins, 1976). Der Randaufenthalt 

stieg in den Wiederholungsversuchen in beiden Gruppen an, die Zahl der Übergänge 

ins Zentrum sank.  

Bei der Aufenthaltsdauer in Wandnähe gab es keinen signifikanten 

Gruppenunterschied (Abb. 22). Sie machte in Versuch 1 bei WT 56,79 % und bei KO 

61,91 % der Gesamtzeit aus, in Versuch 2 bei WT 68,37 % und bei KO 74,46 %, in 

Versuch 3 bei WT 83,00 % und bei KO 79,19 %. 

Die Zahl der Übergänge in die zentrale Zone war ebenfalls unverändert (Abb. 23). 

Sie betrug in Versuch 1 bei WT 39,14, bei KO 38,75, in Versuch 2 bei WT 32,24, bei 

KO 31,00 und in Versuch 3 bei WT 20,14, bei KO 20,70.  

Defäkation im Open Field korreliert negativ mit der lokomotorischen Aktivität und ist 

möglichweise ein Hinweis auf Angst- und Stressreaktionen (Walsh & Cummins, 

1976). Bei Knockout-Tieren war die Defäkation signifikant reduziert (Abb. 24): 

 -62,9 % in Versuch 1 (WT: 2,29, KO: 0,85, Bonferroni: p<0,05 *) 

 -72,5 % in Versuch 2 (WT: 2,00, KO: 0,55, Bonferroni: p<0,01 **) 

 -76,0 % in Versuch 3 (WT: 2,71, KO: 0,65, Bonferroni: p<0,001 ***) 
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Abb. 21: Die Ruhezeit ohne lokomotorische Aktivität war bei Knockouts besonders 

im ersten Durchlauf reduziert Der Wert stieg bei beiden Gruppen in den 

Wiederholungsdurchgängen an.     

ANOVA: Genotyp: F(1,117)=11,61, p<0,001 ***; Testdurchlauf:  F(2,117)=34,56, 

p<0,001 ***; Interaktion:  F(2,117)=0,165, p>0,05;   

Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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Abb. 22: Die in Wandnähe verbrachte Zeit unterschied sich nicht zwischen den 

Gruppen und stieg im Testverlauf an.   

ANOVA: Genotyp: F(1,117)=0,702, p>0,05; Testdurchlauf:  F(2,117)=18,28, p<0,001 

***; Interaktion:  F(2,117)=1,146, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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Abb. 23: Die Zahl der Übergänge ins Zentrum des Open Field war bei Knockouts 

nicht verändert und nahm besonders im dritten Durchgang ab.   

ANOVA: Genotyp: F(1,117)=0,026, p>0,05; Testdurchlauf:  F(2,117)=23,31, p<0,001 

***; Interaktion:  F(2,117)=0,054, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 

 

Abb. 24: Bei der Zahl der abgesetzten Kotboli zeigten Knockout -Tiere deutlich 

geringere Werte. Beide Gruppen blieben im Testverlauf stabil.   

ANOVA: Genotyp: F(1,117)=30,72, p<0,001 ***; Testdurchlauf:  F(2,117)=0,664, 

p>0,05; Interaktion:  F(2,117)=0,484, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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III.2.3  Holeboard 

Gesteigerte Aktivität im Open Field kann durch gesteigertes Erkundungsverhalten 

oder aber ungerichtete Hyperaktivität verursacht werden. Die Zahl der head dips im 

Holeboard kann unabhängig von der globalen motorischen Aktivität variieren und 

stellt ein mögliches Instrument zur Differenzierung dar (Lister, 1990).  

Interessanterweise war die Anzahl der head dips bei Knockouts nicht signifikant 

verändert (WT: 32,33 ±2,418, KO: 26,79 ±2,323, t-Test: p>0,05; Abb. 25) Dies deutet 

daraufhin, dass die erhöhte Open Field-Aktivität kein gesteigertes Erkundungs-

verhalten widerspiegelt.  

Weil Anxiolytika die Zahl der head dips steigern, betrachtet eine weitere 

Interpretation diesen Parameter als Korrelat von Angstverhalten (Takeda et al., 

1998). Unter diesem Gesichtspunkt ergibt sich kein Hinweis auf verändertes 

Angstverhalten von p75-Knockout-Tieren auf dem Holeboard.  

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 25: Bei der Anzahl der head dips im Holeboard zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen.  
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III.2.4  Dark/Light Box 

Die Dark/Light Box dient zur Erfassung von angst-ähnlichem Verhalten, Anxiolytika 

steigern den Aufenthalt im hellen Bereich (Bourin & Hascoët, 2003). Weil ein 

ausgeprägter Einfluss der Tageszeit auf die Ergebnisse bei diesem Testmodell 

bekannt ist (Onaivi & Martin, 1989) und Angaben zu dieser Variable in den 

bisherigen Studien fehlen,  wurde der Test am Tag und in der Nacht durchgeführt.  

Es zeigte sich ein deutlicher Gruppenunterschied beim Einfluss der Tageszeit auf die 

Aufenthaltsdauer im hellen Bereich: Kontrolltiere verbrachten tagsüber 96,5 % mehr 

Zeit im Licht als bei nächtlicher Testung (p<0,001 ***). In der Knockout-Gruppe war 

hingegen kein Unterschied zu beobachten. Dies führte dazu, dass sich Knockout-

Tiere im Vergleich zu Kontrollen tagsüber kürzer im Licht aufhielten, nachts hingegen 

länger (Abb. 26): 

 -35,4 % am Tag (WT: 44,25 %, KO: 28,58 %, Bonferroni: p<0,05 *) 

 +29,4 % in der Nacht (WT: 22,52 %, KO: 31,88 %, Bonferroni: p<0,05 *) 

Die Zahl der Übergänge zwischen den Kompartimenten wird ebenfalls durch 

anxiolytische Pharmaka beeinflusst (Bourin & Hascoët, 2003). Alle Tiere zeigten in 

der Dunkelphase mehr Seitenwechsel (Abb. 27). Bei der Testung in der Hellphase 

wurden bei WT durchschnittlich 8,21 und bei KO durchschnittlich 7,31 Seitenwechsel 

gezählt. Es ergab sich somit kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen. 

Auch bei der Testung in der Dunkelphase trat kein signifikanter Gruppenunterschied 

auf: hier zeigten WT 11,23 Seitenwechsel, in der KO-Gruppe waren es 10,69.  
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Abb. 26: In der Dark/Light Box verbrachte die Knockout-Gruppe tagsüber weniger 

Zeit im hellen Bereich, in der Nacht hingegen mehr. Dies zeigte einen gegenüber 

Kontrollen veränderten Einfluss der Tageszeit auf das Verhalten dieser Gruppe.  

ANOVA: Genotyp:  F(1,49)=0,614, p>0,05; Tageszeit: F(1,49)=5,235, p<0,05 *;   

Interaktion:  F(1,49)=9,67, p<0,01 **; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph  

ANMERKUNG:  BEI DER NÄCHTLICHEN TESTUNG WURDE EIN KONTROLLTIER AUFGRUND 

TECHNISCHER PROBLEME NICHT REGISTRIERT.   

Abb. 27: Die Anzahl der Übergänge zwischen den Kompartimenten unterschied 

sich nicht zwischen den Gruppen.   

ANOVA: Genotyp:  F(1,49)=0,609, p>0,05; Tageszeit:  F(1,49)=11,94, p<0,01 **;   

Interaktion:  F(1,49)=0,04, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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III.2.5  Morris Water Maze 

Das Water Maze dient der Prüfung des räumlichen Lernens. Die Orientierung im 

Becken sollte anhand optischer Informationen erfolgen. Ein wesentlicher Vorteil 

besteht in der starken Lernmotivation durch das aversive Wasser und der 

weitgehenden Ausschaltung olfaktorischer Reize (D'Hooge & De Deyn, 2001).  

Morris Water Maze: Training 

Alle teilnehmenden Mäuse konnten schwimmen. Beide Gruppen erreichten zwischen 

erstem und letztem Trainingstag eine signifikante Verbesserung, die benötigte 

Suchdauer bis zum Auffinden der Plattform nahm ab (Abb. 28): 

 -61,3 % bei Kontrollen (Tag 1: 77,10 s, Tag 4: 29,83 s, Bonferroni: p<0,01 **) 

 -44,8 % bei Knockouts (Tag 1: 68,37 s, Tag 4: 37,76 s, Bonferroni: p<0,05 *) 

Zwischen erstem und zweitem Trainingstag verbesserte sich die Kontrollgruppe 

dabei etwas stärker als die Knockout-Gruppe, An den einzelnen Tagen gab es 

jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen (Abb. 28). 

An Tag 1 dauerte die Plattformsuche bei WT durchschnittlich 77,10 s, bei KO 

durchschnittlich 68,37 s. An Tag 2 benötigten WT noch 36,01 s, KO 42,39 s. Über die 

folgenden beiden Trainingstage konnte eine geringe weitere Verbesserung 

beobachtet werden: an Tag 3 betrug die Suchdauer 33,46 s bei WT und 37,58 s bei 

KO, an Tag 4 29,83 s bei WT und  37,76 s bei KO. 

Bei der zurückgelegten Schwimmstrecke trat eine noch deutlichere Verbesserung zu 

Tage (Abb. 29): 

 73,4 % bei Kontrollen (Tag 1: 13,66 m, Tag 4: 3,64 m, Bonferroni: p<0,001 ***) 

 -61,5 % bei Knockouts (Tag 1: 10,76 m, Tag 4: 4,14 m, Bonferroni: p<0,01 **) 

Auch hier war kein signifikanter Gruppenunterschied zu beobachten (Abb. 29). Am 

ersten Trainingstag legte die WT-Gruppe im Durchschnitt 13,66 m zurück, die KO-

Gruppe 10,76 m. An Tag 2 konnten sich die WT auf 5,21 m, KO auf 4,96 m 

verbessern. An Tag 3 wurde bei WT 3,97 m, bei KO 4,44 m gemessen, an Tag 4 bei 

WT 3,64 m und bei KO 4,14 m.  

 



 

 

49 Ergebnisse 

 

 

 

 

 

Abb. 28: In der Trainingsphase lernten beide Gruppen, die Plattform zunehmend 

schneller zu finden. Die Verbesserungen waren in der ersten Trainingshälfte am 

deutlichsten. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen Kontroll - und 

Knockouttieren. ANOVA: Genotyp: F(1,16)=0,171, p>0,05; Testtag: F(3,16)=9,884, 

p<0,001 ***; Interaktion:  F(3,16)=0,421, p>0,05;   

Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 

Abb. 29: Auch bezüglich der zurückgelegten Schwimmstrecke zeigten beide 

Gruppen eine deutliche Verbesserung im Trainingsverlauf, besonders zwischen 

den Tagen 1 und 2. Der Genotyp hatte keinen Einfluss auf die Testleistung.   

ANOVA: Genotyp:  F(1,16)=0,294, p>0,05; Testtag: F(3,16)=15,33, p<0,001 ***;   

Interaktion:  F(3,16)=0,638, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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An allen Tagen fiel eine verringerte Schwimmgeschwindigkeit von Knockout-Tieren 

auf (Abb. 30): 

 -9,4 % an Tag 1 (WT: 18,2 cm/s, KO: 16,5 cm/s, Bonferroni: p>0,05) 

 -11,5 % an Tag 2 (WT: 17,4 cm/s, KO: 15,4 cm/s, Bonferroni: p<0,05 *) 

 - 15,2 % an Tag 3 (WT: 17,1 cm/s, KO: 14,5 cm/s, Bonferroni: p<0,01 **) 

  -18,1 % an Tag 4 (WT: 17,7 cm/s, KO: 14,5 cm/s, Bonferroni: p<0,001 ***) 

Knockout-Tiere schwammen im Testverlauf zunehmend langsamer, während die 

Kontrollgruppe nahezu konstant blieb (Abb. 29): 

 -2,7 % bei Kontrollen (Tag 1: 18,2 cm/s, Tag 4: 17,7 cm/s,   

Bonferroni: p>0,05) 

 -12,2 %  bei Knockouts (Tag 1: 16,5 cm/s, Tag 4 14,5 cm/s,   

Bonferroni: p<0,05 *)  

 

 

 

  

 

Abb. 30: Knockout-Tiere schwammen an den Tagen 2 – 4 signifikant langsamer als 

die Kontrollgruppe. Zudem nahm die Schwimmgeschwindigkeit bei Knockouts im 

Trainingsverlauf ab, während die Kontrollen konstant blieben.   

ANOVA: Genotyp: F(1,16)=53,08, p<0,0001 ***; Testtag: F(3,16)=3,866, p<0,05 *;  

Interaktion:  F(3,16)=1,102, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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Die in Wandnähe verbrachte Zeit kann Hinweise auf die angewandte Suchstrategie 

geben. Hohe Werte deuten auf Thigmotaxis hin, bei der die Orientierung im Becken 

anhand haptischer statt optischer Reize erfolgt (D'Hooge & De Deyn, 2001).  

Im Versuchsverlauf nahm die Zeit in Wandnähe zunächst ab, steigerte sich jedoch 

anschließend wieder Die Unterschiede zwischen den einzelnen Tagen erreichten 

allerdings keine Signifikanz. Auch die Differenzen zwischen den Gruppen an den 

einzelnen Tagen waren statistisch nicht signifikant (Abb. 31).  

Am ersten Trainingstag verbrachte die WT-Gruppe 24,37 % der Versuchsdauer in 

der Nähe des Beckenrandes, die KO-Gruppe 24,83 %. Am zweiten Tag sank dieser 

Wert auf 13,00 % bei WT und 16,63 % bei KO. An Tag 3 stieg der Randaufenthalt 

wieder, bei WT auf 18,78 %, bei KO auf 20,98 % und an Tag 4 auf 20,06 % bei WT 

bzw. 23,35 % bei KO.  

Mäuse sind in der Lage, längere Zeit bewegungslos auf Wasser zu treiben (floating), 

was jedoch im Water Maze dem Versuchsziel zuwiderläuft. Verschiedene 

Umgebungsparameter, beispielsweise zu niedrige Wassertemperatur, können das 

Auftreten von floating begünstigen (D'Hooge & De Deyn, 2001). 

Im vorliegenden Versuch war die Immobilität am ersten Tag sehr gering, stieg jedoch 

im Testverlauf in beiden Gruppen an (Abb. 32):  

 Kontrollen: Tag 1: 0,38 %, Tag 4: 8,72 %, Bonferroni: p<0,01 ** 

 Knockouts: Tag 1: 1,98 %, Tag 4: 10,05 %, Bonferroni: p<0,01 ** 

Ein signifikanter Gruppenunterschied war nicht nachweisbar (Abb. 32). An Tag 1 

waren WT-Tiere 0,38 % der Zeit bewegungslos, KO-Tiere 1,98 % der Zeit. An Tag 2 

ließen sich WT zu 4,13 % treiben, KO zu 9,26 %, An Tag 3 betrug der Wert bei WT 

9,71 %, bei KO 8,37 % und an Tag 4 bei WT 8,72 %, bei KO 10,05 %.  
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Abb. 31: Die Aufenthaltsdauer in Wandnähe (Wandabstand <22  cm) unterschied 

sich im Testverlauf und an den einzelnen Tagen nicht signifikant zwischen 

Kontroll- und Knockout-Tieren.   

ANOVA: Genotyp:  F(1,16)=0,584, p>0,05; Testtag: F(3,16)=1,721, p>0,05;   

Interaktion:  F(3,16)=0,051, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 

 

Abb. 32: Immobilität (floating) trat in beiden Gruppen gleichermaßen auf. Im 

Testverlauf stieg das Auftreten an.   

ANOVA: Genotyp:  F(1,16)=2,879, p>0,05; Testtag: F(3,16)=14,65, p<0,001 ***;   

Interaktion:  F(3,16)=1,797, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 

Water Maze (Training): Zeit in Wandnähe

Tag
 1

Tag
 2

Tag
 3

Tag
 4

0

10

20

30

40

50

WT (N=11)

KO (N=13)

Z
e

it
 i
n

 W
a

n
d

n
ä

h
e

 (
%

)

nsns

ns nsns

ns

ns

ns

ns

ns ns

ns

Water Maze (Training): Immobilität

Tag
 1

Tag
 2

Tag
 3

Tag
 4

0

5

10

15

20

WT (N=11)

KO (N=13)

nsns
* nsns

**

**
**

ns

ns

ns

ns

Z
e

it
 i
n

 I
m

m
o

b
ili

tä
t 

(%
)



 

 

53 Ergebnisse 

Morris Water Maze: Probe Trial 

Es gibt verschiedene Lösungsansätze für das Water Maze-Training: zielgerichtete 

Orientierung anhand visueller Merkmale (räumliches Lernen im engeren Sinne), 

thigmotaktische Orientierung (Kreisen am Rand bis zum eventuellen Auffinden der 

Plattform) sowie systematisches oder zufälliges Abschwimmen des Beckens. Weil 

nicht-visuelle Strategien im Training erfolgreich sein können, wird zur 

Unterscheidung am fünften Tag ein Durchlauf ohne Plattform durchgeführt (probe 

trial). Bei Verwendung einer visuellen Suchstrategie sollte die antrainierte 

Plattformposition häufiger überkreuzt werden als andere mögliche 

Plattformpositionen und der Zielquadrant als Aufenthaltsort bevorzugt werden 

(D'Hooge & De Deyn, 2001). 

Im vorliegenden Versuch offenbarten Knockout-Tiere deutliche Defizite im probe trial. 

Während Wildtyp-Kontrollen die richtige Plattformposition signifikant häufiger 

kreuzten als die übrigen Positionen, traf dies bei Knockouts nicht zu (Abb. 33): 

 Kontrollen: Zielposition: 3,55; andere Pos: 0,76, Bonferroni: p<0,01 ** 

 Knockouts: Zielposition: 1,46, andere Pos.: 0,72, Bonferroni p>0,05 

Bei der Aufenthaltsdauer in den Quadranten zeigte sich ein ähnliches Bild: Kontrollen 

bevorzugten den Zielquadranten, Knockouts nicht (Abb. 34): 

 Kontrollen: Zielquadrant: 41,53 s; andere Quadranten (jeweils): 19,56 s,   

Bonferroni: p<0,01 ** 

 Knockouts: Zielquadrant: 25,73 s, andere Quadranten (jeweils): 24,93 s,   

Bonferroni: p>0,05  
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Abb. 33: Während des probe trial schwammen die Kontrolltiere signifikant häufiger 

über die eintrainierte Zielposition als über andere mögliche Plattformpositionen. 

Knockout-Tiere zeigten diese Präferenz nicht.   

ANOVA: Genotyp:  F(1,44)=2,895, p>0,05; Suchort: F(1,44)=8,001, p<0,01 **;   

Interaktion:  F(1,44)=2,683, p>0,05; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 

Abb. 34: Knockout-Tiere zeigten im probe  trial im Gegensatz zur Kontrollgruppe 

auch keine Präferenz für den Beckenquadranten um die erlernte Position herum. 

ANOVA: Genotyp: F(1,44)=1,461, p>0,05; Suchquadrant: F(1,44)=6,973, p<0,05 *; 

Interaktion:  F(1,44)=6,029, p<0,05 *; Bonferroni-Posthoc-Test: siehe Graph 
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Interessanterweise zeigte sich im probe trial eine Seitenpräferenz in der Knockout-

Gruppe: diese Tiere verbrachten die meiste Zeit im Quadranten links des Ziels, und 

überkreuzten die Plattformposition des linken Quadranten ebenso häufig wie die 

Zielposition (Abb. 35). 

 

 

 

  Kontrollgruppe    Knockoutgruppe 

 
 
 

 

 
 
 

 
 

 

Abb. 35: Plattformkreuzungen und Zonenpräferenz im Water Maze probe trial 

Kontrolltiere zeigten eine klare Präferenz für die zuvor eintrainierte 

Plattformposition (oben links) und den Zielquadranten (unten links). Dies weist 

auf intaktes räumliches Lernen hin. In der Knockout -Gruppe war die 

Ortspräferenz gestört. Auffällig war ein bevorzugter Aufenthalt im Quadranten 

links des Ziels (unten rechts). Die Plattformposition links des Ziels wurde 

ebenso häufig überkreuzt wie die erlernte Zielposition (oben rechts). 
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IV. Diskussion 
 

IV.1  Veränderungen des cholinergen Systems in der Amygdala 

 

Vorbefunde aus dem Hippocampus 

Untersuchungen des Hippocampus konnten eine Steigerung der ChAT-positiven 

Faserdichte bei jungen p75E3- und p75E4-Knockout-Mäusen nachweisen (Barrett et 

al., 2010; Dokter et al., 2014). Allerdings kommt es bei Knockout-Tieren zu einer 

verstärkten Degeneration der hippocampalen cholinergen Innervation im Alter: 

während die ChAT-Aktivität im gesamten Hippocampus bei 2 Monate alten 

Knockout-Mäusen um 73 % erhöht war, betrug der Unterschied bei 16 Monate alten 

Tieren nur noch 46 % (Barrett et al., 2010). Die Faserdichte in Stratum moleculare 

und Stratum granulosum war bei jungen Mäusen um 30 % erhöht, während der 

Unterschied bei 20 Monate alten Tieren verschwand (Dokter et al., 2014). Als 

Ursache des verstärkten Faserverlusts sind zwei verschiedene Mechanismen 

denkbar: 

 p75 könnte im adulten Gehirn einen direkten trophischen Einfluss auf BFCN 

ausüben, beispielsweise durch den TrkA/p75-Komplex (Barrett et al., 2010). 

 die während der Embryonalphase hypertrophierten cholinergen Zellen 

könnten im adulten Gehirn unabhängig von p75 verstärkter Alterung 

unterworfen sein, etwa durch unspezifische Stressoren (erhöhte 

Stoffwechselleistung, oxidativer Stress).  

Da in der adulten basolateralen Amygdala (im Gegensatz zum Hippocampus) nur ein 

geringer Teil der cholinergen Afferenzen p75 exprimiert (Hecker & Mesulam, 1994), 

bietet sich hier eine Gelegenheit, dieser Frage nachzugehen: bei einer direkten 

trophischen Wirkung von p75 auf adulte cholinerge Neurone sollte der Faserverlust 

in der Amygdala bei p75-Defizienz unverändert sein, da diese Zellen im adulten 

Gehirn ohnehin kein p75 exprimieren. Liegt hingegen eine beschleunigte 

Degeneration hypertropher Neurone durch unspezifische Erschöpfungsprozesse vor, 

wäre bei gealterten Knockout-Tieren auch in der Amygdala ein verstärkter Rückgang 

zu erwarten.  
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Cholinerge Innervation der basolateralen Amygdala 

Die ChAT-positive Innervation der basolateralen Amygdala war bei 3 – 5 Monate 

alten Knockout-Mäusen um 16,9 % (p75E3) bzw. 14,3 % (p75E4) verstärkt. Dies 

steht in Einklang mit der in der Literatur beschriebenen Hypertrophie der BFCN bei 

p75-Defizienz. Zusammen weisen diese Befunde auf eine inhibitorische Wirkung von 

p75 auf die Embryonalentwicklung cholinerger Neurone hin.  

Bei p75E4-Tieren trat keine stärkere relative Erhöhung der Faserdichte auf als bei 

p75E3. Es fiel jedoch auf, dass p75E4-Tiere im Vergleich zum p75E3-Stamm 

grundsätzlich mehr ChAT-positive Fasern aufweisen. Eine mögliche Erklärung hierfür 

liefert die Tatsache, dass die p75E3-Mutation zunächst in einen 129Sv-Stamm 

erzeugt und erst nach mehreren Generationen in einen C57B6-Hintergrund 

eingekreuzt wurde (Lee et al., 1992). Die Zucht der p75E4-Mutation hingegen 

erfolgte von vornherein in C57B6-Tieren (von Schack et al., 2001). Variationen des 

cholinergen Systems zwischen verschiedenen Inzuchtstämmen wurden bereits 

beschrieben (Albanese et al., 1985; Schwab et al., 1990). 

Bei gealterten Tieren (19 – 22 Monate) lag in allen Gruppen eine gegenüber 

Jungtieren signifikant reduzierte Zahl cholinerger Afferenzen in der basolateralen 

Amygdala vor. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Einfluss des Genotyps auf 

diesen alterungsbedingten Faserverlust.  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die hypertrophen, aber im adulten Gehirn 

p75-negativen cholinergen Afferenzen der Amygdala bei p75-Defizienz keiner über 

das Normalmaß beschleunigten Alterung unterliegen. Die in der Literatur 

beschriebene verstärkte Degeneration p75-positiver hippocampaler Afferenzen bei 

Knockout-Tieren weist somit auf eine trophische Wirkung des Rezeptors auf diese 

Neurone hin. Diese Funktion erklärt sich vermutlich durch seine Beteiligung an der 

Bildung des hochaffinen TrkA/p75-Komplexes. Bei der Suche nach neuen 

Wirkstoffen mit Einfluss auf die p75-Signaltransduktion muss dieser Umstand 

berücksichtigt werden: selektive Inhibitoren proapoptotischer Rezeptorkomplexe 

(beispielsweise p75/Sortilin) erscheinen hier erfolgversprechender als beispielsweise 

ein unselektiver p75-Antagonist. 
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IV.2  Verhaltensphänotyp bei p75-Defizienz 

 

Es wäre grundsätzlich wünschenswert, Verhaltensuntersuchungen an p75E3- und 

p75E4-Tieren durchzuführen, um auftretende Veränderungen vergleichen zu können. 

Neben den eingangs erwähnten züchterischen Problemen des p75E4-Stammes 

erschwert jedoch bei homozygoten Knockout-Tieren auch eine deutliche Ataxie die 

Durchführung vieler gängiger Verhaltensversuche (von Schack et al., 2001). Auch 

beim p75E3-Stamm konnten Besonderheiten nachgewiesen werden, die mit 

ataktischen Störungen in Verbindung zu bringen sind. So zeigten sich etwa 

Veränderungen in der Morphologie und den elektrophysiologischen Eigenschaften 

des Cerebellums (Carter et al., 2003; Tian et al., 2013).  

In der vorliegenden Arbeit wurde eine verringerte Schwimmgeschwindigkeit von 

Knockout-Tieren im Morris Water Maze beobachtet. Die Laufgeschwindigkeit und 

Aktivität an Land war jedoch erhöht, es ergaben sich keine augenfälligen Hinweise 

auf ataktische Bewegungsmuster. Da das effiziente Schwimmen im Vergleich zur 

Fortbewegung an Land eine höhere muskuläre Koordination verlangt, ist es denkbar, 

dass p75-Defizienz in diesem Bereich zu subtilen Defiziten führt.   

 

IV.2.1  Open Field 

Die lokomotorische Aktivität im Open Field war in der Knockout-Gruppe deutlich 

erhöht. In allen drei Versuchsdurchgängen bewegten sich die Tiere weiter, schneller 

und mit weniger Pausen. Bei der Gewöhnung an die Testumgebung während der 

wiederholten Versuche wurde kein Unterschied festgestellt. Erhöhte lokomotorische 

Aktivität wurde auch von Peterson et al. (1999) beobachtet. Hingegen berichteten 

Barrett et al. (2010) über geringere lokomotorische Aktivität. Hierbei wurde allerdings 

eine aversivere Testumgebung verwendet (erhöhte Plattform, Beleuchtung 1000 

Lux), was zur Diskrepanz beitragen könnte. Martinowich et al. (2012) konnten keine 

Unterschiede im Open Field nachweisen, wobei nur kleine Gruppen (n=6) untersucht 

wurden. 

Weiterhin war die Anzahl der Defäkationen bei Knockout-Tieren deutlich reduziert. 

Dieser Parameter korreliert negativ mit der motorischen Aktivität und wird auch als 

Indikator für Angstverhalten interpretiert, wobei niedrigere Werte als Hinweis auf ein 
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verringertes Angstniveau gelten (Walsh & Cummins, 1976). Bei der Anzahl der 

Übergänge in die zentrale Zone der Testarena waren keine Unterschiede erkennbar, 

wobei zu beachten ist, dass die zentrale Zone bei Testung unter geringer 

Beleuchtung, in diesem Fall 25 Lux, vermutlich eine relativ geringe Aversivität 

aufweist.  

 

IV.2.2  Holeboard 

Die Zahl der head dips im Holeboard stellt ein Maß für gezieltes 

Erkundungsverhalten dar, das unabhängig von der globalen lokomotorischen 

Aktivität variieren kann (Lister, 1990). Zudem führt die Applikation anxiolytischer 

Pharmaka zu einer erhöhten Zahl und Dauer von head dips (Takeda et al., 1998). In 

der vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante Veränderung dieses Parameters 

nachgewiesen werden. Dies bestätigt die Ergebnisse von Catts et al. (2008) und 

deutet darauf hin, dass die erhöhte lokomotorische Aktivität von Knockout-Tieren 

nicht mit gesteigertem Erkundungsverhalten gleichzusetzen ist.   

 

IV.2.3  Dark/Light Box 

Bisher gibt es zwei Berichte zum Verhalten von p75-defizienten Mäusen in der 

Dark/Light Box: Martinowich et al. (2012) beobachteten eine Reduktion der Zeit im 

Licht und der Anzahl der Übergänge zwischen den Kompartimenten. Catts et al. 

(2008) konnten dagegen keine signifikanten Unterschiede feststellen.  Der Dark/Light 

Box-Test wird von tageszeitlichen Schwankungen des Kortikosteroid-Plasmaspiegels 

beeinflusst (Onaivi & Martin, 1989), weshalb eine Testdurchführung in der 

Dunkelphase empfohlen wird. Beide bisherigen Studien enthalten jedoch keine 

Angabe über diese Variable, sodass der Test in der vorliegenden Arbeit sowohl am 

Tag als auch in der Nacht durchgeführt wurde. 

Die Ergebnisse zeigen eine überraschende Interaktion zwischen den Faktoren 

Genotyp und Tageszeit: Kontrolltiere wurden stark von der Tageszeit beeinflusst und 

verbrachten nachts deutlich weniger Zeit im Licht, während sich dieser Einfluss in der 

Knockout-Gruppe nicht zeigte. Daraus resultierte eine relativ reduzierte Aufenthalts-

dauer von Knockout-Tieren im Licht bei Testung während der Hellphase, während 

die Aufenthaltsdauer in der Dunkelphase gegenüber den Kontrollen erhöht war.  
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Diese Ergebnisse können als Hinweis auf eine veränderte zirkadiane Rhythmik von 

p75-defizienten Mäusen gewertet werden. Weiterhin bieten sie einen 

Erklärungsansatz für die widersprüchlichen Ergebnisse in bisherigen Studien und 

unterstreichen die Notwendigkeit, in zukünftigen Veröffentlichungen Informationen 

zur Tageszeit bei Testdurchführung anzugeben.   

 

IV.2.4  Morris Water Maze 

Im Morris Water Maze waren bei Knockout-Tieren keine signifikanten Veränderungen 

in der Trainingsphase festzustellen. Jedoch zeigte sich im abschließenden probe trial 

eine deutlich schlechtere Leistung der Knockout-Gruppe: diese verzeichnete weniger 

Überkreuzungen der Zielposition und wies keine klare Präferenz für den Aufenthalt 

im Zielquadranten auf. Auffällig war, dass Knockout-Tiere besonders den 

Quadranten links des Ziels genauer untersuchten. Seitenpräferenzen sind ein eng 

mit der hippocampalen Funktion verknüpftes Symptom (Deacon & Rawlins, 2005). 

Die Resultate des probe trial könnten auch auf nicht-visuelle Suchstrategien 

hinweisen (D'Hooge & De Deyn, 2001). Allerdings erscheint dies im vorliegenden Fall 

angesichts der gegenüber Kontrollen unveränderten Suchdauer und 

Schwimmstrecke im Training eher unwahrscheinlich. Zusammengenommen deuten 

diese Ergebnisse auf eine komplexe Störung der Gedächtnisbildung hin. 

Peterson et al. (1999) kamen bei p75E3-Knockout-Tieren zu ähnlichen Ergebnissen. 

Zusätzlich war hier die Leistung im Training verschlechtert, was jedoch erst ab Tag 4 

von 7 erkennbar wurde. Beim in der vorliegenden Arbeit angewendeten Protokoll war 

dagegen Tag 4 der letzte Trainingstag. Wright et al. (2004) konnten ebenfalls 

Einschränkungen während Training und probe trial nachweisen.  

Zu beachten ist jedoch, dass in beiden genannten Studien 129Sv-Mäuse eingesetzt 

wurden. Diese Zuchtlinie erbringt grundsätzlich schlechte Leistungen im Water Maze. 

Zur Detektion subtilerer Defekte wird daher die Verwendung des C57B6-Stammes 

empfohlen, dessen Wildtypen allgemein eine gute Testleistung zeigen (Wolfer & 

Lipp, 2000). Unter Verwendung eines solchen Stammes konnten Catts et al. (2008) 

keine signifikanten Einschränkungen während Training und probe trial nachweisen.  
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Allerdings zeigte diese Studie eine Beeinträchtigung beim Erlernen einer neuen, 

zweiten Plattformposition nach dem ersten probe trial. Es wurde ein Training-

Retraining-Protokoll verwendet, die Tiere wurden also nach Abschluss des ersten 

probe trial auf eine neue Plattformposition trainiert. Im anschließenden zweiten probe 

trial schwammen die Nullmutanten signifikant häufiger zunächst über die zuerst 

erlernte Plattformposition (Catts et al., 2008). Dieses Verhalten deutet auf ein Defizit 

bei der Auslöschung von veralteten Gedächtnisinhalten hin und wurde wiederholt mit 

reduzierter LTD assoziiert (Nicholls et al., 2008; Dong et al., 2013).  

Tatsächlich wurde über LTD-Defekte im Hippocampus juveniler p75-Knockout-Mäuse 

berichtet (Rösch et al., 2005; Woo et al., 2005). Woo et al. (2005) konnten weiterhin 

nachweisen, dass pro-BDNF die LTD fördert und p75 an dieser Wirkung zentral 

beteiligt ist. Auch Martinowich et al. (2012) registrierten eine signifikant verminderte 

hippocampale LTD bei adulten p75E3-Knockouts. 

 

IV.3  Mögliche Ursachen veränderten Verhaltens bei p75-Defizienz 

 

IV.3.1  Veränderungen des cholinergen Systems 

Acetylcholin und Open Field-Verhalten 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen 

eine Steigerung der lokomotorischen 

Aktivität bei zugleich unveränderter 

Thigmotaxis im Open Field bei p75-

Defizienz. Die Ergebnisse des 

Holeboard sprechen dabei gegen 

einen gleichzeitigen Anstieg ziel-

gerichteten Erkundungsverhaltens. 

Sienkiewicz-Jarosz et al. (2000) 

untersuchten den Einfluss ver-

schiedener cholinerger Pharmaka 

auf das Verhalten im Open Field 

(Tab. 3).  

Substanz Dosierung Lokomotion Thigmotaxis

Physostigmin 5 μg + o

(AChE-Inh.) 20 μg o o

Nikotin 20 μg o –

(nAChR-Agon.) 40 μg o –

Mecamylamin 30 μg o o

(nAChR-Antag.) 90 μg o +

Scopolamin 30 μg o +

(mAChR-Antag.) 60 μg + +

Pirenzepin 10 μg o o

(mAChR1-Antag.) 50 μg o +

Tab. 3: Einfluss intrathekaler pharmako-

logischer Manipulationen des cholinergen 

Systems auf Open Field-Parameter (nach 

Sienkiewicz-Jarosz  et al.  (2000)) 
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Es wurde beobachtet, dass eine Steigerung des ACh-Angebots durch Physostigmin 

zu erhöhter Lokomotion bei gleichzeitig unveränderter Thigmotaxis führt, ähnlich dem 

Verhalten bei p75-Defizienz. Daher ist es denkbar, dass das Open Field-Verhalten 

p75-defizienter Mäuse mit der erhöhten cholinergen Innervation bei diesen Tieren in 

Verbindung steht.  

Während in der vorliegenden Arbeit eine deutliche Steigerung der Open Field-

Aktivität von Knockout-Tieren bei geringer Beleuchtung zu beobachten war, stellten 

Barrett et al. (2010) unter intensivem Licht eine Reduktion der Aktivität fest. In 

diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse von Martinowich et al. (2012) 

interessant: mittels in vivo-Mikrodialyse wurde bei geringer Stressbelastung in 

Knockout-Tieren ein reduzierter hippocampaler ACh-Gehalt ermittelt. Bei hoher 

Stressbelastung (30 Minuten Aufenthalt auf einer offenen erhöhten Plattform) 

hingegen war die ACh-Ausschüttung deutlich erhöht. Somit ist es denkbar, dass die 

Knockout-Tiere eine stärkere Reaktion auf die Stressbelastung während der 

Versuchsdurchführung aufweisen. 

Acetylcholin und Angstverhalten 

Die geringere Defäkation im Open Field und der längere Aufenthalt im Licht in der 

Dark/Light Box deuten auf verringertes Angstverhalten in diesen Tests hin.  

Für den Einfluss von ACh auf das Angstverhalten sind die Projektionen zwischen 

basalem Vorderhirn, Hippocampus, Amygdala und präfrontalem Kortex von zentraler 

Bedeutung. In jeder dieser Strukturen besteht ein charakteristisches 

Expressionsmuster von ACh-Rezeptoren und die Transmitterausschüttung unterliegt 

präziser räumlicher und zeitlicher Regulation. Daraus ergibt sich ein komplexer 

modulatorischer Einfluss von ACh (Picciotto et al., 2012). Im Allgemeinen scheint 

jedoch ein erhöhtes ACh-Angebot zu verringertem Angstverhalten zu führen. So 

konnte beispielsweise gezeigt werden, dass systemische und intraventrikuläre 

Applikation von Physostigmin Angstverhalten reduziert (Sienkiewicz-Jarosz et al., 

2003).  

Im präfrontalen Kortex begünstigen nAChR die Aktivität der Efferenzen zur Amygdala 

(Mansvelder et al., 2009). In der Amygdala selbst fördern diese Rezeptoren die 

Glutamatausschüttung der kortikalen Afferenzen (Klein & Yakel, 2006). Muskarinerge 

Rezeptoren der basolateralen Amygdala scheinen dagegen einen inhibitorischen 
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Einfluss zu haben (Power & Sah, 2008). Bei cholinergen Manipulationen der 

Amygdala zeigt sich ein Einfluss auf angstmotiviertes Lernen, während spontanes 

Angstverhalten weniger verändert ist (McGaugh, 2004). 

Im Hippocampus wirkt Infusion des NN-Antagonisten Mecamylamin und des M1-

Antagonisten Pirenzepin in verschiedenen Paradigmen anxiogen (File et al., 1998), 

während Physostigmin anxiolytisch wirkt (Degroot & Treit, 2002). An dieser Wirkung 

könnten GABAerge hippocampale Efferenzen zu cholinergen und nicht-cholinergen 

Zellen der Septumregion beteiligt sein. So schwächt etwa der GABAA-Agonist 

Midazolam Angstverhalten auch bei lokaler Mikroinfusion in das mediale Septum ab 

(Pesold & Treit, 1994). Im Kontext dieser Befunde korreliert die bei p75-Defizienz 

beschriebene signifikant erhöhte hippocampale ChAT-Aktivität  (Barrett et al., 2010) 

möglicherweise mit reduziertem Angstverhalten. 

In der Studie von Martinowich et al. (2012) bewirkte die systemische Applikation des 

AChE-Inhibitors Phenserin bei Kontrolltieren einen anxiolytischen Effekt, der in der 

Knockout-Gruppe nicht feststellbar war. Eine mögliche Ursache sind Störungen der 

Gehirnentwicklung in Abwesenheit von p75. Zudem kommt es möglicherweise zu 

einer Minderexpression von ACh-Rezeptoren bei chronisch erhöhter ACh-

Ausschüttung (Zhang et al., 2002; Hasselmo & Sarter, 2011). 

Acetylcholin und Water Maze-Lernen 

Im Morris Water Maze deutet die weitgehend unveränderte Leistung von p75E3-

Knockout-Tieren in der Trainingsphase auf ein intaktes Arbeitsgedächtnis hin. Die im 

probe trial aufgetretenen Defizite legen hingegen den Schluss nahe, dass die 

Konsolidierung und längerfristige Speicherung von Gedächtnisinhalten beeinträchtigt 

ist. Die BFCN sind eng mit diesen Funktionen verknüpft, beispielsweise durch die 

Generation des hippocampalen Theta-Rhythmus. Hierfür ist eine präzise örtliche und 

zeitliche Kontrolle der ACh-Ausschüttung erforderlich (Deiana et al., 2011; Hasselmo 

& Sarter, 2011). So konnte etwa gezeigt werden, dass die Verabreichung des 

mAChR-Agonisten Oxotremorin vor Tests des räumlichen Lernens die Leistung von 

alten Tieren steigert (Markowska et al., 1995), während eine Gabe nach den 

Trainingssitzungen die Gedächtnisbildung behindert (Bunce et al., 2003; 2004). 

Daher könnte eine Dysregulation der ACh-Ausschüttung bei Knockout-Tieren zu den 

Defiziten im Water Maze beitragen. 
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Adulte Neurogenese im Hippocampus spielt eine zentrale, wenn auch unvollständig 

geklärte Rolle bei Lernvorgängen (Zhao et al., 2008; Dokter & von Bohlen und 

Halbach, 2012). Die Veränderungen des cholinergen Systems bei p75-Defizienz 

könnten in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Rolle spielen: Kotani et al. (2006) 

und Kaneko et al. (2006) konnten nachweisen, dass eine Steigerung des ACh-

Angebots durch Donepezil die hippocampale Neurogenese steigert, während die 

Applikation von Scopolamin zu einer Verringerung führt. Auch selektive cholinerge 

Läsionen des basalen Vorderhirns reduzieren die hippocampale Neurogenese 

(Cooper-Kuhn et al., 2004; Mohapel et al., 2005). 

Im Hippocampus p75-defizienter Mäuse zeigen einige Studien eine Verminderung 

der Neurogenese gegenüber Wildtyp-Kontrollen (Catts et al., 2008; Bernabeu & 

Longo, 2010; Colditz et al., 2010). Andere Untersuchungen konnten diesen Effekt 

hingegen nicht nachweisen (Martinowich et al., 2012; Dokter et al., 2014). 

Greferath et al. (2000) und Barrett et al. (2010) berichteten über eine verbesserte 

Leistung von p75E3-Knockouts im Radial Arms Maze, einem dem Water Maze 

konzeptionell verwandten, aber „trockenen“ Paradigma. Durch die fehlende 

Wasserkomponente führt dieser Test vermutlich zu einer geringeren Stressbelastung 

der Tiere. Im Anbetracht der bereits erwähnten veränderten Stressreaktion des 

cholinergen Systems bei p75-defizienten Mäusen stellen diese Ergebnisse also nicht 

zwingend einen Widerspruch zu den vorherigen Überlegungen dar.  

Es muss jedoch angemerkt werden, dass das Water Maze und das Radial Arms 

Maze möglicherweise nicht die sensitivsten Modelle für cholinerge Funktionen sind. 

So hatten etwa cholinerge Läsionen des medialen Septums in einigen Studien keine 

signifikante Beeinträchtigung in diesen Tests zur Folge (Baxter et al., 1995; 

Vuckovich et al., 2004). Andererseits konnten jedoch auch zahlreiche Studien eine 

Koinzidenz von cholinergen Defekten und verschlechterter Water Maze-Leistung 

nachweisen (D'Hooge & De Deyn, 2001) 
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IV.3.2  Veränderungen der zirkadianen Rhythmik 

Die Beobachtungen in der Dark/Light Box lassen vermuten, dass die zirkadiane 

Rhythmik bei p75-defizienten Tieren verändert ist. Es liegen Berichte vor, wonach 

BDNF über TrkB-Rezeptoren an der taktgebenden Wirkung von Licht auf den Ncl. 

suprachiasmaticus (photic entrainment) beteiligt ist (Liang et al., 2000; Allen et al., 

2005). Weiterhin wurde p75 in diesem Kern auf Afferenzen von Retina und basalem 

Vorderhirn nachgewiesen (Bina et al., 1997).  

Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression von p75 im Ncl. 

suprachiasmaticus einer zirkadianen Oszillation unterliegt, die durch die 

Transkriptionsfaktoren CLOCK und BMAL1 gesteuert wird (Baeza-Raja et al., 2013). 

Bei p75-Defizienz war das zeitliche Expressionsmuster der clock genes Per1 und 

Per2 im Ncl. suprachiasmaticus und in Hepatozyten verändert. In der Leber traten 

zudem Unterschiede in der Regulation von Genen des Lipid- und 

Kohlenhydratstoffwechsels auf. Die zirkadiane motorische Aktivität im Laufrad 

(Activity Wheel) war in dieser Studie jedoch unverändert. Die Autoren merkten dazu 

an, dass auch manche Mausstämme mit nachweislich gestörter zirkadianer Rhythmik 

ein normales Verhalten im Activity Wheel zeigen und stellten die Theorie auf, dass 

p75 an der Synchronisierung des zentralen Taktgebers im Ncl. suprachiasmaticus 

mit peripheren Geweben beteiligt sein könnte. 

Im basalen Vorderhirn spielt Adenosin eine wichtige Rolle bei der Regulation von 

Wach- und Schlafphasen. Es wird dort von cholinergen Neuronen während des 

Wachzustands ausgeschüttet und akkumuliert extrazellulär (Porkka-Heiskanen et al., 

2000). Aufgrund der zentralen Rolle dieser cholinergen Zellen für Wachsamkeit und 

Aufmerksamkeit und ihrer Expression von A1-Rezeptoren wurde vermutet, dass sie 

an der schlaffördernden Wirkung von Adenosin beteiligt sein könnten (Basheer et al., 

2002). Eine Folgestudie zeigte jedoch, dass auch bei selektiven Läsionen der BFCN 

die Schlafinitiierung intakt bleibt (Blanco-Centurion et al., 2006). 
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IV.4  Schlussfolgerungen und Ausblick 

 

IV.4.1  Morphologische Untersuchungen 

Aufgrund der besonders engen Verknüpfung zwischen p75 und cholinergen 

Neuronen des basalen Vorderhirns wurde dieses Transmittersystem bei vielen 

Untersuchungen an Knockout-Mäusen in den Vordergrund gestellt, so auch in der 

vorliegenden Arbeit. Tatsächlich lässt sich für viele der Verhaltensergebnisse eine 

recht plausible Verknüpfung zu den morphologischen und funktionellen 

Veränderungen des cholinergen Systems herstellen. Eine Aussage über die 

Kausalität kann dabei jedoch nicht getroffen werden, da die Funktion von ACh noch 

immer mit großen Unsicherheiten behaftet ist. Die Verknüpfung der bekannten 

molekularen und zellulären Wirkungen mit höheren Funktonen ist aufgrund der 

komplexen Kompensationsmechanismen und des eher modulatorischen Einflusses 

von ACh sehr schwierig. 

Aus diesem Grund sollte die mögliche Beteiligung anderer Transmitter an den 

Verhaltensauffälligkeiten im Blick behalten werden. Beispielsweise ist Serotonin eng 

mit der zirkadianen Rhythmik und mit Angstverhalten verknüpft. Hippocampus, 

Amygdala und viele andere Gehirnstrukturen erhalten intensive serotonerge 

Afferenzen (Morin, 1999; Bourin & Hascoët, 2003; Hensler, 2006). Bei BDNF-

defizienten Mäusen wurden bereits Veränderungen dieses Transmittersystems und 

assoziierter Verhaltensweisen nachgewiesen (Lyons et al., 1999). Katecholaminerge 

Systeme beeinflussen unter anderem die lokomotorische Aktivität. So führt etwa ein 

Dopamintransporter-Knockout zu erhöhten synaptischen Dopaminkonzentrationen 

und zu gesteigerter lokomotorischer Aktivität (Gainetdinov et al., 2001). Erhöhte 

Dopamin- und Noradrenalinspiegel wurden auch bei Coloboma-Mäusen beobachtet, 

einem Modell für Hyperaktivität (Jones & Hess, 2003).  

Tatsächlich konnte unsere Arbeitsgruppe mittels HPLC einen erhöhten Gehalt an 

Dopamin und dessen Metaboliten 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure (DOPAC) in der 

basolateralen Amygdala von p75E3-Knockout-Tieren nachweisen (Busch et al., 

2017). Auch der Serotoninmetabolit 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIAA) war 

signifikant erhöht. Mithilfe immunhistochemischer Methoden könnte die 

morphologische Ursache dieser Veränderungen näher untersucht werden.  
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Im basalen Vorderhirn sind cholinerge und GABAerge Neurone funktionell eng 

verknüpft, beispielsweise bei der Erzeugung von hippocampalen Theta-Wellen. In 

Zellkulturen und im Hippocampus konnte eine Interaktion zwischen GABAergen 

Zellen und p75 beobachtet werden (Lin et al., 2007; Langlois et al., 2013). Eine 

genauere Untersuchung dieser Zellen bei p75-defizienten Tieren könnte daher 

Rückschlüsse auf eventuelle kompensatorische Mechanismen auf dieser Ebene 

erlauben. Zusätzlich könnten hippocampale EEG-Ableitungen bei diesen Tieren 

einen interessanten Einblick in die Gesamtfunktion des basalen Vorderhirnnetzwerks 

bieten. 

 

IV.4.2  Verhaltensstudien 

Aus der vorliegenden Arbeit und dem Stand der Literatur ergeben sich 

Konsequenzen und Ansatzpunkte für künftige Untersuchungen an p75-defizienten 

Mauslinien. Verhaltensuntersuchungen könnten sich auf vier Aspekte fokussieren: 

 um die Funktion der Amygdala zu prüfen, könnten entsprechende 

Konditionierungsparadigmen durchgeführt werden. Außer von Peterson et al. 

(1999), die verschlechterte Langzeitretention im Inhibitory Avoidance-Test 

nachweisen konnten, liegen hierzu keine Daten vor. 

 der Einfluss der Variable „Tageszeit“ auf die Testergebnisse könnte genauer 

untersucht werden. Dazu sollten neben der Dark/Light Box andere 

Standardtests (z. B. Open Field, Elevated Zero Maze, Holeboard) am Tag und 

in der Nacht durchgeführt werden. Zudem könnte parallel ein 

Plasmakortikosteroid-Tagesprofil erstellt werden, da diese Hormone 

zumindest in der Dark/Light Box die Ergebnisse beeinflussen. Außerdem 

könnten weitere Activity Wheel-Tests durchgeführt werden, um die Ergebnisse 

von Baeza-Raja et al. (2013) mit größeren Fallzahlen zu ergänzen. 

 gezielte Tests der Aufmerksamkeitsleistung prüfen eine Kernfunktion des 

cholinergen Systems und wären daher angesichts der gravierenden 

Abweichungen in diesem Bereich bei p75-Defizienz von großem Interesse. 

Eine Methodenübersicht findet sich in Bushnell (1998). 
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 zur Klärung der Frage, ob Unterschiede in der Stressbelastung die scheinbar 

konträren Ergebnisse von Water Maze und Radial Arms Maze verursachen, 

könnte das Radial Arms Maze in Kombination mit standardisierter 

Stressexposition (z. B. offene Plattform) durchgeführt werden. Dies könnte 

auch Hinweise auf die physiologische Relevanz der Dysregulation des 

cholinergen Systems bei Stressbelastung geben. Der Einfluss von Stress auf 

andere Tests sollte ebenfalls genauer untersucht werden. 

Zudem wurde erkennbar, dass Umgebungsfaktoren und der genetische Hintergrund 

der verwendeten Tiere wahrscheinlich zu den oft widersprüchlichen Befunden in der 

Literatur beitragen. Daher sollten zukünftige Veröffentlichungen vollständige 

Informationen zu Zucht, Haltung und Versuchsablauf enthalten, insbesondere auch 

zum Zeitpunkt der Versuchsdurchführung im Tagesverlauf. 
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IV.5  Zusammenfassung 

 

Die vorliegende Arbeit quantifiziert erstmalig den Effekt einer Deletion des p75-

Neurotrophinrezeptors auf die cholinerge Innervation der Amygdala. Im basolateralen 

Kernkomplex war bei jungen und gealterten p75-defizienten Mäusen eine erhöhte 

Dichte cholinerger Afferenzen nachweisbar. Ähnliche Veränderungen wurden bereits 

im Hippocampus beobachtet. Während jedoch im Hippocampus bei p75-Defizienz 

ein verstärkter Verlust cholinerger Fasern im Laufe des Alterungsprozesses zu 

verzeichnen ist, zeigte sich in der Amygdala in dieser Hinsicht kein Einfluss des 

Genotyps. Im adulten Hippocampus wird p75 physiologischerweise exprimiert, in der 

adulten Amygdala jedoch nicht. Die vorliegenden Ergebnisse weisen somit auf eine 

trophische Wirkung des Rezeptors auf hippocampale cholinerge Afferenzen hin, die 

vermutlich in Assoziation mit Trk-Rezeptoren vermittelt werden. 

Bei der Verhaltensphänotypisierung zeigten Knockout-Tiere bereits in der Eingangs-

untersuchung eine erhöhte motorische Aktivität. Diesen Eindruck bestätigte das 

Open Field mit einer signifikant erhöhten zurückgelegten Wegstrecke. Das 

Holeboard zeigte jedoch keine begleitende Zunahme zielgerichteter Exploration. In 

der Dark/Light Box fiel ein signifikant unterschiedlicher Einfluss der Tageszeit bei 

Testdurchführung auf das Verhalten von Wildtypen und Knockouts auf. Dies 

erschwert die Testinterpretation, bietet jedoch auch eine mögliche Erklärung für die 

Diskrepanzen in der Literatur. Im Morris Water Maze zeigten Knockout-Tiere Defizite 

im probe trial, was auf gestörte Gedächtnisbildung hinweist. Interessanterweise 

erschien das Erlernen der Aufgabe zuvor in der Trainingsphase nicht wesentlich 

verschlechtert. 

Als Ursache der Verhaltensauffälligkeiten bei p75-Defizienz kommen verschiedene 

morphologische und elektrophysiologische Abweichungen in Betracht. Dazu zählen 

Veränderungen des cholinergen Systems, der neuronalen Plastizität und der 

zirkadianen Rhythmik. Angesichts des komplexen Verhaltensphänotyps sind zudem 

Veränderungen weiterer Transmittersysteme wahrscheinlich. Die Untersuchung 

dieser Systeme und die Durchführung spezialisierter Verhaltenstests sind daher 

interessante Ansatzpunkte für künftige Studien. 
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Anhang 

 

Materialien 

 

Histologie 

 

Perfusion 

 

 Diethylether (Carl Roth, Karlsruhe) 

 Phosphatgepufferte  Salzlösung (PBS, pH 7,2): 

2,0 g NaH2PO4 + 10,73 g Na2HPO4 + 9,0 g NaCl in 1000 ml Aqua dest. 

 Formaldehyd-Lösung (4 % Paraformaldehyd in PBS) 

 Glaszylinder mit geschliffenem Deckel (Ø 11,5 cm, Höhe 11 cm) 

 Papierhandtücher 

 Alufolie 

 Kunststoffbrett (15 x 25 cm) und passende rechteckige Wanne 

 Klebestreifen 

 Chirurgische Scheren, Pinzetten, Skalpell, Spatel 

 Infusionspumpe (Minipuls 3, Gilson, Middleton, Wisconsin, USA) mit Schlauchsystem 

(B. Braun, Melsungen) und Kanüle (Sterican 20G, B. Braun) 

 Kunststoffbecher (15 ml) mit Deckel 

 

ChAT-Färbung 

Lösungen 

 

 Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

 Ethanol 20 % 

 Citratpuffer 0,01 M 

 Blockierlösung (5 % Rinderserumalbumin (BSA) + 0,1 % Triton in PBS) 

 Destilliertes Wasser (Aqua dest.) 

 Polyvinylalkohol (Mowiol) 

 Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0): 9 ml Lsg A + 41 ml Lsg B + 450 ml Aqua dest. 

o Lösung A (0,1 M): 21,01 g Citrat  in 1000 ml Aqua dest. 

o Lösung B (0,1 M): 29,41 g Natriumcitrat in 1000 ml Aqua dest. 
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Antikörper & Farbstoffe 

 

 Primärer Antikörper: ChAT AB144P (polyclonal goat anti-ChAT IgG), Merck Millipore, 

Billerica, Massachusetts, USA 

 Sekundärer Antikörper: biotinylated horse anti-goat IgG (H+L), Vector Laboratories, 

Burlingame, California, USA 

 Farbstoff: Cy3-conjugated Streptavidin, Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

West Grove, Pennsylvania, USA 

 Kernfarbstoff: DAPI, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

 

Geräte & Materialien 

 

 Vibratom (VT1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar) 

 Streckplatte (OTS 40, medite, Burgdorf) 

 Hybridisierungsofen (ProBlot, Labnet, Edison, New Jersey, USA) 

 Schüttelplatte (3005, GFL, Burgwedel) 

 Vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, New York, USA) 

 Absaugpumpe 

 Mikrowelle (700 Watt) 

 Cyanoacrylatkleber (UHU Sekundenkleber) 

 Rasierklingen (Gillette Super Silver) 

 Pinsel 

 Wellplatten + Deckel (Cellstar 24 Wells, Greiner bio-one, Frickenhausen) 

 Objektträger (Superfrost plus, R. Langenbrinck, Emmendingen) und Deckgläser (24 x 

50 mm, R. Langenbrinck) 

 Küvetten 

 Liquid Blocker (Super PAP Pen, Daido Sangyo Co., Tokyo, Japan) 

 Metallschachtel mit Deckel (zur Lagerung während der Inkubationsphasen) 

 Pipetten (Research 2,5, 10, 100, 1000, 5000 µl, Eppendorf, Hamburg) 

 Pipettenspitzen (ep T.I.P.S. 2,5, 10, 5000 µl, Eppendorf, 

Pipettenspitzen 200, 1000 µl, Sarstedt, Nümbrecht) 

 Reagenzgefäße (Tubes 2 ml, Eppendorf, Reagenzröhren 15 ml, Sarstedt) 

 

Digitalisierung und Auswertung  

 

 Mikroskop Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Oberkochen) 

 Lichtquelle HAL 100 (Carl Zeiss AG) 

 Fluoreszenzlichtquelle HXP 120 (Carl Zeiss AG) 

 Kamera AxioCam HRc (Carl Zeiss AG) 

 AxioVision v4.8.1 (Carl Zeiss AG) 

 Corel PHOTO-PAINT v14.0.0.701 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) 
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Verhaltensversuche 

 

Open Field 

 

 Open Field 45 x 45 x 40 cm (LE802S, Panlab, Barcelona, Spanien) 

 Webcam (C300, Logitech, Lausanne, Schweiz) 

 SmartJunior v1.0.0.7 (Panlab) 

 Dimmbare Halogenleuchte 28W 

 Ethanol 70%, Papierhandtücher 

 

Holeboard 

 

 Holeboard 45 x 45 cm mit 16 Löchern (Ø 2,5 cm) und IR-Sensoren (LE8820, Panlab) 

 Steuer- und Erfassungsgerät (LE8825, Panlab) 

 RS232/USB-Konverter (CONRS232USB, Panlab) 

 SedaCom v2.0 (Panlab) 

 Dimmbare Halogenleuchte 28W 

 Ethanol 70%, Papierhandtücher 

 

Dark/Light Box 

 

 Dark/Light Box (helle Seite: 30 x 30 x 30 cm; dunkle Seite: 20 x 30 x 30 cm) 

(Eigenanfertigung aus beschichteten weißen Spanplatten) 

 Webcam (C300, Logitech) 

 Smart Junior v1.0.0.7 (Panlab) 

 Dimmbare Halogenleuchte 28W 

 Aqua dest., Ethanol 70%, Papierhandtücher 

 

Morris Water Maze 

 

 Wasserbecken (Ø 150 cm, Höhe 100 cm) 

 Plattform mit Standfuß (14 x 14 cm) 

 UHT-Milch (2 l je Füllung) 

 Webcam 

 EthoVision v3.0 (Noldus, Wageningen, Niederlande) 

 WinTrack 2.4.50923 (David P. Wolfer, Zürich, Schweiz) 

 Symbole zur Orientierung an den Wänden 

 Dose mit Haltestab zum Einsetzen der Tiere ins Wasser 

 Schöpflöffel zum Herausnehmen der Tiere 

 Teesieb mit Haltestab zur Reinigung 

 Infrarotlampe 100 W 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

ACh   Acetylcholin 

AChE   Acetylcholinesterase 

Aqua dest.  Aqua destillata 

BDNF   brain derived neurotrophic factor 

BFCN   basal forebrain cholinergic neurons 

BLA   basolaterale Amygdala 

BSA   Bovines Serumalbumin 

ChAT   Cholinacetyltransferase 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

EEG   Elektroenzephalogramm 

GABA   gamma amino butyric acid 

HPLC high-performance liquid chromatography 

LTD   long term depression  

LTP   long term potentiation 

mAChR  muskarinerge Acetylcholinrezeptoren 

nAChR  nikotinerge Acetylcholinrezeptoren 

Ncl.   Nucleus 

NGF   nerve growth factor 

NT3   Neurotrophin-3 

NT4/5   Neurotrophin-4/5 

PBS   phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 

p75E3   p75-Exon 3-Knockout-Stamm 

p75E4   p75-Exon 4-Knockout-Stamm 

TNFR   Tumornekrosefaktor-Rezeptor 

Trk   tropomyosin receptor kinase 

ZNS   Zentrales Nervensystem  
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