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ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend des physiologischen Alterungsprozesses fiihren degenerative Veranderungen des
Gehirns zur allmahlichen Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit. Darliber hinaus steigt die
Inzidenz neurodegenerativer Erkrankungen mit zunehmendem Alter stark an. Am haufigsten
tritt die Demenz vom Alzheimer-Typ (AD) auf, in deren Verlauf der Hippocampus und die
cholinergen Neurone des basalen Vorderhirns (CNBVH) besonders friih von degenerativen
Veranderungen und Zelltod betroffen sind. Daraus resultieren schwere Defizite der
Gedachtnisfunktion, die mit der Abnahme des Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) im

Hippocampus im Zusammenhang stehen.

Neurotrophine (NT) sind Signalproteine, die im Hippocampus und in den CNBVH vorkommen
und vermutlich bei der Entstehung der AD eine wichtige Rolle spielen. Uber die Aktivierung von
Zelloberflichenrezeptoren steuern NT das Uberleben von Neuronen und gewihrleisten die
Integritdt und Funktionalitdt neuronaler Netzwerke. Der p75-Neurotrophinrezeptor (p75NTR)
wird im Verlauf der AD vermehrt exprimiert und in diesem Zusammenhang als Vermittler des
cholinergen Neuronenuntergangs diskutiert. Des Weiteren wird p75NTR eine negativ
modulatorische Wirkung auf die synaptische Plastizitdt im Hippocampus nachgesagt, die z.B. als

Reaktion auf Stressreize beobachtet wurde.

Anhand histologischer Betrachtungen junger (5-7 Monate) und gealterter (> 20 Monate)
p75NTR-defizienter Knockout-Mause wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals der
altersabhangige Einfluss des p75NTR auf das septohippocampale Netzwerk untersucht.
Immunhistochemische  Faserdichteanalysen  wiesen dem  p75NTR-Knockout einen

procholinergen Effekt nach, der auch bei gealterten Mausen erhalten blieb.

Die Morphologie der dendritischen Dornen gilt als wichtiger Indikator flir Verdanderungen im
Bereich der synaptischen Plastizitat. Junge p75NTR-Mutanten zeigten in Voruntersuchungen
einen Anstieg der Dornendichte im Hippocampus, der als Hinweis fiir eine verstarkte

synaptische Transmission gewertet wurde. Mit Hilfe der Golgi-Silberimpragnation konnte jedoch



flir gealterte p75NTR-Knockouts keine signifikante Veranderung der Dornenarchitektur

festgestellt werden.

S-p75NTR stellt eine verkiirzte Splicevariante des p75NTR dar, die nicht an NT binden kann und
deren Funktion bisher weitestgehend unbekannt ist. Durch die Betrachtung eines zusatzlichen
(S-p75NTR-positiven) Knockout-Stammes konnte dieser p75NTR-Isoform zum ersten Mal eine

Bedeutung fiir die altersabhangige Regulation des cholinergen Systems nachgewiesen werden.

P75NTR steht seit einigen Jahren als vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt bei der
AD zur Diskussion. Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass eine negative Modulation des
p75NTR die cholinerge Transmission starken und moglicherweise den Untergang cholinerger
Neurone verhindern kénnte. Allerdings werden auch Zweifel aufgeworfen, ob der procholinerge
Effekt tatsachlich zu einer signifikanten Verbesserung der kognitiven Defizite filhren wiirde. Die
vielfadltigen, kontextabhdngigen Interaktionen des p75NTR stellen dabei die groRte
Herausforderung dar: Regional altersabhangige Expressionsmuster, verschiedene Liganden und
Splicevarianten, diverse Co-Rezeptoren und komplexe intrazellulare Signalkaskaden erschweren

den Zugang zum p75NTR als mogliches Therapieziel bei der AD.



1 EINLEITUNG

1.1 DER HIPPOCAMPUS

1.1.1 LAGE UND AUFBAU

Im murinen Gehirn verlduft der Hippocampus C-formig entlang einer eher vertikalen,
septotemporalen Achse (Abb. 1), wahrend er beim Menschen, durch den massiv vergroRerten
Neocortex an den Boden des Temporalhorns gedrangt, eine eher horizontale Orientierung
einnimmt. Grundsatzlich weist der Hippocampus beider Spezies die gleichen Bestandteile und
eine vergleichbare Architektur auf (Andersen, Morris et al. 2007). Die anatomischen Angaben

beziehen sich im Folgenden, sofern nicht anders vermerkt, auf ihre Lage im murinen Gehirn.

Seine herausragende Position fiir die Neurowissenschaften verdankt der Hippocampus unter
anderem einigen morphologischen Besonderheiten. Er besteht groRtenteils aus dem
Archicortex, der einen dreischichtigen Aufbau und eine strikte schichtenspezifische Lokalisation
von Perikarya, Dendritenbdumen und Faserverlaufen besitzt (Andersen, Morris et al. 2007).
Phylogenetisch betrachtet reprasentiert der Archicortex zudem einen sehr alten Anteil des
Telencephalons und erlaubt somit Riickschllsse auf grundlegende funktionelle und anatomische
Prinzipien des Gehirns. Der hippocampale Archicortex setzt sich zusammen aus dem Gyrus
dentatus und dem Cornu ammonis (Ammonshorn), das wiederum in die Segmente CA1, CA2 und
CA3 unterteilt wird (Trepel 2012). Abb. 2 stellt die komplexen anatomischen Verhéltnisse dieser

Areale dar.

Abb. 1 Laterale Ansicht des murinen Gehirns

Abbildung verédndert nach (Andersen, Bliss et al. 1971)

orange markiert:  freipraparierter Hippocampus
rot markiert: Sagittalschnitt des Hippocampus
(in Abb. 2 vergroRRert dargestellt)




1.1.1.1 GYRUS DENTATUS

Der dreischichtige Gyrus dentatus weist im Koronar- und Sagittalschnitt eine V- bzw. U-Form
auf, die vom oberflachlichen Stratum moleculare und dem tieferliegenden zellreichen Stratum
granulare gebildet wird (Abb. 2). Es entsteht auf diese Weise ein superiores (der CA1-Region
zugewandtes) und ein inferiores Blatt, die im Apex aufeinander treffen und das Stratum
polymorphe umschlieRen (Franklin 2007). Im Stratum moleculare bilden die Dendritenbdaume
der Kornerzellen des Stratum granulare synaptische Verbindungen mit verschiedenen
afferenten Fasersystemen, darunter cholinerge Projektionen aus dem basalen Vorderhirn (BVH)
(Nyakas, Luiten et al. 1987). Dariber hinaus verlaufen afferente Fasern im Bereich des
Ubergangs zwischen Stratum granulare und Stratum polymorphe, der auch als subgranulére

Zone (SGZ) bezeichnet wird (Andersen, Morris et al. 2007).

1.1.1.2 CORNU AMMONIS

An der Fissura hippocampalis liegt dem Gyrus dentatus das Cornu ammonis mit seinem diinnen
Stratum lacunosum-moleculare auf, das afferente Faserverbindungen enthalt. Darunter befindet
sich das Stratum radiatum, das von den apikalen Dendriten der Pyramidenzellen durchzogen
wird, deren Somata im angrenzenden zellreichen Stratum pyramidale gelegen sind. Die basalen
Dendriten dieser Pyramidenzellen sind am Ubergang zum Stratum oriens lokalisiert, welches die
dullere Schicht des Cornu ammonis darstellt (Abb. 2). Die Axone der Pyramidenzellen verlaufen
im Alveus, der dem Stratum oriens aufliegt und beim Menschen direkt an den Boden des
Seitenventrikels grenzt. Vom Apex des Gyrus dentatus wird die CA3-Region umfasst, die sich
morphologisch durch ihr grofRzelliges Stratum pyramidale auszeichnet. Folgt man dem
Ammonshorn in distaler Richtung, so gelangt man Uber die CA2- und die kleinzelligere CA1-
Region zum Subiculum. Hier fasert das Stratum pyramidale auf und die archicortikale
Dreischichtung geht im Verlauf von Prd- und Parasubiculum zunehmend in die neocortikale

Sechsschichtung des entorhinalen Kortex liber (Andersen, Morris et al. 2007, Franklin 2007).



Abb. 2  Schematischer Sagittalschnitt des Hippocampus

Abb. 2 entspricht dem rot gefarbten Areal in Abb 1.

fim = Fimbria; alv = Alveus; EC = entorhinaler Cortex; DG = Gyrus dentatus; Sub = Subiculum; Ap = Apex
des DG; Spm = Stratum polymorphe; Ssg = subgranuldre Zone; Sgr(s) = superiores Blatt des Stratum
granulare; Sgr(i) = inferiores Blatt des Stratum granulare; Smo = Stratum moleculare; SIm = Stratum
lacunosum-moleculare; Sr = Stratum radiatum; Spy = Stratum pyramidale; Sor = Stratum oriens; Fhc =
Fissura hippocampalis; Abbildung verdndert nach (Andersen, Bliss et al. 1971)

1.1.2 VERSCHALTUNGEN DES HIPPOCAMPUS

Eine Besonderheit des Hippocampus ist sein unidirektionales Verschaltungsprinzip, das fir
intrahippocampale Verbindungen vereinfacht als trisynaptischer Neuronenkreis veranschaulicht
wird (Abb. 3) (Andersen, Bliss et al. 1971). Die Hippocampi beider Seiten kommunizieren im
Bereich der ventralen und dorsalen Kommissur miteinander (Demeter, Rosene et al. 1985). Uber
die Faserprojektionen im Fornix ist der Hippocampus mit dem BVH, dem Hypothalamus und
verschiedenen Kerngebieten des Hirnstamms verbunden. Darliber hinaus bestehen
multimodale Verbindungen zur Amygdala, zum Assoziationskortex und zu Arealen des

mesolimbischen Systems (Andersen, Morris et al. 2007).



Abb. 3  Trisynaptischer Neuronenkreis

Der trisynaptische Neuronenkreis beschreibt eine Schleife, beginnend in den oberflachlichen Schichten
des entorhinalen Cortex (EC). Von hier aus verlaufen Faserverbindungen tGber den ,Perforant Path” (A)
zu den Kornerzellen des Gyrus dentatus (DG), deren Axone als Moosfasern (B) zu den Pyramidenzellen
der CA3-Region des Hippocampus projizieren. Die Pyramidenzellaxone von CA3 formen wiederum die
Hauptafferenzen der CAl-Pyramidenzellen (Schaffer-Kollateralen (C)). Die Pyramidenzellen der CA1l-
Region senden ihre Efferenzen schlieRlich entweder direkt oder liber das Subiculum (Sub) zurick zu
den tiefen Schichten des entorhinalen Cortex (D) (Merrill, Roberts et al. 2000, Andersen, Morris et al.
2007).

1.1.3 FUNKTIONEN DES HIPPOCAMPUS

Der Hippocampus wird als Bestandteil des limbischen Systems angesehen, welches Kerngebiete
des Thalamus, Hypothalamus, Hippocampus und Neocortex in einem funktionellen System
vereinigt, das durch Integration sensorischer, vegetativer und assoziativer Signale Affekte und
Emotionen generiert (Shepherd 1994). So entstehen beispielsweise affektive
Verhaltensreaktionen wie die Furchtkonditionierung durch enges Zusammenspiel des
Hippocampus mit der Amygdala (Davidson, Pizzagalli et al. 2002). Klinisch bedeutsam ist die
zentrale Rolle des Hippocampus fir die Gedachtnisfunktion, insbesondere fir den Erwerb
deklarativer und raumlicher Lerninhalte. Beidseitiger Ausfall des Hippocampus resultiert folglich
in einer globalen Amnesie (Scoville and Milner 1957, Andersen, Morris et al. 2007). Der

Hippocampus wird zudem durch die Aktivitat verschiedener Neurotransmitter und Modulatoren



beeinflusst: Acetylcholin, Serotonin, Dopamin und Neuropeptide werden auf bestimmte Reize
hin ausgeschittet und bewirken , diffuse”, haufig lang anhaltende Effekte im hippocampalen
Netzwerk, die der funktionellen Anpassung an externe Stimuli dienen sollen (Teles-Grilo Ruivo

and Mellor 2013).

1.1.4 SYNAPTISCHE PLASTIZITAT

Lernvorgange und kognitive Anpassungsreaktionen gehen auf der Ebene neuronaler Netzwerke
mit Verdnderungen der synaptischen Ubertragungseigenschaften einher. Die damit
verbundenen dynamischen Prozesse werden auch als ,synaptische Plastizitdt” bezeichnet
(Kreutz 2012). Hochfrequente Aktivitat fihrt auf struktureller Ebene zur Aussprossung von
Neuriten, zur Bildung neuer Synapsen sowie zur Rekrutierung ruhender Synapsen. Histologisch
wird dabei unter anderem ein Anstieg der Dichte dendritischer Dornen beobachtet (Geinisman
2000, Yuste and Bonhoeffer 2001, Leuner, Falduto et al. 2003). Gleichzeitig wird die synaptische
Erregbarkeit funktionell durch die Ausbildung von LTP (Langzeitpotenzierungen) erhoht, die als
ein entscheidender Konsolidierungsschritt bei der Speicherung der Gedachtnisspur gelten (Bliss
and Collingridge 1993, Malenka and Nicoll 1999). Niederfrequente Aktivitat fihrt hingegen zur
Ausbildung von LTD (Langzeitdepressionen). LTD senken die synaptische Erregbarkeit und treten
unter anderem als physiologische Reaktion auf Stressreize auf (Martinowich, Schloesser et al.

2012).



1.2 DAS CHOLINERGE SYSTEM

1.2.1 CHOLINERGE TRANSMISSION

An den axonalen Terminalen cholinerger Neurone lI6sen ankommende Aktionspotentiale einen
spannungsgesteuerten Ca**-Einstrom aus, der die Ausschittung des in Vesikeln gespeicherten
Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) auslost. Im synaptischen Spalt wird das freigesetzte ACh
durch die Cholinesterase rasch gespalten und anschliefend wieder in die prasynaptische
Nervenendigung aufgenommen, in der es durch die Cholin-Acetyltransferase (ChAT) erneut zu
ACh umgesetzt wird (McCormick 2004). Das freigesetzte ACh bindet an seinen Zielzellen zwei
verschiedene Rezeptortypen: Wahrend die ionotropen (nikotinergen) ACh-Rezeptoren vor allem
rasche Potentialverdanderungen bewirken, aktivieren die metabotropen (muskarinergen) ACh-
Rezeptoren intrazellulare G-Proteine und weisen dadurch eine langsamere Kinetik auf
(McCormick 2004). Bemerkenswerterweise weist der Grof3teil der cholinergen Fasern, die den
Hippocampus erreichen, keine direkte Assoziation zu postsynaptischen Endigungen auf. Auf
diese Weise freigesetztes ACh kann per Diffusion viele Neurone und nicht-neuronale Zellen (z.B.
Astrozyten) beeinflussen, weshalb die Vorstellung eines ,cholinergen Klimas“ (,cholinergic

tone”) vorgeschlagen wurde (Teles-Grilo Ruivo and Mellor 2013).

1.2.2 LAGE UND VERSCHALTUNG DES CHOLINERGEN SYSTEMS

Die Perikarya und Neuriten cholinerger Neurone im ZNS lassen sich immunhistochemisch durch
den Nachweis des Enzyms ChAT identifizieren. ChAT-positive Neurone finden sich in
Kerngebieten des BVH. Diese umfassen u. a. die medialen Septumkerne (MS) und das diagonale
Band von Broca (DBB), die die Hauptquellen cholinerger hippocampaler Afferenzen darstellen
(Lewis and Shute 1967, Dutar, Bassant et al. 1995). Cholinerge Fasern aus den Kernen der
Septumregion projizieren groRtenteils Uber die Fimbria und den dorsalen Fornix zum
Hippocampus (Abb. 4) (Andersen, Morris et al. 2007). Dort ziehen sie u. a. durch das Stratum
moleculare und die SGZ des Gyrus dentatus und bilden mit den Dendriten und Somata der
Kornerzellen synaptische Verbindungen aus (Wevers 2011, Teles-Grilo Ruivo and Mellor 2013).

Gegenlaufige Projektionen vom Hippocampus in die cholinergen Kerngebiete der Septumregion



haben das Bild eines septohippocampalen Netzwerks (SHN) gepragt. Ein Teil der
septohippocampalen Projektionen entspringt dabei GABAergen (GABA = Gamma-
Aminobuttersdure) und glutamatergen Neuronenpopulationen, die mit den cholinergen

Neuronen funktionell in engem Zusammenhang stehen (Teles-Grilo Ruivo and Mellor 2013).

1.2.3 FUNKTIONEN DES CHOLINERGEN SYSTEMS

Cholinerge Projektionen spielen eine wichtige Rolle bei Aufmerksamkeitsreaktionen und
nehmen malgeblichen Einfluss auf hippocampale Lernprozesse sowie auf die synaptische
Plastizitat im Hippocampus (Deiana, Platt et al. 2011, Klinkenberg, Sambeth et al. 2011,
Robinson, Platt et al. 2011). Die verschiedenen Rezeptorsubtypen, die sich auf exzitatorischen
und inhibitorischen Neuronen, pra- wie postsynaptisch, finden lassen, ermoglichen eine
komplexe Modulation hippocampaler Funktionen. So potenziert Acetylcholin durch Aktivierung
muskarinerger Rezeptoren Kationenstrome an NMDA-Rezeptoren (NMDA = N-Methyl-D-
Aspartat) und unterstitzt auf diese Weise die Ausbildung von LTP (Marino, Rouse et al. 1998).
Auch die Ausbildung von LTD als Stressantwort wird durch cholinerge Projektionen beeinflusst
(Martinowich, Schloesser et al. 2012). Das septohippocampalen Netzwerk (SHN) spielt zudem
eine zentrale Rolle bei der Entstehung des hippocampalen Theta-Rhythmus, dem eine wichtige

Funktion bei der Gedachtnisbildung zugeschrieben wird (Winson 1978, Hasselmo 2005).

Abb. 4  Verschaltung des septohippocampalen Netzwerkes

Fasern der cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns (CNBVH) verlaufen hauptsachlich tGber den
Fornix und die Fimbria (FF) zum Hippocampus (HC). Daneben existieren weitere septohippocampale
Projektionsbahnen oberhalb des Corpus callosum (CC) und in ventralen Fasertrakten (v)
(Niewiadomska, Baksalerska-Pazera et al. 2009).
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1.3 NEURONALE ALTERUNGSPROZESSE

1.3.1 PHYSIOLOGISCHE VERANDERUNGEN WAHREND DES ALTERNS

Gering- bis maRiggradige kognitive Defizite sind auch ohne das Vorliegen pathologischer
Befunde eine haufige Begleiterscheinung des physiologischen Alterungsprozesses. Die
Beeintrachtigungen betreffen u.a. die hippocampale Gedachtnisfunktion (Fischer, Chen et al.
1992, Rosenzweig and Barnes 2003). Das Volumen des Hippocampus nimmt altersabhangig ab,
die Neurogeneserate und die Dichte dendritischer Dornen sinkt und es findet sich eine Haufung
degenerierter axonaler Fragmente, die mit dem Verlust hippocampaler Faserprojektionen
einhergehen (von Bohlen und Halbach and Unsicker 2002, Erickson, Prakash et al. 2010, von

Bohlen und Halbach 2010).

1.3.2 MORBUS ALZHEIMER

Altern ist der wichtigste Risikofaktor fur die Entwicklung demenzieller Erkrankungen, wobei die
Demenz vom Alzheimer-Typ (AD) den bei weitem groRten Anteil darstellt (Hebert, Scherr et al.
2003). Bereits in friihen Stadien der AD ist ein zunehmender Verlust ChAT-positiver cholinerger
Neurone im BVH und ein damit verbundener Abfall des Neurotransmitters Acetylcholin
nachweisbar (,,cholinerge Atrophie”) (Terry and Davies 1980, Grothe, Heinsen et al. 2012).
Histopathologisch ist die AD durch das Auftreten charakteristischer Ablagerungen
gekennzeichnet. Dazu zdhlen einerseits Neurofibrillenblindel (neurofibrillary tangles) aus
hyperphosphorylierten Tau-Proteinen, andererseits sogenannte ,senile Plaques” aus

akkumuliertem AR (Amyloid-B-Protein) (Duyckaerts 2011).
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1.4 NEUROTROPHINE

1.4.1 NEUROTROPHINE UND PRO-NEUROTROPHINE

Neurotrophine (NT) werden initial als Vorlauferproteine (Pro-NT) synthetisiert (Kolbeck,
Jungbluth et al. 1994). Die Abspaltung der reifen NT erfolgt an einer basischen
Konsensussequenz vom Furin-Typ durch Prokonvertasen (Bresnahan, Leduc et al. 1990). Die
reifen NT umfassen NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT-3
und NT-4 und sind basische, homodimere, sekretorische Proteine mit einem Molekulargewicht
von etwa 27kDa (Bothwell and Shooter 1977, Radziejewski, Robinson et al. 1992, Lewin and
Barde 1996). Es kommt jedoch nicht in jedem Fall zur intrazelluldren Aufspaltung der Pro-NT, die
ebenfalls sekretiert werden und biologisch aktive Signalmolekile bilden kénnen (Lee, Kermani
et al. 2001, Mowla, Farhadi et al. 2001). Es wurde darlber hinaus gezeigt, dass NT und Pro-NT
durch verschiedene Rezeptoraffinitaten antagonisierende Effekte bewirken kénnen (Teng, Felice
et al. 2010). Das AusmaB der proteolytischen Spaltung und das Verhaltnis ihrer Sekretion
beeinflussen demnach die Wirkung auf die Zielzellen (Lee, Kermani et al. 2001, Kotlyanskaya,
McLinden et al. 2013). Pro-NT werden zum Beispiel im Rahmen von Stressreaktionen, wie
mechanischen Lasionen oder neurodegenerativen Erkrankungen vermehrt gebildet (Barde 2004,

Harrington, Leiner et al. 2004).

1.4.2 FUNKTIONEN DER NEUROTROPHINE

Bei der embryonalen Entwicklung des Nervensystems entsteht initial eine grole Anzahl unreifer
Neurone, deren grofRter Anteil wahrend des Reifungsprozesses wieder untergeht. NT werden
von den Projektionszielen der reifenden Neurone sekretiert und liefern ihnen ein essentielles
Uberlebenssignal. Auf diese Weise werden die Neuronenpopulationen hinsichtlich ihrer GréRe
und Beschaffenheit an die Bediirfnisse ihrer Projektionsfelder angepasst (Cowan, Fawcett et al.
1984, Huang and Reichardt 2001). Bereits eine milde Reduktion der NT-Konzentration im
heterozygoten Knockoutmodell verursacht komplexe neuronale Storungsmuster (Chen,

Nishimura et al. 1997, Lyons, Mamounas et al. 1999).
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Dariber hinaus ist auch das ausgereifte Nervensystem in seiner regelrechten Funktion von NT
abhangig (Thoenen and Barde 1980, Levi-Montalcini 1987, Rios, Fan et al. 2001). Sie wurden u.a.
in den Korner- und Pyramidenzellen der Hippocampusformation sowie den CNBVH
nachgewiesen (Shelton and Reichardt 1986, Tancredi, D'Arcangelo et al. 1993). An den Orten
ihrer Expression scheint den NT eine Schlisselrolle im neuronalen , Turnover” zuzukommen, da
sie neben der Entstehung und Reifung von Vorlduferzellen (adulte Neurogenese) auch den
kontrollierten Niedergang (Apoptose) ,ausgedienter” Neurone regulieren (Frade, Rodriguez-
Tebar et al. 1996, Huang and Reichardt 2001). BDNF wird zudem eine wichtige Rolle fiir die
synaptische Plastizitat zugeschrieben. In Abhdngigkeit von der neuronalen Aktivitdat gebildet,
beeinflusst BDNF die Morphologie dendritischer Dornen wund die Ausbildung von
Langzeitpotenzierungen im Hippocampus (Ying, Futter et al. 2002, Rex, Lin et al. 2007, Tanaka,
Horiike et al. 2008).

Das vielfaltige Wirkmuster der NT wird maligeblich durch die Aktivierung zwei verschiedener
transmembrandrer Rezeptortypen realisiert: Die Trk-Rezeptoren (tropomyosin receptor kinase)
auf der einen Seite und der p75-Neurotrophinrezeptor (p75NTR) auf der anderen (Kaplan and

Miller 2000, Chao 2003).
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1.5 TRK-REZEPTOREN

Die Trk-Rezeptoren Trk-A, Trk-B und Trk-C sind Rezeptortyrosinkinasen mit einem
Molekulargewicht von ca. 130-140kDa (Maher 1988, Lamballe, Klein et al. 1991). Sie bestehen
aus einer extrazelluldren, substratbindenden IgG-Domane, einer transmembrandren und einer
intrazellularen katalytischen Domane, die Uber ihre Tyrosinkinaseaktivitdt verschiedene
Signalmolekile aktivieren kann (D'Arcangelo and Halegoua 1993). Jedes Neurotrophin bindet
nur einen Trk-Rezeptortyp mit hoher Affinitat. So bindet NGF an Trk-A, BDNF und NT-4 an Trk-B
und NT-3 an Trk-C. Trk-Rezeptoren vermitteln in der Regel Uberlebenssignale und steuern die
Ausdifferenzierung von Nervenzellvorlaufern (Patapoutian and Reichardt 2001). Sie sind
aullerdem entscheidend an der positiven Regulation der synaptischen Plastizitat beteiligt
(Minichiello, Korte et al. 1999, Minichiello, Calella et al. 2002). Details hinsichtlich der

Signaltransduktionswege der Trk-Rezeptoren sind in Abb. 5 aufgefiihrt.
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Abb. 5 Signaltransduktion der Neurotophinrezeptoren

Signaltransduktion der Trk-Rezeptoren: Bindung der Neurotrophine (NT) an Trk aktiviert unter
anderem src homologous and collagen-like Adaptor protein (SHC) und Phosphatidylinositol-3-Kinase
(P13), die Uber den MAPK/ERk-Transduktionsweg Uberlebenssignale vermitteln (Barbacid 1993,
Ashcroft, Stephens et al. 1999). P13 und Phospholipase Cy (PLC) regulieren mit Hilfe der Proteinkinase
C (PKC) neuronale Wachstumsprozesse, die fiir die synaptische Plastizitat eine Rolle spielen (Wooten,
Zhou et al. 1997, Niewiadomska, Mietelska-Porowska et al. 2011).

Signaltransduktion des p75NTR: Proneurotrophine (pNT) und Neurotrophine (NT) binden an die
extrazellulare Domane des p75NTR. Ausgehend von der zytoplasmatischen Death Domain (dd) werden
daraufhin diverse Adapterproteine aktiviert, z.B. TNF receptor associated factor 6 (TRAF),
neurotrophin-receptor-interacting MAGE-homologue (NRAGE), neurotrophin-receptor interacting
factor (NRIF) und receptor-interacting protein 2 (RIP2) (Hempstead 2002, Roux and Barker 2002). Die
anschlieRende Aktivierung der jun N-terminal kinase (JNK) bewirkt proapoptotische Effekte, liber NF-
kB koénnen jedoch auch Uberlebensférdernde Signale vermittelt werden (Casademunt, Carter et al.
1999, Khursigara, Bertin et al. 2001, Salehi, Xanthoudakis et al. 2002). Des Weiteren reguliert p75NTR
die Aktivitat von RhoA, das durch seinen Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett fiir das Neuritenwachstum
von Bedeutung ist (Yamashita, Tucker et al. 1999, Gehler, Gallo et al. 2004).
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1.6 P75NTR

1.6.1 EIGENSCHAFTEN DES P75NTR

Der p75NTR gehort zur Superfamilie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (Underwood and
Coulson 2008) und wird im ausgereiften Nervensystem im Neocortex, im Gyrus dentatus und in
den CNBVH exprimiert (Greferath, Bennie et al. 2000, Barrett, Greferath et al. 2005). Seinen
Namenszusatz erhielt der p75NTR aufgrund seines Molekulargewichts von ca. 75 kDa. Die
extrazelluldare Domane des p75NTR enthalt die Substratbindungsstelle, die eine verhaltnismaRig
geringe Affinitat flir NT (Rodriguez-Tebar, Dechant et al. 1991) und eine hohe Affinitat fur Pro-
NT aufweist (Lee, Kermani et al. 2001, Teng, Felice et al. 2010). Die substratvermittelte
Aktivierung des p75NTR erfolgt lber Ausbildung von p75NTR-Homodimeren und fihrt zur
Transautophosphorylierung intrazellularer ,Death Domains”, die wiederum verschiedene
Second-Messenger-Systeme aktivieren kdonnen (Liepinsh, llag et al. 1997, Underwood and
Coulson 2008). Wichtige intrazellulare Signalproteine des p75NTR umfassen NF-kB und JNK (Jun
N-terminal kinase), die den Zellzyklus regulieren und Uber die Aktivierung von Caspasen
Apoptose auslosen kdnnen. Daneben reguliert p75NTR die Aktivitdt von RhoA, einer kleinen
GTPase, die durch Umbauprozesse im Aktin-Zytoskelett das Neuritenwachstum steuert
(Yamashita, Tucker et al. 1999, Gehler, Gallo et al. 2004). p75NTR soll zudem kontextabhangig
als Co-Rezeptor fir Trk-Rezeptoren fungieren und auf diese Weise deren Bindungsaffinitat fir
NT modulieren kénnen (Esposito, Patel et al. 2001). Auch die Spaltung des p75NTR durch
Metalloproteinasen (z.B. y-Sekretase) kann unter bestimmten Umstanden intrazelluldre
Signalkaskaden in Gang setzen (DiStefano, Chelsea et al. 1993, Chao 2003). In Abb. 5 findet sich
ein Uberblick tiber die Signalkaskaden des p75NTR.

1.6.2 FUNKTIONEN DES P75NTR

1.6.2.1 ZELLZYKLUS

Der Antagonismus zwischen p75NTR- und Trk-vermittelten NT-Wirkungen konnte als ein
zentrales Stellrad fiir die Regulation des neuronalen Zellzyklus etabliert werden, wobei p75NTR

klassischerweise als Vermittler der Apoptose angesehen wird (Yoon, Casaccia-Bonnefil et al.
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1998, Majdan and Miller 1999). Zwar konnte die proapoptotische Wirkung des p75NTR bereits
in vielen Studien nachgewiesen werden, seine Wirkung auf den Zellzyklus ist aber durchaus als
ambivalent einzuschatzen. So ist berichtet worden, dass p75NTR unter bestimmten Umstanden
ebenfalls in der Lage sein soll, antiapoptotische Signale zu vermitteln (Khursigara, Bertin et al.
2001, Mamidipudi and Wooten 2002). Daneben werden auch die adulte Neurogenese und die
Ausreifung von Progenitorzellen im Gyrus dentatus durch den p75NTR beeinflusst (Dokter,

Busch et al. 2014).

1.6.2.2 SYNAPTISCHE PLASTIZITAT

Bei der Regulation der synaptischen Plastizitat wird dem p75NTR am ehesten die Funktion eines
»,hegativen” Modulators zugeschrieben (Frade, Rodriguez-Tebar et al. 1996, Hempstead 2002).
P75NTR ist entscheidend an der Entstehung von LTD im Hippocampus beteiligt (Rosch,
Schweigreiter et al. 2005, Woo, Teng et al. 2005, Martinowich, Schloesser et al. 2012). P75NTR-
Uberexpression verringert in vitro die Dichte der dendritischen Dornen sowie die Komplexitit
der Dendritenbdume im Hippocampus (Zagrebelsky, Holz et al. 2005). Schlieflich fuhrt die
Ausschaltung des p75NTR in vivo zu einem Anstieg der Dichte dendritischer Dornen im Gyrus

dentatus (Dokter, Busch et al. 2014).

1.6.2.3 PATHOLOGIEN

Spezifische Stressreaktionen (wie Inflammation oder mechanische Lasionen) kdnnen, ebenso
wie Alterungsprozesse im Allgemeinen, eine vermehrte Expression des p75NTR ausldsen
(Dobrowsky and Carter 2000, Costantini, Scrable et al. 2006). Ist ein Gehirn an der AD erkrankt,
so kommt es neben der Induktion des p75NTR (Hu, Zhang et al. 2002) im Hippocampus auch zu
einer erhéhten Konzentration von Pro-NT (Fahnestock, Michalski et al. 2001), die den p75NTR
mit hoher Affinitat binden (Lee, Kermani et al. 2001, Kotlyanskaya, McLinden et al. 2013).
Daneben wurden weitere Hinweise auf eine Beteiligung des p75NTR an den
pathophysiologischen Prozessen der AD gefunden, die im Diskussionsteil dieser Arbeit

behandelt werden.
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1.6.3 SPLICE-VARIANTEN DES P75NTR

Neben dem vollstandigen (FL-)p75NTR existiert eine weitere p75NTR-Isoform: S-p75NTR (short
form p75NTR). Sie entspringt einem alternativen Splicing, bei dem das Exon Il der
transkribierten p75NTR-mRNA herausgeschnitten wird. Daraus resultiert ein verkirztes
(trunkiertes) Protein, dem 3 der 4 Cystein-reichen Extrazellular-domanen fehlen (CRD2-4) und
das dadurch nicht zur Bindung an (Pro-)NT befahigt ist (Abb. 6) (von Schack, Casademunt et al.
2001). S-p75NTR wird in wesentlich geringeren Mengen exprimiert als der FL-p75NTR, manche
Studien legen jedoch eine Restfunktionalitdt des S-p75NTR nahe (Murray, Bartlett et al. 2003,
Fujii and Kunugi 2009).

FL-p75NTR S-p75NTR

CRD1
CRD2
Exon llI CRD3

CRD4 ‘ CRD1

Exon IV

Death domain

Abb. 6 Splicevarianten des p75NTR

FL-p75NTR = full length p75 neurotrophin receptor; S-p75NTR = short form p75 neurotrophin
receptor; CRD (1-4) = cystein rich domain

modifiziert nach (Fujii and Kunugi 2009)
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1.7 ZIELE DER ARBEIT

Die Bedeutung des septohippocampalen Netzwerkes als zentrale Funktionseinheit fiir die
Gedachtnisbildung wird anhand der schweren mnestischen Defizite bei der AD besonders
deutlich. NT und ihre Rezeptoren spielen eine essentielle Rolle in der Regulation der zu Grunde
liegenden dynamischen Umbauprozesse im Hippocampus und den cholinergen Kernen des BVH
(Huang and Reichardt 2001). Eine lange Zeit bestehende Vorstellung der NT-Rezeptoren
beschreibt einen Antagonismus zwischen trk und p75NTR, bei dem p75NTR als Vermittler der
Apoptose und als negativer Modulator der synaptischen Plastizitdt dienen soll. Deletionsstudien
Uber die Wirkung des p75NTR auf das cholinerge System erbrachten jedoch uneinheitliche
Ergebnisse und stellten das klassische Bild des p75NTR in Frage (siehe Kapitel 4.2). In dieser
Arbeit soll die Frage nach den Auswirkungen des p75NTR-Knockouts auf die cholinerge
septohippocampale Transmission reevaluiert werden. Bisherige Studien lieRen zudem die
Bedeutung des S-p75NTR, einer trunkierten Splicevariante des p75NTR, auBer Acht. Die hier
prasentierten Untersuchungen ermaéglichen durch Verwendung verschiedener Knockoutmodelle

einen Rickschluss auf die Funktion des S-p75NTR fir das septohippocampale Netzwerk.

P75NTR wird seit einigen Jahren vermehrt mit der Pathophysiologie der AD in Verbindung
gebracht und mogliche therapeutische Ansdtze werden bereits diskutiert (Knowles, Simmons et
al. 2013, Longo and Massa 2013). Da diese am ehesten auf der anticholinergen Wirkung des
p75NTR beruhen und die AD eine Erkrankung des hohen Alters ist, soll in dieser Arbeit erstmals
der Einfluss des Alterns auf die Funktion des p75NTR fiir das cholinerge System und die

synaptische Plastizitdat im Hippocampus untersucht werden.
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2 METHODEN

2.1 MATERIALIEN

Im sechsten Kapitel befindet sich eine detaillierte Auflistung der verwendeten Materialien, die

Angaben zu Hersteller und Herkunftsland beinhaltet.

2.2 VERSUCHSTIERSTAMME

Fir die Untersuchungen am Tiermodell wurden als Messgruppen zwei verschiedene Knockout-
Mausstamme verwendet, die sich hinsichtlich ihrer Mutation im Genlokus des p75NTR
unterschieden. Beiden Messgruppen wurden Kontrollgruppen zugewiesen, die das Wildtyp-Allel

des p75NTR trugen.

2.2.1 P75NTR™"

Die p75NTREX'"—Mauinnie stammt im urspriinglichen Hintergrund aus den Charles River
Laboratories (B6.12954-Ngfr'™>¢/J: stock number: 002213). Mutanten (p75NTR™"/) und
Wildtypen (p75NTREX”'+/+) gingen aus jeweils getrennter Verpaarung homozygoter Elterntiere im
Versuchstierlabor des Biotechnikums Greifswald hervor. Das Knockout-Allel weist eine Insertion
im Exon Il des p75NTR-Gens auf, die in der Ausschaltung des FL-p75NTR resultiert (Lee, Li et al.
1992).

2.2.2 P75NTR™V

P75NTR™V-versuchstiere sind Nachkommen der Mauslinie, die von von Schack und
Mitarbeitern im Jahr 2001 entwickelt wurde. Homozygote Knockouts (p75NTREX'V'/') und

homozygote Wildtypen (p75NTR™V**

) entstanden aus der Kreuzung heterozygoter Tiere
(p75NTR™Y +/') im Versuchstierlabor des Biotechnikums Greifswald. Die Genotypisierung
erfolgte in unserem Institut mittels PCR (polymerase chain reaction). Das mutierte Allel verfiigt
Uber eine Insertion einer pGKneo cassette im ExonlV des p75NTR-Genlokus, die in einer
Defizienz sowohl fiir den FL-p75NTR als auch fiir den S-p75NTR resultiert (von Schack,

Casademunt et al. 2001) (Tab. 1).
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Wildtyp p75NTR™"” p75NTR™"”
FL-p75NTR + = -
S-p75NTR + + -
entwickelt durch Lee et al. (1992) von Schack et al. (2001)

Tab. 1 Vergleich der Knockoutstamme hinsichtlich der Expression der p75NTR-Isoformen

2.2.3 ALTERSTIERMODELL

Die Untersuchungsreihen wurden zunachst an jungen adulten Mausen mit einem Alter von 5 bis
7 Monaten durchgefiuhrt. Darliber hinaus wurde zur vergleichenden Betrachtung ein
Alterstiermodell verwendet. Die betreffenden Individuen wurden im Alter von 20 bis 23

Monaten perfundiert.

2.2.4 RECHTLICHE UND ETHISCHE ASPEKTE

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des Deutschen
Tierschutzgesetzes sowie mit  Erlaubnis des Landesamts fiir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei (LALLF) Mecklenburg-Vorpommern (Deutschland)

durchgefiihrt.

2.3 PRAPARATION DER GEHIRNE

2.3.1 PERFUSION

Ein Glaszylinder wurde mit einem in Diethylether getrankten Papiertaschentuch prapariert.
AnschlieBend wurde das Versuchstier in den Glaszylinder gesetzt und der Deckel geschlossen.
Zwei Minuten nach dem vollstandigen Erléschen aller Motorik wurde das Versuchstier aus dem
Glaszylinder entfernt und auf einem Kunststoffbrett fixiert, wobei die Bauchseite dem
Praparator zugewandt war. Die Haut wurde entlang der Linea Alba bis zum Processus xiphoideus

und senkrecht dazu, beidseits kaudal des Rippenbogens bis zur vorderen Axillarlinie
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aufgeschnitten. Es folgte die horizontale Er6ffnung des Peritoneum parietale. Das Diaphragma
wurde anschlieBend von peritonealer Seite aus durchtrennt. Nun wurde der Brustkorb beidseits
entlang der vorderen Axillarlinie kranialwarts aufgeschnitten und der mobilisierte, mediale
Anteil des Brustkorbs nach kranial hochgeklappt. Das Herz wurde an Ventrikeln und Vorhofen
vom Perikard befreit und mobilisiert. Die Arteriae thoracicae internae wurden abgeklemmt, da
deren Endarterien zuvor durchtrennt werden mussten. Das Kunststoffbrett wurde leicht
angeschragt in eine passende Wanne gelegt, um den Ablauf des Blutes und der
Perfusionsflissigkeiten zu ermoglichen. Eine am einen Ende eines Schlauchsystems angebrachte
Kaniile wurde nun in den linken Ventrikel gestochen und der Schlauch an der Wanne fixiert. Die
Wand des rechten Vorhofs wurde als Austrittspforte fiir die Perfusionsldsung erdffnet. Uber eine
Infusionspumpe wurde vom anderen Ende des Schlauches Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS,
pH 7,2) in den Kreislauf gepumpt, was bei erfolgreicher Durchfiihrung zur raschen Abblassung
der Leber flhrte. Sobald sich die aus dem rechten Vorhof austretende Flissigkeit entfarbt hatte,
wurde die Perfusion mit 4%iger Formaldehyd-Losung begonnen. Nach wenigen Minuten zeigte
eine zunehmende Versteifung von Kopf und GliedmalRen die erfolgreiche Fixierung an.
SchlieBlich konnten die Kanile und die Klemme entfernt und das Versuchstier vom

Kunststoffbrett gel6st werden.

2.3.2 ENTNAHME DER GEHIRNE

Im ersten Schritt wurde der Kopf auf Hohe des Foramen magnum vom Rumpf abgetrennt
(Dekapitation). Mit einem Skalpell erfolgte ein Hautschnitt entlang der Sagittalnaht. Zur
Freilegung der Kalotte wurden beide so entstandenen Hautlappen in lateraler Richtung
abprapariert. Die Kalotte wurde am kaudalen Rand der Augenhdhlen in transversaler Ebene
durchtrennt. AnschlieBend konnte das Os occipitale entfernt werden. Nachdem zwei kurze
sagittale Unterstitzungsschnitte etwa 3 mm lateral der Sagittalnaht gesetzt wurden, wurde die
Kalotte an der Sagittalnaht geteilt. Das Gehirn konnte nun mobilisiert und nach vorsichtiger
Durchtrennung der Hirnnerven entnommen werden. Die Fixierung wurde in 4%iger

Formaldehydlésung durchgefiihrt.
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2.4 IMMUNHISTOCHEMIE GEGEN CHOLINACETYLTRANSFERASE (ChAT)

2.4.1 FARBUNG

Die verwendeten Gehirne wurden nach der Perfusion mindestens 24h in 4%er
Formaldehydlésung nachfixiert. Das Gehirn wurde auf der Plattform des Vibratoms mit
Sekundenkleber fixiert. Mit Hilfe der automatischen Schneidefunktion des Vibratoms wurden
Schnitte mit einer Dicke von 30um angefertigt. Wahrend des Schneidevorgangs blieb das Gehirn
stets vollstandig mit PBS bedeckt. Die Schnitte wurden mit einem Pinsel fortlaufend in
Wellplatten transferiert, die mit 20%igem Ethanol befillt waren. Jeder sechste Schnitt wurde
anschlieRend auf Superfrost-Objekttrager (OT) lbertragen (4-6 Schnitte pro OT), abgesaugt und
bei 37°C auf einer Streckplatte platziert. Waren alle OT vollstandig bestlickt, kamen sie fir die
Dauer von 12-24h in den Hybridisierungsofen (37°C). Nach dem Trocknen wurden die OT in Aqua
bidest. gewaschen (alle hier beschriebenen Waschvorgdnge erfolgten in Glaskivetten, die fir
vier Minuten bei 100 U./min auf eine Schuttelplatte gestellt wurden). Im Anschluss wurden die
OT in eine geschlossene, mit frisch angesetztem Citrat-Puffer (0,01 M) gefiillte Kunststoffklvette
eingebracht, die in drei Intervallen (10 min, 5 min, 5 min) insgesamt 20 Minuten bei 700W in der
Mikrowelle erhitzt wurde. In einem Eisbad wurde die Kunststoffkiivette dann samt Inhalt auf
Raumtemperatur heruntergekihlt. Es folgten ein Waschgang mit Aqua bidest. und zwei
Waschgange mit PBS. Alle Losungen wurden ich vor dem Auftragen fiir acht Sekunden mit dem
Vortex durchmischt. Zuerst wurde eine Blockierlésung aufgetragen, die anschlieBend zugedeckt
60 min bei RT inkubierte. Zwei Waschvorgange mit PBS folgten. Nun wurde der Primarantikorper
(a-ChAT AB 144P) platziert, verdiinnt mit Blockierldsung in einem Verhaltnis von 1:200. Dieser
inkubierte fiir 68 bis 72 Stunden bei 4°C im Kihlschrank. Nun erfolgten erneut zwei Waschgange
mit PBS, um anschlieBend den Sekundarantikdrper, ebenfalls im Verhéltnis 1:200 mit
Blockierldsung verdiinnt, aufzutragen und 120 Minuten zugedeckt bei 20°C inkubieren zu lassen.
Nach zwei weiteren Waschgidngen mit PBS wurde Indocarbocyanin(Cy3)-konjugiertes
Streptavidin (verdiinnt 1:2000 mit PBS) auf die Schnitte applizierte, fiir eine Inkubationszeit von
120 Minuten (zugedeckt bei 20°C). Zwei Waschgange mit PBS spater wurde die Applikation mit
dem Kernfarbstoff 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI, verdiinnt 1:10.000 mit Aqua bidest,

zugedeckt, bei 20°C, Inkubationszeit: 2 Minuten) wiederholt. Nun folgten zwei Waschgange mit
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PBS und ein Waschgang mit Aqua bidest. Der letzte Schritt bestand darin, die OT mit der
Absaugpumpe zu trocknen und sie unter Zuhilfenahme des auf 40°C erhitzten Mowiols mit

einem Deckglas eingedeckt.

2.4.2 DICHTEANALYSE DER CHOLINERGEN FASERN

Bei 100-facher VergroRerung wurde anhand der Fluoreszenzeinstellung der Kernfarbung DAPI
der Zellkernstreifen des Gyrus Dentatus aufgesucht (Abb. 7). Um die ChAT-positiven Strukturen
hervorzuheben, wurde der daran gebundene Farbstoff Cy3 durch Licht mit einer Wellenlange
von 550 nm angeregt (Cy3-Emissionsmaximum: 570 nm). Fir die Faserdichteanalyse wurden
zwei Subregionen des Gyrus dentatus ausgewahlt, durch die die cholinergen Fasern ziehen, die

aus den cholinergen Zentren des BVH zum Gyrus dentatus projizieren:

= Stratum moleculare (Smo, Abb. 7)

= Subgranuldre Zone (SGZ, Abb. 7)

Mit Hilfe der Kamera (Axiocam, Zeiss) und des Aufnahmeprogramms (Axiovision, Zeiss) wurden
Fotos der lateralen Bereiche beider Regionen bei 400-facher ObjektivvergrofRerung angefertigt.
Um die teilweise inhomogene Anfarbung der Faserstrukturen auszugleichen, erfolgte im
Anschluss eine Nachbearbeitung der Fotos in Axiovision, die in einer leichten Helligkeits- und
Kontrastkorrektur bestand. Die weitere Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der
Software Corel Photo Paint (Corel Corporation). Die Berechnung der relativen Faserdichte
entsprach der Methode von von Bohlen und Halbach (von Bohlen und Halbach 2013): Uber
einen zufillig ausgewahlten Zielbereich innerhalb der betrachteten Regionen wurde ein Raster
aus Punkten projiziert, deren Abstand zueinander auf 2,5 x 2,5 pum (in x- und y-
Achsenausrichtung) genormt war. Die Gesamtzahl der Rasterpunkte (ges) betrug 400. Die Anzahl
der Rasterpunkte, unter denen cholinerge Fasern kreuzten, wurde ausgezahlt (cho) (Abb. 8B).

SchlieBlich erfolgte die Berechnung der relativen cholinergen Innervationsdichte (CFD) mit Hilfe

der Formel CFD = cho

ges’

Die CFD wurde fir das Stratum moleculare und die subgranuldre Zone getrennt ermittelt.
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Die Messgruppen umfassten jeweils vier bis finf Individuen (N). Pro Region wurden fir jedes
Individuum sechs bis acht Stichproben von verschiedenen Schnitten entlang der rostro-kaudalen
Ausbreitung des Hippocampus entnommen. Die resultierenden Stichprobenumfinge (n) der

Messgruppen sind in Tab. 2 aufgefiihrt.

| Transgen | Alter | Region | N | n |
ExIII-/- 5-7M 5 35
ExIII+/+ 5-7M Stratum 5 33
ExIII-/- 20-23 M moleculare 4 28
ExIIT+/+ 20-23 M 4 28
ExIII-/- 5-7M 5 35
ExITI+/+ 5-7M sG7 5 33
ExIII-/- 20-23 M 4 28
ExIII+/+ 20-23 M 4 28
ExIV-/- 5-7M 4 28
ExIV+/+ 5-7M Stratum 4 29
ExIV-/- 20-23 M moleculare 4 28
ExIV+/+ 20-23 M 4 27
ExIV-/- 5-7M 4 28
ExIV+/+ 5-7M Gz 4 28
ExIV-/- 20-23 M 4 28
ExIV+/+ 20-23 M 4 27

Tab. 2 Stichprobenumfang der cholinergen Faserdichtemessung

N entspricht der Anzahl der Individuen, die in einer Messgruppe untersucht wurden. n gibt die Gesamtzahl
der Einzelmessungen (Stichprobenumfang) pro Messgruppe an.
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Abb. 7 Ubersicht iiber den Gyrus dentatus in DAPI- und Cy3-Firbung

Der Kernstreifen des Stratum granulare war anhand der blauen Kernfirbung (DAPI) identifizierbar.
CHAT-positive (Cy3-gefarbte) cholinerge Fasern sind rot dargestellt. Die weifen Umrandungen
kennzeichnen die ausgewerteten Regionen: Smo = Stratum moleculare, SGZ = Subgranulare Zone.

Abb. 8 Auswertung der cholinergen Faserdichte

A Areal im Stratum moleculare bei 400-facher VergroBerung vor der Auswertung der CFD

B Auswertung der CFD: Die weiBen Markierungen reprasentieren die Kreuzungspunkte (cho)
ChAT-positiver Fasern mit dem projizierten Raster (Raster nicht abgebildet).
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2.5 SILBER-IMPRAGNATION NACH GOLGI

2.5.1 SILBER-IMPRAGNATION

Zur Verwendung kamen murine Gehirne, die fiir mindestens 24h in 4%er Formaldehyd-Losung
nachfixiert wurden. Der Ablauf der Farbung entsprach dem beiliegenden Protokoll des
GolgiStainTM Kits. Im ersten Schritt wurden die Gehirne kurz mit Aqua bidest. gespiilt und in
einer Mischung aus Losung A und Lésung B (im Verhaltnis 1:1) fiir 14 Tage bei 20°C inkubiert. Die
Losungen wurden nach dem ersten Tag erneuert. Im Anschluss lagen die Gehirne fiir weitere 7
Tage bei 4°C in Lésung C, welche ebenfalls nach einem Tag gewechselt wurde. Im Vibratom
wurden die Gehirne nun auf eine Dicke von 120um zugeschnitten. Der Schneidevorgang
unterschied sich von der immunhistologischen Farbung darin, dass die Wanne mit Lésung C
beflillt wurde und dass die Schnitte mit einem Glasspatel direkt auf gelatinisierte Objekttrager
Ubertragen wurden. Die OT trockneten fiir 12-24 Stunden bei 20°C und wurden anschliefend in
Kivetten zwei Mal fiir vier Minuten auf einer Schiittelplatte gewaschen. Die OT wurden in eine
Metallkiste platziert. Eine Mischung aus Aqua bidest. mit Losung D und Lésung E (Verhaltnis
2:1:1) wurde nun fir 10 Minuten aufgetragen. Daraufhin wurden die OT noch zwei
Waschvorgangen mit Aqua bidest. und, im Anschluss, einer aufsteigenden Alkoholreihe
unterzogen (50%, 75%, 96%, 100% (3 Mal)). Die OT wurden daraufhin drei Mal fiir 4 Minuten in
Xylol gelegt und nach kurzer Lufttrocknung mit Deckglasern eingedeckt. Als Eindeckmittel kam

Merckoglas™ zur Verwendung.

2.5.2 MORPHOLOGISCHE ANALYSE DER DENDRITISCHEN DORNEN

Die silberimpragnierten Schnitte wurden durch ein Mikroskop (Axioplan, Zeiss) betrachtet (Abb.
9), mit Hilfe der Kamera (Axiocam, Zeiss) und unter Verwendung der Software Neurolucida (MBF
Bioscience) erfolgte die Ubertragung auf den Computerbildschirm. Bei 100-facher VergroRerung
wurde im ersten Schritt der Hippocampus aufgesucht. Nun folgte bei 200-facher VergroRerung
die Lokalisierung eines Dendriten, der die Einschlusskriterien (s.u.) erfiillte. Zur genaueren
Darstellung wurden die Dendriten bei 1000-facher VergréBerung (unter Verwendung von

Immersionsol) betrachtet.
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Folgende Einschlusskriterien wurden bei der Auswahl der Dendritensegmente verwendet:

= Der Dendrit musste mindestens auf einer Lange von 40um ausreichend gut einsehbar

sein, so dass die Dornen klar zu erkennen und vom Hintergrund abzugrenzen waren.
= Pro Dendrit sollte nur ein Segment ausgewahlt werden.

= Es sollten moglichst keine Farbungsartefakte in unmittelbarer Nahe des Dendriten zu
sehen sein. Diese waren ubiquitdr anzutreffen (* in Abb. 10) und lieBen sich teilweise

schwer von den dendritischen Dornen unterscheiden.

= Die Auswahl der Dendriten erfolgte aus drei verschiedenen Regionen der

Hippocampusformation, die getrennt betrachtet wurden. Diese umfassten:

1) Im Stratum radiatum und Stratum lacunosum-moleculare der CA1-Region
gelegene, sekundare apikale Dendriten der Pyramidenzellen des Stratum

pyramidale® (Abb. 10). Zur Kennzeichnung wird die Abkiirzung CA1,, verwendet.

2) Im Stratum oriens der CAl-Region gelegene, primdre und sekundare basale
Dendriten der Pyramidenzellen des Stratum pyramidale (Abb. 11). Zur

Kennzeichnung wird die Abkilirzung CAlp,s verwendet.

3) Primdre Dendriten der Kornerzellen, deren Somata im superioren Blatt des
Stratum granulare liegen (Abb. 11). Sie verlaufen radiar durch das Stratum
moleculare auf die CA-1-Region zu. Zur Kennzeichnung wird die Abkilirzung DG

(dentate gyrus) verwendet.

= Insgesamt wurden pro Individuum und Region 20 Dendriten ausgewertet. Pro Schnitt
und Region wurden maximal drei Dendriten ausgewahlt, um einen Querschnitt iber die

kranio-kaudale Ausbreitung des Hippocampus zu erhalten.

Entsprach ein Dendrit den Einschlusskriterien, so wurde in der Software Neurolucida (MBF
Bioscience) eine dreidimensionale Rekonstruktion angefertigt. Das Nachzeichnen des gewahlten
Dendritensegments (DS) (Lange = 40 um) geschah unter Bericksichtigung seines Durchmessers.

AnschlieBend wurden die daran befindlichen dendritischen Dornen markiert (unter

! Die priméren apikalen Dendriten sind sehr stark im Durchmesser und weisen uneinheitliche Verteilungen
der dendritschen Dornen auf, weshalb sie flir vergleichende Analysen zu vernachldssigen sind.
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Beriicksichtigung der Dornldnge und der Dornkopfdurchmesser). Die fertig gestellte
Rekonstruktion wurde in das Programm NeuroLucida Explorer (MBF Bioscience) geladen. Dieses
verfugt Uber eine Auswertungsfunktion fiir 3D-Rekonstruktionen, die mit Neurolucida

angefertigt wurden. Folgende Werte wurden ausgegeben:

D = Dichte der dendritischen Dornen fiir das gesamte DS Einheit: DO:;e"
Lp = Lange des dendritischen Dorns fir jeden Dorn des DS Einheit: um
Diap = Durchmesser des Dornkopfsegmentes fiir jeden Dorn am DS Einheit: um

Die Langen (Lp) und Kopfdurchmesser (Diap) der Dornen wurden fiir jedes DS gemittelt und die

Ergebnisse (L, Dia) als Stichprobe gewertet.

Pro Untersuchungsgruppe wurden drei bis vier Individuen (N) betrachtet. An jedem Individuum
wurden 19 bis 21 Stichproben erhoben. Die resultierenden Stichprobenumfange (n) von D, L und

Dia sind Tab. 3 zu entnehmen.

_ Tab. 3 Stichprobenumfang der Analyse der
Transgen Region N n dendritischen Dornen
Bxonlll-/- 4 80 N entspricht der Anzahl der Individuen, die in
Exonlll+/+ Gyrus 3 60 .
einer Messgruppe untersucht wurden.
ExonlV-/- dentatus 4 80
ExonlV+/+ 4 80
n gibt die Gesamtzahl der Einzelmessungen
Exonlll-/- 4 80 (Stichprobenumfang) an.
Exonlll+/+ . 3 61
A1l kal
Exonlv-- | O/ Pkl 80
ExonlV+/+ 4 79
Exonlll-/- 4 80
Exonlll+/+ 3 60
CA1 basal
ExonlV-/- 4 80
ExonlV+/+ 4 80




Abb. 9 Ubersicht Giber den Hippocampus in Golgi-Imprignation

Rot markiert ist die CAl-Region (CA1). Die untersuchten Pyramidenzellen befinden sich im Stratum
pyramidale (Spy), in dem zwei Neurone beispielhaft mit gestrichelten Kreisen hervorgehoben sind. Der
Gyrus dentatus (DG) ist blau markiert. Untersucht wurden Koérnerzellen aus dem superioren Blatt des
Stratum granulare [Sgr(s)], die hier beispielhaft mit gestrichelten Kreisen hervorgehoben sind. Sgr(i) =
inferiores Blatt des Stratum granulare.

Abb. 10 Kornerzelle im Gyrus dentatus
Eine Kérnerzelle (k) mit Dendriten (d) (400-fache VergroRerung)

In der Umgebung der Dendriten fallen punktférmige Farbeartefakte (*)
auf, die die Auswertung teilweise erschwerten

Abb. 11 Pyramidenzellen in der CA1-Region

Zu sehen sind zwei Pyramidenzellen (P) mit basalen (bas) und apikalen
(api) Dendriten, die getrennt untersucht wurden (400-fache
VergroRerung).
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2.6 STATISTISCHE METHODEN

Flr die Sammlung der Stichproben und die anschlieBende statistische Aufarbeitung der Daten

kamen die Programme Prism 5.03 (GraphPad Software) und SPSS 22 (IBM) zur Anwendung.
Folgende statistische Verfahren wurden genutzt:

e Der Kolmogorov-Smirnov-Test diente der Uberpriifung der Stichproben auf ein
Verteilungsmuster entsprechend der Gaul8’schen Normalverteilung.

e Unter der Annahme einer Normalverteilung wurden mit Hilfe des ungepaarten t-Tests
die Stichproben der Mess- und Kontrollgruppen auf signifikante Unterschiede tGberprift.

e Konnte keine Normalverteilung festgestellt werden, erfolgte die Signifikanzprifung
anhand des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests.

e Vergleiche zwischen mehr als zwei Messgruppen wurden mit der Two-way-ANOVA
(Analysis of Variance) durchgefiihrt. Auf diese Weise konnten unter Berlicksichtigung der
zwischengrupplichen Varianzen die einzelnen Messgruppen miteinander verglichen

werden.

Wie es bei solchen Untersuchungen Ublich ist, wurde fiir die Prifung der statistischen Signifikanz

eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 (5%) angenommen.
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3 RESULTATE

3.1 CHOLINERGE FASERDICHTEANALYSE

3.1.1 NORMALVERTEILUNG

Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde fiir die erhobenen Stichproben (n) der
Faserdichteanalyse eine Normalverteilung nachgewiesen. Abb. 12 stellt beispielhaft das
Verteilungsmuster der erhobenen Stichproben dar. Dariber hinaus wurde jede
Untersuchungsgruppe separat auf Normalverteilung bestatigt. Fiir nur eine Stichprobe wurde

eine anndhernde Normalverteilung festgestellt.

12- MW = 1,846 Abb. 12 Beispielhaftes Verteilungsmuster der
SD =0,0309 Stichproben fir die CFD
10. N =68
8- 7Z
a
=
(@)}
= 6 XX
-
(g8
I 4 7
2/rZ
0,10 0,15 0,20 0,25

3.1.2 VERGLEICH DER CFD ZWISCHEN JUNGEN ADULTEN WILDTYPSTAMMEN

Junge adulte p7SNTR™"™/*.wildtypen wiesen im Vergleich zu gleichaltrigen p75NTR™V**-

Wildtypen im Stratum moleculare des Gyrus dentatus keine bedeutsame Veranderung der CFD
auf (Abb. 13A). In der SGZ war die CFD der p75NTREX'V+/+—KontroIIgruppe im Vergleich zu den
p75NTRE™*_Wildtypen signifikant gesteigert (+13,6%) (Abb. 13B).
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A B
*
CFD CFD —
0.3 0.3
O3 p7sNTREXIH O3 p7snTREXIH
O p7sNTREXVH* O3 p7sNTREXV*
0.2 —— 0.2 T-
........ s A s B
L 1
0.1
0.0 0.0
C
t-Test (n)
Region Transgen Genotyp Alter N n MW SD
p-Wert signifikant
75NTRE!! wt 5-7M 5 33 0,1609 0,003337
A Stratum P 0,7953 nein
moleculare p75NTREV wt 57 M 4 29 0,1594 | 0,004894
p75NTRE! wt 5-7M 5 33 0,1313 0,003362
B SGz 0,0078 ja
p75NTR®V wit 5-7M 4 28 0,1492 0,005848

Abb. 13 Vergleich der CFD bei jungen adulten Wildtypstammen

A im Stratum moleculare: Junge (5 bis 7 Monate alte) p75NTR™"*/*- und p75NTR®V*/*.
Wildtypen zeigten in dieser Region keine signifikanten Unterschiede der cholinergen
Faserdichte.

B in der SGZ: In der subgranuldaren Zone war die Dichte ChAT-positiver Fasern bei den
p75NTREx'V+/+-WiIdtypen um 13,6% gesteigert gegeniber den Wildtypen der p75NTREX”'-
Mauslinie.

C Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse in A und B



33

3.1.3 ALTERSABHANGIGE VERANDERUNGEN DER CFD BEI WILDTYPSTAMMEN

Um den Einflussfaktor des Alterns auf die cholinerge Innervation des Hippocampus beim
Tiermodell ndher bestimmen zu kénnen, wurden fiir beide Wildtypstamme (p75NTRE"'"+/+ und
p75NTREV™**) junge mit gealterten Mausen verglichen. Im Stratum moleculare (Abb. 14) zeigten
sowohl die p75NTR®"™*_ als auch die p75NTR®V**-Wildtypstimme eine signifikante Steigerung
der CFD (p75NTR™"™/*: +25 9%, p-Wert<0,0001, n=28; p75NTR™V**: +13,9%, p-Wert=0,0033,
n=27). In der SGZ (Abb. 15) ergaben sich fir die p75NTREX"'+/+—Méuse keine bedeutsamen

ExIV+/+

altersabhangigen Effekte auf die hippocampale CFD. Die p75NTR -Wildtypen wiesen

dagegen eine Abnahme ChAT-positiver Fasern in der SGZ auf (-19,5%, p=0,0002, n=27).

Mit Hilfe der 2-way ANOVA (ANalysis Of VAriance, Tab. 4) konnte erhoben werden, dass Altern
im Stratum moleculare einen signifikanten Einfluss auf die CFD bei den Wildtypen nimmt
(p=0,0462), wahrend der Genotyp eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint (p=0,4503). Der
Effekt des Alterns erwies sich zudem als unabhangig vom betrachteten Genotyp (Interaction:
p=0,4866). In der SGZ hingegen konnte weder fiir das Alter (p=0,3458) noch fiir den Genotyp

(p=0,9589) ein bedeutsamer Effekt auf die CFD festgestellt werden.

A B

Einflussfaktor | % des Effekts | p-Wert | signifikant Einflussfaktor | % des Effekts | p-Wert | signifikant
Interaction 2,70 0,4866 nein Interaction 19,15 0,0921 nein

Alter 25,59 0,0462 ja Alter 5,54 0,3458 nein
Genotyp 3,19 0,4503 nein Genotyp 0,02 0,9589 nein
Tab.4 Two-Way-ANOVA: Einfluss des Alters und des Genotyps auf die CFD im Gyrus dentatus bei

Wildtypen der p75NTR

ExlIl

A im Stratum moleculare

B in der SGZ

-und p75NTR

-Stamme.
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A
* *
CFD | —— | ——
.5 g e
] 57M
T .............................................................................. 3 20-23 M
ol — T I
4444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444 _L
i | T‘
P T = S
0.0 1 ] 1 ]
p75NTREX! p75NTREXY
B

t-Test (n)
Transgen Genotyp Alter
p-Wert signifikant

wt 5-7M 5 33 0,1609 | 0,01917
p75NTRE! <0,0001 ja

wt 20-23 M 4 28 0,2026 | 0,05189

wt 5-7M 4 29 0,1594 | 0,02635
p75NTR™Y 0,0033 ja

wt 20-23 M 4 27 0,1816 | 0,02760

Abb. 14 Altersabhdngige Verdanderungen der CFD bei Wildtypen im Stratum moleculare

A Vergleich der CFD von jungen (5-7 Monate) und alten (20-23 Monate) Wildtypen der
p75NTREx'”- und p75NTREx'V-Stémme im Stratum moleculare des DG. Es ergab sich fiir beide

betrachteten Wildtyplinien ein signifikanter Anstieg der cholinergen Faserdichte beim
Alterstiermodell (+25,9% (p75NTR™"*/*): +13,9% (p75NTR™V*/*)).

B Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse
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A
*
CFD —
0.5 g e
d57M
OSSO 3 20-23 M
p75NTRE=! p75NTREY
B

t-Test (n)
Transgen Genotyp Alter
p-Wert signifikant
wit 5-7M 5 33 0,1313 0,01932
p75NTR™" 0,2524 nein
wit 20-23 M 4 28 0,1395 0,03484
wit 5-7M 4 28 0,1492 0,03094
p75NTREM 0,0002 ja
wit 20-23 M 4 27 0,1201 0,02085
Abb. 15 Altersabhdngige Verdnderungen der CFD bei Wildtypen in der SGZ
A Vergleich der CFD von jungen (5-7 Monate) und alten (20-23 Monate) Wildtypen der
p75NTREX'”- und p75NTREX'V-Stémme in der subgranuldaren Zone des Gyrus dentatus. Die

ExI+/+

Faserdichteanalyse zeigte fir die p75NTR -Wildtypen (links) keine bedeutsame
Verdanderung, wahrend p75NTREX'V+/+-Méuse (rechts) einen signifikanten Verlust ChAT-
positiver Fasern im Alter erlitten (-19,5%).

B Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse
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3.1.4 CFD DERJUNGEN ADULTEN P75NTR-KNOCKOUTS

Der Einfluss des p75NTR auf die cholinerge Innervation des Hippocampus wurde durch den
Vergleich der CFD junger adulter p75NTR-defizienter Mause mit gleichaltrigen Kontrolltieren (5-
7 Monate) untersucht (Abb. 16 — 18). Im Falle der p75NTR™"'"/- Mutanten zeigte sich die Dichte
ChAT-positiver Fasern in beiden untersuchten Regionen signifikant erhoht (Str. moleculare:
+28,7%, p-Wert<0,0001; SGZ: +32,2%, p-Wert<0,0001). Diese Ergebnisse entsprechen einer
verstarkten cholinergen Innervation des Gyrus dentatus, wenn der FL-p75NTR nicht exprimiert
wird. P75NTR®"_Knockouts exprimieren jedoch den S-p75NTR, der einen Einfluss auf die
hippocampale cholinerge Transmission nehmen konnte. Daher wurde eine zweite
Untersuchungsreihe mit jungen adulten p75NTR®V'"-M3usen unternommen, die weder den FL-
p75NTR noch den S-p75NTR exprimieren. Die Dichtemessung der cholinergen Fasern ergab in
beiden untersuchten Regionen einen signifikante Anstieg der CFD (Str. moleculare: +41,3%, p-
Wert<0,0001; SGZ: +26,7%, p-Wert<0,0001). Diese Ergebnisse legen nahe, dass Defizienz fir
den FL-p75NTR unabhangig vom Vorhandensein des S-p75NTR in jungen adulten Mausen eine

Verstarkung der cholinergen Faserverbindungen in den Hippocampus zur Folge hat.

p75NTREXIII p75NTRExIV
wt ko wt ko

Smo

SGZ

Abb. 16  Beispielschnitte der cholinergen Faserdichteanalyse an Jungtieren

Die dazu gehorigen Untersuchungsergebnisse sind Abb. 17 und Abb. 18 zu entnehmen. Smo = str.
Moleculare; SGZ = subgranulédre zone; wt = wildtyp; ko = Knockout



37

CFD

0.0 [ ] [ ]
p75NTREX! p75NTREXY

t-Test (n)

Transgen Genotyp Alter

p-Wert signifikant

wt 5-7 M 5 33 0,1609 | 0,01917
p75NTR™" <0,0001 ja
ko 5-7 M 5 35 0,2070 | 0,02167
wt 5-7 M 4 29 0,1594 | 0,02635
p75NTR®Y <0,0001 ja
ko 57M 4 28 0,2252 | 0,02087

Abb. 17 Vergleich der CFD zwischen jungen p75NTR-Knockouts und Wildtypen (5-7 Monate) im
Stratum moleculare

ExIIl ExIV

A Sowohl fiir die p7Z5NTR™""'- als auch fir die p75NTR
Faserdichte erhdht [p75NTREx"": +28,7% (links); p7SNTR

-Mutanten zeigte sich die cholinerge
BV 141,3% (rechts)].

B Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse
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CFD

0.0

p75NTREX! p75NTREXY

t-Test (n)

Transgen Genotyp Alter

p-Wert signifikant

wt 5-7M 5 33 0,1313 | 0,01932

p75NTR™ <0,0001 ja
ko 5-7M 5 35 0,1736 | 0,02663
wt 5-7M 4 28 0,1492 | 0,03094

p75NTR®Y <0,0001 ja
ko 5-7M 4 28 0,1891 | 0,02248

Abb. 18 Vergleich der CFD zwischen jungen p75NTR-Knockouts und Wildtypen (5-7 Monate) in der
SGZ

A Es wurde ein Anstieg der cholinergen Faserdichte fiir beide p75NTR-Mutanten gefunden
[p75NTR™""™": +32,2% (links); p7SNTR™"”": +26,7% (rechts)].

B Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse
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3.1.5 CFD DER GEALTERTEN P75NTR-KNOCKOUTS

Mogliche medizinische Indikationen fiir die Beeinflussung des cholinergen Systems betreffen
haufig das gealterte Gehirn, das sich in einigen Punkten vom jungen Gehirn unterscheidet (siehe
Kapitel 1.3). Aus diesem Grund wurde eine weitere Studie Uber die cholinerge Innervation des
Hippocampus gealterter Versuchstiere durchgefiihrt (20-23 Monate) (Abb. 19, Abb. 20). Erneut
wurde die Dichte ChAT-positiver Fasern im Stratum moleculare und der SGZ des Gyrus dentatus
von Knockouts und Wildtypen verglichen. Wahrend die jungen adulten p75NTREX”"/'—Méuse
einen signifikanten Anstieg der cholinergen Innervation im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen
aufweisen (siehe Kapitel 3.1.4 bzw. Abb. 16 — 18), ist bei gealterten p75NTREX""/'—Mutanten keine
bedeutsame Verdanderung der cholinergen Faserdichte zu beobachten (Str. moleculare: +1,9%,
p-Wert=0,7292; SGZ: +6,2%, p-Wert=0,2516;). Dahingegen fand sich bei den gealterten
p75NTR®V"_Mutanten eine signifikante Steigerung der cholinergen Faserdichte (Str.
moleculare: +32,2%, p-Wert<0,0001; SGZ: +51,1%, p-Wert<0,0001). Die bei jungen adulten
p75NTREXV"/'—Knockouts beobachteten verstarkten cholinergen Faserverbindungen zum Gyrus
dentatus bleiben demnach im Verlauf des Alterns erhalten. Zur vergleichenden Betrachtung

stellt Abb. 21 die Ergebnisse der Faserdichteanalyse aller Untersuchungsreihen gegentiber.
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CFD

0.0 [ ] [ ]
p75NTREX! p75NTREV

t-Test (n)

Transgen Genotyp Alter

p-Wert signifikant

wt 20-23 M 4 28 0,2026 | 0,05189
p75NTRE 0,7292 nein
ko 20-23 M 4 28 0,2065 | 0,02958
wt 20-23 M 4 27 0,1816 | 0,02760 .
p75NTR™Y <0,0001 ja
ko 20-23 M 4 28 0,2401 | 0,02154

Abb. 19 Vergleich der CFD zwischen gealterten p75NTR-Knockouts und Wildtypen (20-23 Monate) im
Stratum moleculare

A Im Alterstiermodell ergab sich fir p75NTREx”"/'-Knockouts (links) keine bedeutsame
Verdanderung der cholinergen Faserdichte. p75NTREX'V'/'-Mutanten (rechts) hingegen zeigten
einen siginifikanten Dichteanstieg ChAT-positiver Fasern (+32,2%).

B Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse
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CFD

p75NTREX! p75NTREXY

t-Test (n)

Transgen Genotyp Alter

p-Wert signifikant

wt 20-23 M 4 28 0,1395 | 0,03484
p75NTR™ 0,2516 nein
ko 20-23 M 4 28 0,1482 | 0,01955
wt 20-23 M 4 27 0,1201 | 0,02085 _
p75NTREY <0,0001 ja
ko 20-23 M 4 28 0,1815 | 0,02903

Abb. 20 Vergleich der CFD zwischen gealterten p75NTR-Knockouts und Wildtypen (20-23 Monate) in
der SGZ

A Fur die p75NTREx”"/'-Knockouts (links) wurde keine signifikante Veranderung der CFD
nachgewiesen. bei p75NTREx'V’/’-Knockouts (rechts) nahm die Dichte ChAT-positiver Fasern
signifikant zu (+51,1%).

B Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse



42

A
160-
<o 1404
o
3 100
g g +28,7% +1,9% +41,3% +32,2%
§ <0,0001* p=0,7292 p<0,0001* p<0,0001*
=> 60
40
p75NTRE (5.7 M) p75NTREM (20-23 M) p75NTREV (5.7 W) p75NTREV (20-23 M)
B
160
<o 140-
2 1201
o
i 100 | |
2 & +32,2% +6,2% +26,7% +51,1%
§ p<0,0001* p=0,2516 p<0,001* <0,0001*
> 60
40
p75NTRE (5.7 M) p75SNTREX (20-23 M) p75NTREVF (5.7 ) p75NTREV (20-23 M)
Abb. 21 Prozentuale Verdanderungen der CFD in Abhdngigkeit von Alter und Genotyp
A Im Stratum moleculare 5 bis 7 Monate alter p75NTREx”"/'-Knockouts ist ein signifikanter
Anstieg der CFD um 28,7% gegeniiber den p75NTREX”'+/+-KontroI|en zu beobachten, wahrend
20 bis 23 Monate alte Artgenossen keine bedeutsame Verdanderung der CFD aufzeigen. Die
jungen p75NTREX'V'/'-Mutanten weisen einen starkeren procholinergen Effekt auf als die
p75NTREX'"'/' (+41,3%). Dieser Einfluss schwéacht sich bei den p75NTREX'V'/' im Alterstiermodell
ab (+32,2%).
B In der SGZ ist ebenfalls eine bedeutsame Zunahme ChAT-positiver Fasern bei 5 bis 7 Monate

alten p75NTREx”'"/"-Mutanten nachweisbar (+32,2%), wahrend dieser procholinerge Effekt im
Alterstiermodell verloren geht. Auf der anderen Seite zeigen junge p75NTREX'V‘/‘—Knockouts
einen ahnlich grofen Anstieg der CFD wie die jungen p75NTREX'”'/' (+26,7%). Bei 20 bis 23
Monate alten p75NTREX'V'/'-Mutanten verstarkt sich der procholinerge Effekt in der SGZ sogar
(+51,1%).
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3.2 ANALYSE DER MORPHOLOGIE DENDRITISCHER DORNEN

3.2.1 NORMALVERTEILUNG

Der Nachweis einer Gauf$’schen Normalverteilung fiir die erhobenen Stichproben erfolgte unter
Verwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests und ist in Tab. 5 flur die Dichte dendritischer
Dornen aufgefiihrt. Die Einzelwerte der Dornlange Lp und Dornkopfdurchmesser Diap waren
indessen nicht normalverteilt. Als Stichproben wurden jeweils die gemittelten Ergebnisse pro

Individuum (L, Dia; siehe 2.5.2) gewertet und nicht-parametrische Signifikanztests kamen zum

Einsatz.
Kolmogorov-Smirnov-Test (a=0,05%)
Transgen Region n
. normal-
KS-Distanz p-Wert verteilt?
Exonlll-/- 80 0,06479 >0.10 ja
Exonlll+/+ Gyrus 60 0,06953 > 0.10 ja
ExonlV-/- dentatus 80 0,05892 >0.10 ja
ExonlV+/+ 80 0,09936 0,0491 nein
Exonlll-/- 80 0,08796 >0.10 ja
Exonlll+/+ . 61 0,08004 >0.10 ja
Exoniv- | CATapikal g5 0,1063 0,0258 nein
ExonlV+/+ 79 0,06391 >0.10 ja
Exonlll-/- 80 0,04597 >0.10 ja
Exonlll+/+ 60 0,08437 >0.10 ja
A1 [ .
ExonlV-/- CATbasal =, 0,1034 0,0339 nein
ExonlV+/+ 80 0,09003 >0.10 ja

Tab.5 Testung der Stichproben fiir die Dichte dendritischer Dornen auf Normalverteilung
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3.2.2 ANALYSE DER MORPHOLOGIE DENDRITISCHER DORNEN

Im ersten Schritt wurde die Dichte der dendritischen Dornen bei p75NTREX'”—defizienten Mausen
untersucht. Die 20 bis 23 Monate alten Tiere zeigten weder an den Kérnerzellen des Gyrus
dentatus noch an den Pyramidenzellen der CA1-Region bedeutsame Verdanderungen gegeniiber
gleichaltrigen Wildtypen. Es war lediglich eine nicht signifikante abnehmende Tendenz
festzustellen. Die Betrachtung der gealterten p7SNTR®Y""-Mutanten in den untersuchten
Arealen ergab ebenfalls nur einen sanften Rilckgang der Dorndichte, der nicht die

Signifikanzkriterien erfiillte (Abb. 22).

Im nachsten Schritt wurden die morphologischen Parameter der dendritischen Dornen
betrachtet. Fiir die Dornlinge zeigte sich im Fall der gealterten p7SNTR™"'"-Mutanten keine
signifikante Veranderung im Vergleich zu den Kontrollen. Bei den p75NTREX'V'/'—Knockouts kam

ExIV+/+

es im DG gegenliber den p75NTR -Kontrolltieren zu einer signifikanten Verringerung der

Dornlange, wahrend sich in der CA1-Region keine Veranderungen fanden (Abb. 23).

B hoch fiir

Beziglich der Durchmesser der Dornkopfe ergab sich weder fiir p75NTR
p75NTREX'V'/'-Knockout eine signifikante Alteration im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe.
Es konnte allerdings in allen betrachteten Regionen ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der

Dornkopfdurchmesser beobachtet werden (Abb. 24).

Zusammengefasst fanden sich im Alterstiermodell fiir den p75NTREx""/'—Knockout keine
relevanten Veranderungen der Architektur dendritischer Dornen. Bei den p75NTREX'V’/'-
Mutanten zeigte sich die Lange der Dornen im Gyrus dentatus signifikant verringert, wahrend

die Dornendichte und die Dornkopfdurchmesser unverandert blieben.
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Abb. 22 Dichteanalyse der dendritischen Dornen im p75NTR-Alterstiermodell

ExIIl

A Die Dichte der dendritischen Dornen bei p75NTR
untersuchten Regionen nicht signifikant verandert.

-Knockouts prasentierte sich in allen

B Die p75NTREX'V-Mutanten wiesen ebenfalls in keiner untersuchten Region eine signifikante

Verdanderung der Dornendichte auf.

C Tabellare Ubersicht der Ergebnisse aus A und B
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Abb. 23 Langenanalyse der dendritischen Dornen im p75NTR-Alterstiermodell

A Die Dornlinge bei den p75NTR™"

nicht signifikant verdandert.

-Knockouts zeigte sich in allen untersuchten Regionen

B Die p75NTREX'V-Knockouts zeigten eine signifikante Abnahme der Dornldange im DG. In den

anderen untersuchten Regionen konnte keine bedeutsame Verdanderung der Dornldnge
festgestellt werden.

c Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse aus A und B
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Cat api Caliys DG Ca1 api Calp, DG

U-Test (N)
Transgen Genotyp N p-Wert e

wt 3 0,5350 0,002025 .

CATapi ko 4 0,5763 0,01483 0.0571 nein
el wt 3 0,5436 0,008315 .

A p75NTR CA1pas o ) 05768 0.01125 0,1143 nein
wt 3 0,5436 0,01159 .

DG ko 4 0,5501 0,006109 1,0000 nein
wt 2 0,5519 0,01558 .

CAlapi ko 4 0,5663 0,01083 0,4857 nein
ey wt 4 0,5562 0,01692 .

B p75NTR CA1pas o y) 05563 0.01089 0,8857 nein
wt 4 0,5586 0,01977 .

DG ko 4 0,5634 0,01278 1,0000 nein

Abb. 24 Durchmesser des Kopfes dendritischer Dornen im p75NTR-Alterstiermodell

A Die p75NTREX'"-Kn0ckouts wiesen gegenlber den Wildtypen in keiner betrachteten Region

signifikante Veranderungen der Dornkopfdurchmesser auf.

ExIV

B Die Dornkopfdurchmesser der p75NTR
Wildtypen nicht bedeutsam alteriert.

-defizienten Mutanten waren im Vergleich zu den

C Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse aus A und B
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4 DISKUSSION

4.1 TIERMODELLE

In dieser Arbeit werden morphologische Auswirkungen betrachtet, die durch die Ausschaltung
verschiedener Isotypen des p75NTR hervorgerufen werden. Die zwei verwendeten p75NTR-
defizienten Mauslinien weisen dariber hinaus charakteristische phanotypische Veranderungen
auf. p75NTR™""_Knockouts zeigen eine gesteigerte motorische Aktivitit im ,Open Field” sowie
Defizite in Gedachtnis-assoziierten Verhaltensversuchen, z.B. fiir das rdaumliche Lernen im
,Morris* Water Maze” (Peterson, Dickinson-Anson et al. 1999, Dokter, Busch et al. 2014).
P75NTR™V/_Knockouts weisen eine wesentlich héhere perinatale Sterblichkeit und
gravierendere funktionelle Einschrinkungen des Nervensystems auf als die p75NTR™!'-
Mutanten. Da sie unter anderem durch eine schwere Ataxie der unteren Extremitdten
gekennzeichnet sind, ist die Beurteilbarkeit von Verhaltensversuchen bei ihnen stark
eingeschrankt (von Schack, Casademunt et al. 2001). Auf Grund der hohen Mortalitat ist es
zudem nicht méglich gewesen, eine getrennte homozygote Zuchtreihe fir die p75NTR¥V/-
Knockouts zu etablieren, wie es bei p75NTREX'"'/'-Mutanten der Fall war. Deshalb wurden die
Mause des p75NTREX'V—Stammes einer heterozygoten Verpaarung entnommen und
anschlielend individuell genotypisiert. Durch dieses Vorgehen entfdllt die regelmaRige
Rickkreuzung getrennter Zuchtlinien zum Erhalt eines einheitlichen genetischen Hintergrunds
(wie bei den p75NTR™"-Tieren) auf Kosten eines erhdhten Aufwands durch die
Genotypisierungen. Variable genetische Hintergriinde kénnen insbesondere bei den Wildtypen
den cholinergen Phanotyp maligeblich beeinflussen (Naumann, Casademunt et al. 2002) und
somit eine Erklarung fir die widerspriichlichen Vorergebnisse liefern. Durch den Nachweis
signifikant verschiedener cholinerger Faserdichten in der SGZ der betrachteten Wildtypstamme
konnte die Rolle des genetischen Hintergrunds fiir die Morphologie des cholinergen Systems in
dieser Arbeit unterstrichen werden. Die altersabhdngige Entwicklung der cholinergen

Faserdichte zeigte hingegen keine Abhédngigkeit vom Genotyp der untersuchten

Wildtypstamme.
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4.2 EINFLUSS DES P75NTR AUF DAS CHOLINERGE SYSTEM

4.2.1 KNOCKOUT DES P75NTR ZEIGT EINEN PROCHOLINERGEN EFFEKT

Die cholinerge Innervation des Hippocampus ist entscheidend fiir die regelrechte Funktion
hippocampaler Gedachtnisleistungen (Atri, Sherman et al. 2004, Hasselmo 2006, Teles-Grilo
Ruivo and Mellor 2013). p75NTR wird im ausgereiften, gesunden Gehirn in den CNBVH
exprimiert und seine Ausschaltung kann zu Beeintrachtigungen des cholinergen Systems, zum
Beispiel bei der Modulation hippocampaler LTD, fihren (Rosch, Schweigreiter et al. 2005, Woo,
Teng et al. 2005, Martinowich, Schloesser et al. 2012). Die beobachteten Einschrankungen im
Lernverhalten p75NTREX'"-defizienter Tiere im Morris Water Maze (Dokter, Busch et al. 2014)
konnten durch die ausbleibende Wirkung des p75NTR auf das septohippocampale Netzwerk
erklart werden. Diese Tiere weisen auflerdem eine gesteigerte motorische Grundaktivitat auf
(Dokter, Busch et al. 2014), die mit cholinergen Alterationen in Zusammenhang stehen konnte.
Die Ergebnisse der zugrunde liegenden morphologischen Veranderungen waren jedoch haufig
widersprichlich (Tab. 6). Fiir p75NTR-Knockouts wurde einerseits ein Anstieg der Zahl
cholinerger Neuronen konstatiert (Van der Zee, Ross et al. 1996, Naumann, Casademunt et al.
2002, Greferath, Trieu et al. 2012), andererseits eine Abnahme (Peterson, Dickinson-Anson et al.
1999). Wieder andere fanden keine Veranderung der cholinergen Neuronenzahl bei Deletion
des FL-p75NTR (Greferath, Bennie et al. 2000). Ebenso uneinheitlich waren die Ergebnisse
beziglich der GroRenveranderungen der cholinergen Neurone. So beschrieben manche Autoren
eine GroRenzunahme bei Fehlen des FL-p75NTR (Yeo, Chua-Couzens et al. 1997, Greferath,
Trieu et al. 2012), wahrend andere keine signifikante GroRenveranderung feststellten (Ward,
Stanford et al. 2000). Dariiber hinaus lieRen diese Beobachtungen keine Aussage dariber zu,
wie viele cholinerge Fasern tatsachlich den Hippocampus erreichen. Ausgehend von Berichten
Uber eine um bis zu 75% gesteigerte cholinerge Aktivitat im Hippocampus p75NTR-defizienter
Mause (Barrett, Reid et al. 2010) wurde der Einfluss des p75NTR-Knockouts auf die cholinerge
Innervationsdichte im Gyrus dentatus untersucht. Fir junge, adulte Mause konnte ein
stimulierender Effekt der p75NTR-Defizienz auf die cholinerge Faserdichte im Gyrus Dentatus
festgestellt werden, der unabhangig vom Vorhandensein des S-p75NTR sowohl im Stratum

moleculare als auch in der SGZ nachweisbar war.



50

Jahr | Autoren Phanotyp
Cholinerge Zellzahl T
1997 (Yeo, Chua-Couzens et al. 1997) CNBVH P75NTR™" GroRe cholinerger Neurone
ChAT-Aktivitat T
1997 (Peterson, Leppert et al. 1997) CNBVH P75NTR™" Cholinerge Zellzahl
Raumliches Gedachtnis |,
1999 (Peterson, Dickinson-Anson et al. 1999) Verhalten P75NTR™"
Motorische Grundaktivitat
Cholinerge Zellzahl -
2000 (Greferath, Bennie et al. 2000) CNBVH P75NTR™" GroRe cholinerger Neurone
Raumliches Gedachtnis T
P75NTR™", )
2002 (Naumann, Casademunt et al. 2002) CNBVH P7SNTREY Cholinerge Zellzahl T
2004 (Wright, Alt et al. 2004) Verhalten P75NTR™" Raumliches Gedéchtnis |
P75NTR™", Dichte dendritischer Dornen
2005 (Zagrebelsky, Holz et al. 2005) HN v
P75NTR Dendritische Komplexitat
P75NTR™",
2005 (Rosch, Schweigreiter et al. 2005) AN P7SENTREY LTD ¥
2005 (Woo, Teng et al. 2005) HN P75NTR™" LTD ¢
2006 (Volosin, Song et al. 2006) CNBVH P75NTR™" Zelltod nach excitotoxischer Lésion
2008 (Catts, Al-Menhali et al. 2008) Verhalten P7SNTR™ Raumliches Gedachtnis -
Cholinerge Aktivitat
CNBVH,
2010 (Barrett, Reid et al. 2010) P7SNTR™ Raumliches Gedéchtnis T
Verhalten
Motorische Grundaktivitat |,
Exlll . .
2012 (Martinowich, Schloesser et al. 2012) HN P75NTR Stressinduzierte LTD {,
Cholinerge Zellzahl T
2012 (Greferath, Trieu et al. 2012) CNBVH P75NTR™"
GroRe cholinerger Neurone P
Raumliches Gedachtnis |,
2014 (Dokter, Busch et al. 2014) Verhalten P75NTR™"
Motorische Grundaktivitat
Cholinerge Zellzahl T
CNBVH, ChAT-cre
2014 (Boskovic, Alfonsi et al. 2014) infin GroRe cholinerger Neurone
Verhalten p75NTR™
Raumliches Gedéachtnis -

Tab. 6 Auswirkungen des p75NTR-Knockouts auf CNBVH, HN und assoziiertes Verhalten

HN = hippocampa/e Neurone; CNBVH = cholinerge Neurone des basalen Vorderhirns; ChAT-cre
p75NTR™™ = konditionaler p75NTR-Knockout [siehe (Boskovic, Alfonsi et al. 2014)]; modifiziert und
ergdnzt nach (Fujii and Kunugi 2009)
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4.2.2 WELCHE MECHANISMEN LIEGEN DEM PROCHOLINERGEN EFFEKT DES P75NTR-
KNOCKOUTS ZU GRUNDE?

ProNGF kann durch Aktivierung des p75NTR in cholinergen septalen Neuronen Apoptose
auslosen (Fortress, Buhusi et al. 2011). Dieser Mechanismus soll insbesondere im Rahmen
pathologischer Prozesse, z.B. bei der Pathogenese der AD eine Rolle spielen (Pedraza, Podlesniy
et al. 2005). Eine verringerte Apoptoserate cholinerger Neurone im p75NTR-Knockout kdnnte
eine Erklarung fir die erhohte cholinerge Faserdichte im Gyrus dentatus liefern und wird durch
Berichte liber einen Anstieg der cholinergen Neuronenzahl unterstitzt (Van der Zee, Ross et al.
1996, Naumann, Casademunt et al. 2002) (Abb. 25). Die Funktion des p75NTR fiir das SHN l&sst
allerdings noch einen weiteren Zusammenhang vermuten. In den Kerngebieten des basalen
Vorderhirns exprimieren ausschlief3lich cholinerge Neurone p75NTR und Trk-A (Sobreviela, Clary
et al. 1994). NGF wird im Hippocampus (z.B. durch die Kornerzellen des DG) ausgeschittet und
gewihrleistet via Bindung an Trk-A in cholinergen Neuronen deren Uberleben und Phinotyp
(Williams, Varon et al. 1986, Hartikka and Hefti 1988, Conner, Franks et al. 2009). P75NTR
vermittelt hemmende Effekte auf die synaptische Plastizitat im Hippocampus (Woo, Teng et al.
2005, Zagrebelsky, Holz et al. 2005, Chapleau and Pozzo-Miller 2012, Dokter, Busch et al. 2014).
Demnach koénnte sein Fehlen im p75NTR-Knockout, Uber eine Stimulation der
septohippocampalen Transmission, das durch NFG vermittelte Uberlebenssignal auf die
cholinergen Neurone verstarken. NGF-Wirkung auf die CNBVH beglinstigt die Induktion von LTP
im Hippocampus (Conner, Franks et al. 2009) und koénnte in Folge dessen die synaptische
Ubertragung im SHN weiter verstirken. Damit einhergehend zeigt sich eine Dickenzunahme des
Stratum granulare sowie eine verringerte Apoptoserate und erhéhte Anzahl neuronaler
Vorlduferzellen im Gyrus dentatus p75NTR-defizienter Knockouts (Dokter, Busch et al. 2014,
Poser, Dokter et al. 2015). Unklar bleibt jedoch, inwiefern diese Befunde direkte Auswirkungen
der p75NTR-Defizienz darstellen oder als ein Resultat der verstarkten cholinergen Innervation zu

werten sind.
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Abb. 25 Direkte und indirekte Auswirkungen der p75-Defizienz auf das septohippocampale Netzwerk

BVH = basales Vorderhirn; DBB = diagonales Band von Broca; C = cholinerges Neuron; CNBVH
cholinerge Neurone des basalen Vorderhirns; DG = Gyrus dentatus; FF = Fimbria/Fornix; K
Kérnerzelle;, MS = mediale Septumkerne; Sgr = Stratum granulare; SHN = Septohippocampales
Netzwerk; Smo = Stratum moleculare.

Die gefundenen morphologischen Veranderungen bei p75-Knockout-Mdusen sind fett gedruckt
hervorgehoben:

1,2,3,6 (Dokter, Busch et al. 2014, Poser, Dokter et al. 2015)
4 (Van der Zee, Ross et al. 1996, Naumann, Casademunt et al. 2002, Greferath, Trieu et
al. 2012)

5 (Yeo, Chua-Couzens et al. 1997, Greferath, Trieu et al. 2012)
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4.2.3 P75NTR-KNOCKOUTS ZEIGEN AUCH IM ALTERSTIERMODELL EINEN PROCHOLINERGEN
EFFEKT

Die cholinergen Zentren des basalen Vorderhirns unterliegen altersabhangigen Veranderungen,
die im Rahmen der AD bis zur ,,cholinergen Atrophie” filhren kénnen (Schliebs and Arendt 2006,
Grothe, Heinsen et al. 2012). Die damit einhergehenden Stérungen des septohippocampalen
Netzwerks verursachen schwere kognitive Defizite und procholinerge Medikamente
(Cholinesterase-Hemmer) sind zu einem wichtigen Bestandteil der symptomatischen Therapie
der AD geworden (S3-Leitlinie-Demenzen 2016). P75NTR wird in den von AD betroffenen
Gehirnen vermehrt exprimiert und steht zunehmend unter Verdacht, am Untergang cholinerger
Neurone bei der AD beteiligt zu sein (siehe Kapitel 4.6) (Armato, Chakravarthy et al. 2013).
Bisher ist jedoch nur wenig bekannt iber den Einfluss des Alterns auf die Funktion des p75NTR
fiir das cholinerge System. Die beobachteten procholinergen Effekte des Fehlens von p75NTR in
Jungtieren deuten zwar auf einen anticholinergen Effekt des p75NTR hin, lassen aber die Frage
offen, ob dieser Effekt mit zunehmendem Alter erhalten bleibt oder durch etwaige
Erschopfungs- oder Kompensationsprozesse aufgehoben wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Ausschaltung beider Isotypen des p75NTR (p75NTREX'V'/') auch im
Alterstiermodell (20-23 Monate) die Dichte der cholinergen Fasern im Gyrus dentatus signifikant
steigert. Wahrend sich der procholinerge Effekt im Stratum moleculare altersabhangig leicht
abschwachte, konnte in der SGZ sogar eine Verstarkung von +26,7% auf +51,1% festgestellt
werden. Zu beachten ist jedoch, dass dieses Ergebnis mit einem signifikanten Abfall der

cholinergen Faserdichte in der SGZ der p75NTR™V*/*

-Wildtypen in Zusammenhang steht. Bei
den p75NTREX"'+/+—KontroIIen war dieser Abfall hingegen nicht zu beobachten, was ein weiteres

Indiz fir die Abhangigkeit der cholinergen Innervation vom genetischen Hintergrund darstellt.
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4.2.4 EINFLUSS DES ALTERNS AUF DAS CHOLINERGE SYSTEM

Uber einen Vergleich der Wildtypen untereinander konnten Hinweise auf die physiologische
Entwicklung der cholinergen Innervation im alternden Tiermodell gewonnen werden. Dabei
Uberraschte, dass sich die Dichte ChAT-positiver Axone im Stratum moleculare des Gyrus
dentatus unabhangig vom Genotyp altersabhangig erhohte. Einige Studien hatten nahegelegt,
dass es zu einem altersabhéngigen Verlust cholinerger Neurone kommt (Fischer, Chen et al.
1992), der u.a. durch die geringere Verflgbarkeit von NGF im gealterten Gehirn verursacht sein
soll (Niewiadomska, Mietelska-Porowska et al. 2011). Andere wiederum fanden morphologische
Veranderungen der cholinergen hippocampalen Projektionen, ohne jedoch einen Abfall ChAT-
positiver Fasern oder einen Verlust cholinerger Neurone festzustellen (Gaykema, Nyakas et al.
1992, Ypsilanti, Girao da Cruz et al. 2008). Da dem zunehmenden Funktionsverlust des
septohippocampalen Netzwerks ein Zusammenhang mit altersbedingten kognitiven Defiziten
zugeschrieben wird (Fischer, Chen et al. 1992), ist der hier gefundene Anstieg der cholinergen

Faserdichte im Alterstiermodell Gberraschend.

Fiir diese Beobachtung konnten verschiedene Ursachen eine Rolle spielen: Einerseits konnte die
enge Assoziation der septohippocampalen Transmission mit der kognitiven Leistungsfahigkeit
weniger stark sein als vermutet. Hinweise darauf lieferten beispielsweise Calhoun und
Mitarbeiter, die fiir Rhesusaffen nachweisen konnten, dass der bei diesen Tieren beobachtete
altersabhangige Niedergang des septohippocampalen Netzwerks nicht zu einem Leistungsabfall
in der Gedachtnistestung fihrte (Calhoun, Mao et al. 2004). Andererseits erlaubt die Messung
der Dichte ChAT-positiver Fasern im Hippocampus nur eine indirekte Aussage Uber ihren
Funktionszustand. Denkbar ware beispielsweise, dass die Erhéhung der cholinergen Faserdichte
im Alterstiermodell zumindest anteilsmaRig durch das vermehrte Vorkommen nicht
funktioneller (ChAT-positiver) axonaler Fragmente zu erkldren ist. Nicht zuletzt konnten die
vermehrt nachgewiesenen Fasern eine verringerte synaptische Aktivitat besitzen, resultierend

in einer weniger , effizienten” cholinergen Signallibertragung.
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4.3 EINFLUSS DES P75NTR AUF DIE MORPHOLOGIE DER DENDRITISCHEN DORNEN

4.3.1 EXKURS: DENDRITISCHE DORNEN ALS KORRELAT SYNAPTISCHER PLASTIZITAT

Die cholinergen Fasern machen nur einen geringen Teil der hippocampalen Afferenzen aus,
daneben existieren glutamaterge, GABAerge sowie monoaminerge Eingange (Andersen, Morris
et al. 2007). Die immunhistochemische Darstellung cholinerger Fasern erlaubt deshalb keine
direkten Rickschlisse auf die synaptischen Transmission im Hippocampus insgesamt, zumal mit

dieser Methode nicht die synaptische Verbindungen dargestellt werden kénnen.

Dendritische Dornen sind hochspezialisierte Zellregionen, die postsynaptische Ansatzstellen
exzitatorischer Synapsen darstellen (Megias, Emri et al. 2001) und durch die bewahrte
Silberimpragnation nach Golgi zuverldssig darstellbar sind. Die Dornen besitzen eine
spezialisierte Ausstattung an Membranproteinen und unterliegen in Abhangigkeit von der
neuronalen Aktivitat einer groRRen funktionellen und strukturellen Plastizitat (Malenka and Nicoll
1999, Maletic-Savatic, Malinow et al. 1999). Viele Untersuchungen legen nahe, dass die Dichte
der dendritischen Dornen im Hippocampus mit der Stiarke der synaptischen Transmission
(Konur, Rabinowitz et al. 2003) und der Gedachtnisleistung korreliert (Engert and Bonhoeffer
1999, Muller, Toni et al. 2000, Leuner, Falduto et al. 2003). Ihre Morphologie soll zudem
Riickschliisse Uber die dynamischen Verdanderungen im Rahmen der synaptischen Plastizitat
zulassen. So korreliert die DornenkopfgroRe mit der Zahl der AMPA-Rezeptoren in der
Dornenmembran (Holtmaat and Svoboda 2009), die die Erregbarkeit fir den Transmitter
Glutamat bestimmt. Induktion von LTP in adulten CA1l-Pyramidenzellen verursacht die
Neuausprossung von dendritischen Dornen sowie die Zunahme der GréRe der Dornenkdpfe
(Yuste and Bonhoeffer 2001, Matsuzaki, Honkura et al. 2004, Kopec, Li et al. 2006) (Abb. 26).
Auch die Liange der dendritischen Dornen  beeinflusst die  synaptischen
Ubertragungseigenschaften (Matsuzaki, Honkura et al. 2004), wobei der Hals der Dornen als

Filter fiir elektrische Potenziale dienen kdnnte (Araya, Jiang et al. 2006).
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Abb. 26 Morphologische Plastizitat der dendritischen Dornen

Niedrige synaptische Aktivitat und Langzeitdepression (LTD) bewirken eine Abnahme
der synaptischen Transmission, die sich u. a.

niederschlagt.

Hohe synaptische Aktivitdt und Langzeitpotenzierung (LTP) verursachen hingegen
eine Zunahme der Transmission, resultierend in einer erhdéhten Dorndichte und

groRerer Dornkopfdurchmesser

in einer geringeren Dornendichte
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4.3.2 DER FORDERLICHE EFFEKT DES P75NTR-KNOCKOUTS AUF DIE MORPHOLOGIE DER
DENDRITISCHEN DORNEN NIMMT ALTERSABHANGIG AB

Neurotrophine (v.a. BDNF) spielen eine wichtige Rolle fiir die Aufrechterhaltung des adulten
dendritischen Phanotyps (McAllister, Katz et al. 1999, Kellner, Godecke et al. 2014) sowie bei
der Induktion von LTP (Tanaka, Horiike et al. 2008). Fiir den p75NTR wurden in diesem
Zusammenhang sowohl forderliche (Yamashita, Tucker et al. 1999) als auch hemmende (Gehler,
Gallo et al. 2004) Einflisse auf die Dendritenarchitektur beschrieben, die in Abhangigkeit vom
zellularen Kontext und der Substratbindung an den p75NTR zu stehen scheinen. Marta
Zagrebelsky und Kollegen beschrieben 2005 in Knockout- und Uberexpressionsstudien den
Einfluss des p75NTR auf die Morphologie dendritischer Dornen hippocampaler Pyramidenzellen
in vitro. P75NTR-defiziente Neurone zeigten eine erhdhte Dichte dendritischer Dornen, wahrend
p75NTR-Uberexpression den gegenteiligen Effekt hatte (Zagrebelsky, Holz et al. 2005). Diese
Ergebnisse attribuierten dem p75NTR einen negativ modulierenden Effekt auf die synaptische
Transmissionsstarke. Der hemmende Einfluss des p75NTR auf die Dichte dendritischer Dornen
konnte in unserer Arbeitsgruppe teilweise auch in vivo bestatigt werden. Junge p75NTREX'"—
defiziente Mause zeigten einen signifikanten Anstieg der Dornendichte in den Kérnerzellen des
Gyrus dentatus (Dokter, Busch et al. 2014). Hingegen wiesen p75NTREX'V'/'—Knockouts keine
bedeutsamen Veranderungen der Dornendichte auf (Poser, Dokter et al. 2015). Fiir das hier
prasentierte, p75NTR-defiziente Alterstiermodell lield sich weder an den Pyramidenzellen der
CA1-Region noch an den Kornerzellen des Gyrus dentatus eine signifikante Veranderung der
Dornendichte im Vergleich zu den Kontrolltieren feststellen. Der steigernde Effekt der p75NTR-
Defizienz auf die Dichte dendritischer Dornen scheint demnach im Alter zu verschwinden. Da die
Dornendichte Berichten zufolge mit der Starke der synaptischen Transmission korreliert (Konur,
Rabinowitz et al. 2003), kann ein altersabhangig nachlassender Einfluss des p75NTR-Knockouts
auf die synaptische Plastizitdt angenommen werden, wobei die beteiligten Mechanismen unklar
bleiben. Eine Erklarung kdénnten komplexe Defizite in der Etablierung und Aufrechterhaltung
hippocampaler synaptischer Verbindungen liefern, entsprechend einer Stérung der
synaptischen Plastizitdit beim p75NTR-Knockout. Es bleibt in diesem Zusammenhang zu
bedenken, dass das Vorliegen morphologisch regelrechter dendritischer Dornen nicht sicher auf

die Existenz funktioneller synaptischer Verbindungen schlieRen lasst. Es konnte zum Beispiel im
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Cerebellum gezeigt werden, dass Spinogenese intrinsisch auftreten kann, d.h. ohne das
Vorhandensein von prdsynaptischen axonalen Terminalen (Sotelo 1990). Diese Annahme
unterstiitzend zeigen junge p75NTR®"-Knockouts Beeintrichtigungen des raumlichen Lernens
im Morris Water Maze obwohl gleichzeitig die Dichte dendritischer Dornen im Gyrus dentatus
erhoht ist (Dokter, Busch et al. 2014). Ein zunehmender Mangel korrekt eingespeicherter
Gedachtnisinhalte und regelrecht etablierter synaptischer Bahnungen kdnnte im Verlauf des
Alterns zu einer verringerten synaptischen Transmission im Hippocampus flihren und die

altersabhangige Abnahme der Dornendichte erklaren.

Beziglich der Lange der dendritischen Dornen konnte in den Voruntersuchungen an jungen
p75NTR-Knockouts keine bedeutsame Veranderung gefunden werden. Im Alterstiermodell war
jedoch in einem Knockoutstamm eine signifikante Abnahme der Dornenldange im Gyrus dentatus
nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass die Lange der Dornen mit Veranderungen der
Transmission und des Verhaltens zusammenhéangt (Matsuzaki, Honkura et al. 2004, Vanderklish
and Edelman 2005). In Zusammenschau mit der Beeintrachtigung des raumlichen
Lernverhaltens bei den p75NTR-Mutanten kann die altersabhiangige Abnahme der Dornenldnge
als zusatzliches Indiz fiir eine eingeschrinkte synaptische Ubertragungsleistung im Hippocampus

angesehen werden.

4.4 WIE ERKLAREN SICH DIE VERSCHIEDENEN ALTERSABHANGIGEN EFFEKTE?

Im Gesamtbild ergibt sich fliir den p75NTR-Knockout ein komplexes Bild altersabhangiger
morphologischer Verdanderungen im Hippocampus und im cholinergen System (Tab. 7). Junge
adulte p75NTR-Knockouts zeigen einen Anstieg der cholinergen Projektionen zum
Hippocampus, der mit der vermehrten Bildung dendritischer Dornen an den Kornerzellen des
Gyrus dentatus einhergeht. Es konnte demnach vermutet werden, dass die verstarkte
synaptische Transmission im Hippocampus auf die erhohte cholinerge Innervation
zurlickzufiihren ist. Diese Annahme wird jedoch durch die Ergebnisse beim Alterstiermodell in
Frage gestellt. Bei den 20 bis 23 Monate alten Mutanten deuten die morphologischen

Parameter der dendritischen Dornen auf eine altersabhdngig nachlassende synaptische
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Transmission im Hippocampus hin, obwohl die Dichte der cholinergen Fasern weiterhin erhéht
ist. Einerseits konnten diese Befunde durch einen physiologischen Abfall der synaptischen
Transmission wahrend des Alterungsprozesses erklarlich sein, andererseits zeigten
Verhaltensexperimente mit p75NTREX""/'—Mutanten bereits bei jungen Tieren Einschrankungen
des rdumlichen Lernens (Dokter, Busch et al. 2014). Dies konnte darauf hindeuten, dass im
Hippocampus p75NTR-defizienter Individuen bereits friihzeitig funktionelle Defizite bestehen,

die sich womoglich erst im Verlauf des Alterns in der Dendritenarchitektur manifestieren.

Die durchgefiihrten Untersuchungen lassen zudem keine Aussage darliber zu, inwieweit die
synaptischen Verbindungen und die beteiligten Neurone tatsachlich funktionsfahig sind. Im
jungen Gyrus dentatus konnte fiir beide p75NTR-Knockouts eine Reduktion der Apoptoserate
nachgewiesen werden (Dokter, Busch et al. 2015, Poser, Dokter et al. 2015). Viele Studien
lieferten Hinweise, dass P75NTR auch in den CNBVH als Vermittler von Apoptose fungieren
konnte (Ward and Hagg 1999, Naumann, Casademunt et al. 2002, Boskovic, Alfonsi et al. 2014).
Da die Apoptose einen physiologischen Mechanismus darstellt, kann angenommen werden,
dass sie als Antwort auf Fehlfunktionen cholinerger Neurone ausgeldst wird. Dies wirft die Frage
auf, ob die vermehrt vorhandenen cholinergen Fasern im p75NTR-Knockout zum Teil von
dysfunktionalen cholinergen Neuronen stammen, die nicht durch Apoptose eliminiert werden
konnten. Hierdurch koénnte es zur effektiven Abnahme der synaptischen Transmission im
Hippocampus kommen, wodurch die beobachteten Defizite in gedachtnisassoziierten
Verhaltensexperimenten erkldarbar waren. Dieser Effekt kdnnte sich zudem altersabhangig
verstarken, da die Anzahl fehlerhafter cholinerger Neurone, die nicht durch Apoptose eliminiert

werden kdénnen, mit steigendem Alter akkumulieren durfte.

Dariiber hinaus bleibt unklar, welche Rolle Pro-Neurotrophine in diesem Zusammenhang
spielen. Sie binden den p75NTR gemeinsam mit seinem Co-Rezeptor Sortilin mit hoher Affinitat
und ihre Expression nimmt im alternden Gehirn sowie im Rahmen der AD zu (Fahnestock,
Michalski et al. 2001, Nykjaer, Lee et al. 2004, Volosin, Song et al. 2006, Friedman 2010).
Fortress und Kollegen konnten beispielsweise zeigen, dass pro-NGF-Infusion in die Hippocampi
gealterter Ratten die Expression von p75NTR induziert und cholinerge Degeneration ausldsen

kann (Fortress, Buhusi et al. 2011).
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Das Wirkungsspektrum des p75NTR bietet einen breiten Erkldarungsspielraum fir die
procholinergen Effekte im Knockout-Tiermodell. Insbesondere sein Einfluss auf die synaptische
Plastizitat konnte komplexe funktionelle Veranderungen des septohippocampalen Netzwerks
zur Folge haben, die sich auch in der Morphologie des cholinergen Systems wiederspiegeln
diurften. Nicht zuletzt ist zu berlcksichtigen, dass dem p75NTR, liber seinen Einfluss auf das
Nervensystem hinaus, eine wichtige Funktion in der Regulation des vaskularen Systems (Wang,
Bray et al. 2000, von Schack, Casademunt et al. 2001) und des Immunsystems (Tokuoka,
Takahashi et al. 2001) nachgewiesen werden konnte. Beeintrachtigungen der
Nahrstoffversorgung oder Schaden an der Blut-Hirn-Schranke koénnten altersabhangig

zunehmen und die direkten neuronalen Wirkungen des p75NTR Uberlagern.

p75NTR™" p75NTR™"
Untersuchungsgebiet

jung alt jung alt
CFD (Smo, SGZ) ™ S ™ N
Dornendichte (Smo) ™ -> S N
Apoptose (Sgr) N — d N
Dicke (Sgr) ™ > ™ >
Dicke (Smo) -> -> ™ N

Tab.7 Vergleichende Ubersicht der p75TR-Knockoutmodelle

CFD = cholinerge Faserdichte; Smo = Stratum moleculare; SGZ = subgranuldre Zone; Sgr = Stratum granulare
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4.5 WELCHE ROLLE SPIELT DIE TRUNKIERTE SPLICEVARIANTE S-P75NTR?

Eine bisher wenig beachtete Unbekannte fiir die Funktion des p75NTR ist die Existenz der
trunkierten Splicevariante S-p75NTR, die in p75NTREX”"/'—Knockouts exprimiert wird (von Schack,
Casademunt et al. 2001). Hinweise auf eine Funktionalitat des S-p75NTR in vivo wurden z. B. fiir
die Auslésung von Apoptose nach Axotomie bei p75NTREX”"/'—Knockoutméusen gefunden
(Murray, Bartlett et al. 2003). Junge adulte p75NTR-Knockouts zeigen in der vorgelegten Studie
einen Anstieg der cholinergen Faserdichte unabhangig von der Expression des S-p75NTR. Im
Alterstiermodell hingegen gehen die procholinergen Effekte bei p75NTREX”"/'-Knockouts
verloren. FL- und S-p75NTR-defiziente p75NTREX'V'/'—Mutanten erleiden zudem deutlich
schwerere Defizite ihres Phanotyps als p75NTR®"/-Knockouts, derentwegen sie fir
Verhaltensversuche ungeeignet sind und eine deutlich erhdhte Mortalitat zeigen (von Schack,
Casademunt et al. 2001). Die Anwesenheit des S-p75NTR scheint demnach die Aktivierung
redundanter Mechanismen zu verursachen, die unter anderem die cholinerge Aktivitdt im
gealterten Knockout kompensatorisch senken. Einerseits kénnte S-p75NTR in cholinergen
Neuronen vermehrt Apoptose auslésen, andererseits das Neuritenwachstum cholinerger
Neurone negativ regulieren und dadurch die cholinerge Faserdichte im Hippocampus
verringern. Obwohl S-p75NTR beim jungen Wildtyp in geringerem Umfang als der FL-p75NTR
exprimiert wird (von Schack, Casademunt et al. 2001), ist unklar, ob seine Aktivitdit mit dem
Alter ansteigt, im p75NTREX""/'-Knockout moglicherweise auch als Reaktion auf das Fehlen des

FL-p75NTR.

Welche molekularen Prozesse der Funktionalitdt des S-p75NTR zugrunde liegen, bleibt zu
klaren. Diskutiert wurden die Aktivierung des S-p75NTR Uber intrazelluldre Substrate,
moglicherweise durch proteolytische Spaltung, oder eine Funktion des S-p75NTR als Co-
Rezeptor (von Schack, Casademunt et al. 2001). Ein denkbarer klinischer Einsatz von Liganden
des p75NTR wirde die Frage aufwerfen, ob der S-p75NTR unerwiinschte redundante
Mechanismen aktivieren kénnte bzw. inwiefern der S-p75NTR, der keine Substratbindungsstelle

aufweist, pharmakologisch angesprochen werden kénnte.
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4.6 EXKURS: ROLLE DES P75NTR IN DER PATHOGENESE DER AD

Seit einigen Jahren mehren sich Berichte Uber eine Beteiligung der Neurotrophine und ihrer
Rezeptoren an der Entstehung der AD (Yaar, Zhai et al. 1997, Chen, Simmons et al. 2008,
Armato, Chakravarthy et al. 2013). Wahrend die Expression der Trk-Rezeptoren im Zuge der AD
abnimmt, steigt die Expression des p75NTR in hippocampalen Neuronen an (Hu, Zhang et al.
2002, Costantini, Scrable et al. 2006, Ginsberg, Che et al. 2006, Chakravarthy, Menard et al.
2012). Darliber hinaus entwickelt sich im Laufe der Erkrankung ein Missverhaltnis zwischen Pro-
NGF und NGF zu Gunsten von Pro-NGF, der lber die Bindung an p75NTR Apoptose induzieren
kann (Barde 2004, Pedraza, Podlesniy et al. 2005, Volosin, Song et al. 2006, Friedman 2010,
Teng, Felice et al. 2010).

Die Amyloid-Plaques in AD-kranken Gehirnen entstehen durch die Akkumulation von AR
(Amyloid-B-Proteine), die einerseits die Expression von p75NTRim Hippocampus induzieren
(Chakravarthy, Gaudet et al. 2010, Ito, Menard et al. 2012) und andererseits in ihrer toxischen
Wirkung vom Vorhandensein des p75NTR abhangig sein sollen (Kuner, Schubenel et al. 1998,
Coulson 2006, Sotthibundhu, Sykes et al. 2008, Knowles, Rajadas et al. 2009). P75NTR wiederum
bewirkt Uber die Stabilisierung von Metalloproteinasen (z.B. y-Sekretase) die vermehrte
Abspaltung von AB aus ABPP (Amyloid-B-Vorlduferprotein) (Haines 2006) und kdnnte auf diese

Weise einen Circulus vitiosus auslosen (Abb. 27).

4.6.1 KLINISCHE INDIKATIONEN DES P75NTR BEI MORBUS ALHEIMER

Die Demenz vom Alzheimer-Typ ist eine neurodegenerative Erkrankung des héheren Alters, die
im Verlauf zu einem irreversiblen Verlust der kognitiven Leistungsfahigkeit fihrt. Bereits in
frihen Stadien kommt es dabei zum Untergang cholinerger Neurone, dem eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung der kognitiven Defizite zugeschrieben wird (Terry and Davies 1980,
Grothe, Heinsen et al. 2012). Verflgbare procholinerge Medikamente (Cholinesterase-
Inhibitoren) mildern den Krankheitsprogress durch Erhéhung der ACh-Verfligbarkeit ab, ohne

jedoch die Gesamtprognose entscheidend zu verbessern (S3-Leitlinie-Demenzen 2016). Ein
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zentrales therapeutisches Ziel stellt daher die Verhinderung der cholinergen Degeneration in

frihen Stadien der Krankheit dar.

P75NTR ist in die pathophysiologischen Prozesse involviert, die bei der AD zum Niedergang des
cholinergen Systems filihren und wird als viel versprechender therapeutischer Angriffspunkt
diskutiert (Longo and Massa 2013). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Deletionsstudien
bestatigen den procholinergen Effekt, der durch das Ausschalten des p75NTR resultiert. Darliber
hinaus soll p75NTR eine Rolle als negativer Modulator der synaptischen Plastizitat z.B. im
Rahmen von Stressreaktionen zukommen (Martinowich, Schloesser et al. 2012, Dokter, Busch et
al. 2014). p75NTR konnte demnach auch an den Defiziten der synaptischen Plastizitat beteiligt
sein, die im Zuge der AD gefunden wurden (Dorostkar, Zou et al. 2015). Mit Hilfe des
Alterstiermodells konnte in dieser Arbeit jedoch nachgewiesen werden, dass der forderliche
Effekt des p75NTR-Knockouts auf die synaptische Transmission altersabhangig nachlasst und
sich schlieBlich sogar umzukehren scheint. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass
p75NTR-Defizienz im Alterstiermodell zur Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit fiihren
konnte, obwohl die cholinerge Transmission gleichzeitig erhoht bleibt. Eine Erklarung ist die
verminderte physiologische Apoptoserate durch das Fehlen des p75NTR, die in einer
vermehrten Anzahl dysfunktionaler cholinerger Neurone resultiert. Im Gegensatz zu den
verwendeten Mauslinien ist die Expression des p75NTR und einiger seiner Liganden (z.B. Pro-
NGF) bei der AD erhdht (Volosin, Song et al. 2006, Chakravarthy, Menard et al. 2012). Inhibition
des p75NTR konnte in diesem Fall moglicherweise den Zelltod funktionstlichtiger cholinerger
Neurone verhindern und durch den Erhalt des septohippocampalen Netzwerks den kognitiven

Niedergang abmildern oder in frilhen Stadien moglicherweise sogar aufhalten.

LM11A-31 ist ein kleines ZNS-gangiges Aminosaurederivat und aufgrund seiner strukturellen
Ahnlichkeit zu einer NGF-Domine in der Lage, mit dem p75NTR zu interagieren und die Bindung
des p75NTR an Pro-Neurotrophine und Neurotrophine kompetitiv zu hemmen (Massa, Xie et al.
2006, Knowles, Simmons et al. 2013, Tep, Lim et al. 2013). Die Arbeitsgruppe um Frank M.
Longo konnte nachweisen, dass durch Applikation von LM11A-31 die cholinerge Degeneration
im Alzheimer-Mausmodell selbst in fortgeschrittenen Stadien aufgehalten und moglicherweise

umgekehrt werden kann (Simmons, Knowles et al. 2014).
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AB bindet im Rahmen der Alzheimer-Demenz an den p75NTR (A) und induziert Apoptose via
Aktivierung der intrazellularen Death-Domain (dd) und Phosphorylierung der JNK (B) (Hashimoto,
Kaneko et al. 2004, Coulson 2006, Sotthibundhu, Sykes et al. 2008). P75NTR fordert wiederum die
Abspaltung von AB aus ABPP Uber eine Stimulation der y-Sekretase (yS) (C) (Haines 2006). Pro-
Neurotrophine (pNT) werden bei der AD vermehrt nachgewiesen und sind ebenfalls in der Lage, lber
eine Aktivierung des p75NTR Zelltod auszulésen (D). Darliber hinaus sollen proinflammatorische
mikrogliale Zytokine (TNF-a, IL-1B) die Wirkung von AB an p75NTR verstdrken (E) (Perini, Della-Bianca
et al. 2002, Chiarini, Dal Pra et al. 2006). Ein weiterer Pathomechanismus, fiir den eine Beteiligung des
p75NTR diskutiert wurde, ist das Auftreten polyploider Neurone unter Einfluss von oxidativem Stress
(F) (Smith, Rottkamp et al. 2000, Zhu, Siedlak et al. 2008, Morillo, Escoll et al. 2010).
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4.7 AUSBLICK

Die Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses des p75NTR auf das cholinerge System unterstiitzen
den Ansatz, p75NTR als therapeutisches Ziel bei der AD weiter zu verfolgen wahrend die
Resultate der dendritischen Morphologie weiterer Abklarung bedrfen. Fraglich bleibt auch,
welche Redundanzmechanismen durch die trunkierte Splicevariante S-p75NTR aktiviert werden,
fir die ein altersabhangiger Einfluss auf die cholinerge Aktivitat im Hippocampus nachgewiesen
werden konnte. Da S-p75NTR nicht Uber eine Neurotrophin-bindende Domaéane verfiigt, ist
anzunehmen, dass S-p75NTR ebenso wenig von pharmakologischen Liganden des p75NTR (z.B.
LM11A-31) angesprochen wird. Die Identifizierung von Aktivierungspartnern des S-p75NTR
wirde in diesem Zusammenhang interessante Perspektiven eréffnen. Bei der Interpretation der
vorliegenden Studien gilt es zudem zu bedenken, dass der p75NTR in den Knockouttieren
lebenslang ausgeschaltet ist. p75NTR beeinflusst den murinen Phanotyp multimodal, z.B. tUber
seine Rolle fiir das vaskuldre System, und nimmt dartber hinaus eine wichtige Funktion bei der
neuronalen Entwicklung ein. Dadurch konnte erklart werden, wie die Defizite im Lernverhalten
entstehen, die bei p75NTR™"-Knockouts nachgewiesen wurden (Dokter, Busch et al. 2014).
Um die Folgen einer postnatalen Hemmung des p75NTR zu untersuchen, ist die Entwicklung
konditioneller Knockoutmodelle hilfreich. 2014 wurde erfolgreich eine p75NTR-Knockout-
Mauslinie etabliert, bei der der p75NTR ausschlieBlich in postmitotischen CNBVH ausgeschaltet

werden konnte (Boskovic, Alfonsi et al. 2014).

Die erste klinische (Phase-II-)Studie mit LM11A-31 wurde zum Zeitpunkt dieser Arbeit bereits
begonnen und die viel versprechenden Resultate am Mausmodell geben Anlass zu vorsichtigem
Optimismus (Knowles, Simmons et al. 2013, Longo and Massa 2013). Fir jeden
pharmakologischen Ansatz in der Behandlung der AD dirfte jedoch gelten, dass einer friihen
Diagnosestellung hochste Wichtigkeit beizumessen ist, da die betroffenen Gehirnareale zum
Zeitpunkt der klinischen Manifestation in der Regel bereits irreversibel geschadigt sind. In
Zusammenschau mit aktuellen Fortschritten in der Friiherkennung liefern die ersten
Beobachtungen an Liganden des p75NTR im Alzheimermodell aber einen viel versprechenden

Therapieansatz, der sich moglicherweise bald in klinischen Studien unter Beweis stellen wird.
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6 MATERIALIEN

6.1 PERFUSION UND PRAPARATION

= Diethylether (Carl Roth, Karlsruhe)

* Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, pH7,2): 2,0 g NaH7PO4 + 10,73 g NapHPO4+ 9,0 g
NaCl in 1000 ml Aqua dest.

»  Formaldehyd-Lésung (4% Paraformaldehyd in PBS)

= Glaszylinder mit Deckel (Hohe 11 cm, Durchmesser 11,5 cm)

= Papierhandticher

= Alufolie

= Kunststoffbrett (Breite 15 cm, Lange 25 cm) und passende rechteckige Wanne
* Klebestreifen

= Chirurgische Scheren, Pinzetten, Skalpell, Spatel, Klemme

» |nfusionspumpe (Minipuls 3, Gilson, Middleton, Wisconsin, USA) mit Schlauchsystem (B.
Braun, Melsungen)

= Kaniile (Sterican 20G, B. Braun)

= Kunststoffbecher (15 ml) mit Deckel
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IMMUNHISTOCHEMIE GEGEN CHOLINACETYLTRANSFERASE (CHAT)

Lésungen

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Ethanol 20%

Citratpuffer 0,01 M

Blockierlosung (5% Rinderserumalbumin (BSA) + 0,1% Triton in PBS)
Destilliertes Wasser (Aqua bidest.)

Polyvinylalkohol (Mowiol)

Antikérper & Farbstoffe

Primarer Antikdrper: ChAT AB144P (polyclonal goat anti-ChAT IgG), Merck Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA

Sekundarer Antikorper: biotinylated horse anti-goat I1gG (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

Gerdte und Materialien

Vibratom (VT1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland)
Streckplatte (OTS 40, medite, Burgdorf)

Hybridisierungsofen (ProBlot, Labnet, Edison, New Jersey, USA)
Schittelplatte (3005, GFL, Burgwedel)

Vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, New York, USA)
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Absaugpumpe

Mikrowelle (700 Watt)

Cyanoacrylatkleber (UHU Sekundenkleber, Deutschland)

Rasierklingen (Gillette Super Silver, USA)

Blgelklingen

Pinsel

Wellplatten + Deckel (Cellstar 24 Wells, Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
Objekttrager (Superfrost plus, R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
Deckglaser (24 x 50 mm, R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
Glaskivetten, Kunststoffkiivetten

Liquid Blocker (Super PAP Pen, Daido Sangyo Co., Tokyo, Japan)

Metallschachtel mit Deckel (zur Lagerung wahrend der Inkubationsphasen),
Ablageleisten

Pipetten (Research 2,5, 10, 100, 1000, 5000 ul, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen (ep T.I.P.S. 2,5, 10, 5000 pl, Eppendorf,
Pipettenspitzen 200, 1000 pl, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Reagenzgefalle (Tubes 2 ml, Eppendorf, Reagenzréhren 15 ml, Sarstedt, Deutschland)
Mikroskop Axioplan 2 (Zeiss, Deutschland)

Kamera: AxioCam HRc (Zeiss, Deutschland)

Software

AxioVision 4.8.1 (Zeiss, Deutschland)

Corel Photo Paint 8.232 (Corel Corporation, USA)
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6.3 GOLGI-SILBERIMPRAGNATION

Lésungen

FD Rapid GoIgiStainTM Kit (Cat #: PK401), FD NeuroTechnologies, Inc. 6400 Baltimore
Nat’l Pike, Suite 250, Baltimore, USA 21228;

Ethanol absolut z.A., Th. Geyer, Batch No.: V1L757181L

Xylol

Material

Merckoglas, Merck KG, 64271 Darmstadt, Deutschland, HX810891
Kunststoffbecher

Gelatinisierte Objekttrager (Superfrost plus, R. Langenbrinck, Emmendingen) und
Deckglaser (24 x 50 mm, R. Langenbrinck)

Pipetten (Research 2,5, 10, 100, 1000, 5000 ul, Eppendorf, Hamburg)
Metallkiste mit Deckel, Ablageleisten

Glaskuvetten

Pipetten (Research 2,5, 10, 100, 1000, 5000 ul, Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen (ep T.I.P.S. 2,5, 10, 5000 pl, Eppendorf,
Pipettenspitzen 200, 1000 pl, Sarstedt, Nimbrecht)

Vibratom (VT1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar)

Schiittelplatte (3005, GFL, Burgwedel)

Vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, New York, USA)
Mikroskop Axioplan 2 (Zeiss, Deutschland)

Kamera: AxioCam HRc (Zeiss, Deutschland)



Software
= Neurolucida 9 (MBF Bisoscience)

* Neurolucida Explorer (MBF Bioscience)

6.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG
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Software
®  Prism 5.03 (Graphpad Software, USA)

= SPSS 21 (IBM, USA)
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