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Kurzreferat: 

Ein Mangel des plasticity related gene 1 (PRG1), ein membranständiges Protein der Postsy-

napse glutamaterger Neurone, führt zu einer Hyperexzitation durch den präsynaptisch lokali-

sierten lysophosphatidic acid receptor 2 (LPA2R) über den Botenstoff LPA. Defizite eines 

PRG1 Knockouts in Mäusen können durch einen zusätzlichen Knockout des LPA2R  

(PRG1-/-LPA2R-/-) teilweise aufgehoben werden. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die 

Wirkung eines PRG1 Knockouts über den LPA2R stattfinden muss. Das Rescue der glutama-

tergen Hyperexzitation kann durch einen Verhaltensversuch mit TMT Duftstoff und nachfol-

gender morphologischer Bestimmung der aktivierten Neurone belegt werden. Die  

PRG1-/-LPA2R-/- Mäuse zeigen in diesem Testverfahren zur Untersuchung des Furchtverhal-

tens keine Unterschiede zu ihren Wildtypen. Die Interaktion des PRGs1 und des LPA2Rs 

scheinen allerdings in der Angstverarbeitung gering ausgeprägt zu sein. Im Elevated Plus 

Maze, einem Verhaltensversuch zur Objektivierung des Angstverhaltens, zeigen sich weiterhin 

signifikante Unterschiede zu den Wildtypen, analog zu den Tieren mit einem alleinigen PRG1 

Mangel. Die Interaktion zwischen PRG1 und LPA2R an glutamatergen Synapsen sorgt dem-

nach für eine physiologische Verarbeitung sensorischer Reize, insbesondere Furcht auslösen-

der Stimuli.  

 

 

 

Schlüsselwörter: 

PRG1, LPA2R, TMT, c-Fos, Glutamat   



 

 

1 Inhaltsverzeichnis 

2 Abkürzungsverzeichnis ........................................................................................ 6 

3 Einleitung ............................................................................................................. 9 

3.1 Das olfaktorische System .............................................................................. 9 

3.1.1 Riechbahn ............................................................................................... 9 

3.1.2 Grüneberg Ganglion ............................................................................. 13 

3.2 Angst und Furcht ......................................................................................... 14 

3.2.1 Amygdala .............................................................................................. 14 

3.2.2 Neuroanatomie der TMT-induzierten Furcht ......................................... 16 

3.3 Glutamaterges System ................................................................................ 18 

3.3.1 Plasticity related genes ......................................................................... 19 

3.3.2 Lysophosphatidic acid und seine Rezeptoren ....................................... 23 

3.3.3 Beeinflussung der Exzitation durch PRG1 und LPA2R ......................... 24 

3.4 TMT ............................................................................................................. 26 

3.5 Immediate early gene c-Fos ........................................................................ 27 

3.6 Zielstellung .................................................................................................. 28 

4 Material und Methoden .......................................................................................29 

4.1 Versuchstiere .............................................................................................. 29 

4.2 Verhaltensversuche ..................................................................................... 29 

4.2.1 Elevated Plus-Maze .............................................................................. 30 

4.2.2 Soziale Interaktion ................................................................................ 31 

4.2.3 TMT-induziertes Furchtverhalten .......................................................... 32 

4.3 Perfusion der Tiere und Präparation der Gehirne ........................................ 34 

4.4 Färbung ....................................................................................................... 36 

4.4.1 Nissl-Färbung ........................................................................................ 36 

4.4.2 c-Fos Immunhistochemie ...................................................................... 36 

4.4.3 Quantifizierung ...................................................................................... 36 

4.5 Statistik ........................................................................................................ 37 

5 Ergebnisse ..........................................................................................................38 



 

 

5.1 Verhaltensversuche ..................................................................................... 38 

5.1.1 Elevated Plus-Maze .............................................................................. 38 

5.1.2 Soziale Interaktion ................................................................................ 40 

5.1.3 Testung mit TMT ................................................................................... 42 

5.2 Morphologie ................................................................................................. 46 

5.2.1 Bulbus olfactorius - OB ......................................................................... 47 

5.2.2 Septum ................................................................................................. 49 

5.2.3 Tuberculum Olfaktorium - OT................................................................ 51 

5.2.4 Gyrus dentatus (DG) im Hippocampus ................................................. 52 

5.2.5 Piriformer Cortex - PIR .......................................................................... 53 

5.2.6 Dorsale Taenia Tecta - TTd .................................................................. 55 

5.2.7 Amygdala .............................................................................................. 56 

5.2.8 Mediodorsaler Thalamus - MD .............................................................. 58 

5.3 Korrelation Verhalten - Morphologie ............................................................ 59 

6 Diskussion ...........................................................................................................60 

7 Zusammenfassung..............................................................................................74 

8 Literaturverzeichnis .............................................................................................75 

(1) Adolphs, R. (2013): The biology of fear. In: Current biology : CB 23 (2), S. 93. ..75 

9 Danksagung ........................................................................................................83 

10 Ehrenerklärung ...................................................................................................84 

11 Bildungsweg ........................................................................................................85 

12 Anhang ................................................................................................................86 

12.1 Tabellenverzeichnis ..................................................................................... 86 

12.2 Abbildungsverzeichnis ................................................................................. 86 

12.3 Protokolle .................................................................................................... 89 

12.3.1 Nisslfärbung ....................................................................................... 89 

12.3.2 c-Fos Immunhistochemie ................................................................... 89 

 

 



 

 

 



 

6 

2  Abkürzungsverzeichnis 

Abb.   Abbildung 

ACTH  adrenocorticotropic hormone 

AK   Antikörper 

ANOVA  analysis of variance 

AMPA  α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

AON   anterior olfactory nucleus 

ASD  autism spectrum disorders 

ATX   Autotaxin 

BA  basale amygdala  

BB  Broca Band 

Beta-Gal  Beta-Galaktosidase 

BLA   basolateral complex of the amygdala 

BNST  bed nucleus of the stria terminalis 

CA1  Cornu ammonis Area 1 

Ca2+  Calcium 

cAMP   cyclic adenosine monophosphate 

cDNA  complementery deoxyribonucleic acid 

CeA  central nucleus of the amygdala 

c-Fos  c-Fos Gen 

c-Fos  c-Fos Protein  

CoA  cortical amygdala 

DAB   Diaminobenzidin 

EAAT   excitatory amino acid transporters 

EEG  Electroencephalogram 

EPM  Elevated Plus-Maze 

EPSP  excitatory postsynaptic potential 

EPSC  excitatory postsynaptic current 

GABA   gamma-aminobutyric acid 

GG  Grüneberg Ganglion  

Gi/o   guanine nucleotide-binding protein i/o 

Gs   guanine nucleotide-binding protein s 

Gq   guanine nucleotide-binding protein q 

Gl  glomerular layer 

Gln   glutamine 

GRK G  protein-coupled receptor kinase 
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Glu  glutamate 

HIP  Hippokampus 

IEG  immediate early gene 

IL   Interleukin 

K+   Kalium 

KO   knockout 

LaA  lateral amygdala 

LPA   lysophosphatidic acid 

LPAR   lysophosphatidic acid receptor 

LPC  lysophosphatidylcholine 

LPP   lipid phosphate phosphatase 

LPT   Lipid Phosphatase 

MD   mediodorsal thalamus 

MeA   medial amygdala 

mEPSC miniature excitatory postsynaptic current 

mGluR1-8  metabotropic glutamate receptor 1-8 

mi+gr+pl  mitral, granular and plexiforme layers 

mRNA  messenger ribonucleic acid 

MS  medial septum 

Na+   Natrium 

NaCl   Natriumchlorid 

NDB   nucleus of the diagonal band of Broca 

NMDA  N-Methyl-D-aspartate 

NMDAR  N-Methyl-D-aspartate receptor 

NPP2  ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase-2  

NT-3  Neurotrophin-3 

OB  Bulbus olfactorius 

OR  odorant receptors 

ORN   olfactory receptor neuron 

OT   olfactory tubercle / Tuberculum olfactorium 

PA   phosphatidate 

PAP   Phosphortransferasen  

PB   Phosphatpuffer 

PGA  periaqueductal gray 

PIR   piriform cortex 

PKA   protein kinase A 

PKC   protein kinase C 
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PLA2   phospholipase A2 

PLC   phospholipase C 

PRG   plasticity related gene 

PRG1   plasticity related gene 1 

PSD  postsynaptic densities 

RNA   ribonucleic acid 

SEM   standard error of the mean 

TAAR   trace amine-associated receptor 

TMT   2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline 

TTd   taenia tecta dorsal 

vGluT  vesikuläre Transporter  

WT   wildtype 

ZNS   Zentrales Nervensystem 
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3 Einleitung 

Die synaptische Transmission ist ein grundlegender Vorgang im Nervensystem und damit Vo-

raussetzung für eine normale Hirnfunktion. Daran sind diverse Prozesse und verschiedene 

Moleküle beteiligt. Störungen der Transmission manifestieren sich in einer Vielzahl neuropsy-

chiatrischer Erkrankungen. Diese Arbeit untersucht indirekt an glutamatergen Synapsen den 

Einfluss des postsynaptischen plasticity related gene 1 (PRG1) und seines präsynaptisch lo-

kalisierten lysophosphatidic acid receptors 2 (LPA2R) auf emotionales Verhalten und Morpho-

logie. In vorhergegangenen Untersuchungen konnten an PRG1 Knockout Mäusen (PRG1-/-) 

Verhaltensveränderungen nachgewiesen werden. PRG1-defiziente Tiere weisen eine höhere 

motorische Aktivität mit stereotypen Verhaltensmustern und ein reduziertes Angstverhalten 

auf (Schneider 2016; Schneider et al. 2018). Im räumlichen Lernen zeigen die PRG1-/- Tiere 

eine defizitäre Leistung gegenüber ihren Wildtyp-Geschwistern (Unichenko et al 2016). 

Die in dieser Arbeit untersuchten Doppelknockout Tiere (PRG1-/-LPA2R-/-) werden auf diesem 

Hintergrund in angst- und furchtstimulierenden, insbesondere olfaktorisch induzierten Verhal-

tensversuchen sowie dazu analysierter morphologischer Veränderungen untersucht. Hierzu 

werden zunächst die anatomischen und physiologischen Grundlagen der Geruchsbahn mit 

den verarbeitenden Hirnstrukturen dargelegt. Dabei liegt ein Schwerpunkt auf dem glutama-

tergen System, dem PRG1 und dem LPA2 Rezeptor. Nach der Erläuterung der eingesetzten 

Verhaltensversuche und der morphologischen Methoden folgt die Darstellung der Ergebnisse 

mit anschließender Diskussion und einer Aussicht für mögliche Anwendungsbereiche dieser 

Arbeit. 

 

3.1 Das olfaktorische System 

3.1.1 Riechbahn 

Der Geruch wird über das olfaktorische Epithel der Nase detektiert. Die primären Riechsinnes-

zellen (ORN) exprimieren Rezeptoren, die die chemischen Signale zu elektrischen Aktionspo-

tenzialen generieren (Schaible 2006). Die Geruchsrezeptoren (ORs) sind enorm divers: Der 

Mensch besitzt ca. 350 verschiedene Rezeptorarten, während Nagetiere 1200 bis 1500 unter-

schiedliche Rezeptoren allein zur Wahrnehmung von Gerüchen codieren (Liberles 2009). Die 

große Gruppe der ORs gehören zu der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Liber-

les 2009). Dabei handelt es sich um 7-Transmembran-Ionenkanäle. 
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Neben dieser klassischen Rezeptorgruppe besteht eine weitere G-Protein gekoppelte kleinere 

Untergruppe von Rezeptoren, die trace amine-associated Receptoren (TAAR) (Liberles und 

Buck 2006; Liberles 2009). Diese Untergruppe konnte im Riechepithel von Menschen, Fischen 

und Nagern identifiziert werden (Liberles und Buck 2006; Zhang et al. 2013). Die TAAR sind 

hoch spezifisch und sensitiv für geringste Konzentrationen aversiver Geruchsstoffe, die un-

konditioniertes Fluchtverhalten erzeugen (Dewan et al. 2013; Zhang et al. 2013). Sie registrie-

ren die Gefahr über Amine, die im Urin und Kot der Fressfeinde enthalten sind. Ferrero et al. 

und Dewan et al. beschreiben die Affinität von 2-phenylethylamine zum TAAR4 und trimethyl-

amine zum TAAR5 (Ferrero et al. 2011; Dewan et al. 2013). Die Identifikation von 2,5-dihydro-

2,4,5-trimethylthiazoline (TMT) wird, als der alarmierende Duftstoff des Fressfeindes Fuchs, 

allerdings primär über die große Gruppe der ORs generiert (Fortes-Marco et al. 2013). Trotz 

einer TAAR-Defizienz verhalten sich Nager bei der Exposition gegenüber TMT adäquat (De-

wan et al. 2013).  

Die ORs agieren weitestgehend oligospezifisch, ein bestimmter Geruchsstoff kann folglich von 

mehreren Rezeptorarten erkannt werden, wobei die einzelnen Rezeptoren nur einige wenige 

Geruchstoffe erkennen (Firestein 2001; Kobayakawa et al. 2007). Die primären Sinneszellen 

bilden mit ihren Axonen die sogenannten Filae olfaktoria, die durch die Lamina cribrosa ziehen 

und die Verbindung zum Bulbus olfactorius (OB) herstellen (Firestein 2001). Die Axone der 

ORNs ziehen in die glomeruläre Schicht des OB, wo alle Riechsinnneszellen mit dem gleichen 

OR auf ein einzelnes Glomerulus projizieren (Firestein 2001). In den fast 2000 runden ca. 

80µm großen Neuropilstrukturen des OB der Nagetiere (Mombaerts et al. 1996; Firestein 

2001), konvergieren die zahlreichen Axone der ORs auf nur 5-25 Dendriten der Mitral- und 

Tuftedzellen (Firestein 2001) (siehe Abb. 1). Die Mitralzellen übermitteln die Signale über Glu-

tamat. Auch die beiden Interneuron-Populationen, die periglomerulären und granulären Zellen 

sind glutamaterg (Pimentel und Margrie 2008).  
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Die Axone der Mitral- und Tuftedzellen verlassend den OB, bilden zunächst den Tractus olfak-

torius und erreichen den olfaktorischen Cortex. Der olfaktorische Cortex lässt sich durch fünf 

Hirnregionen definieren: anteriorer olfactorischer Nucleus (AON), Tuberculum olfactorium 

(OT), piriformer Cortex (PIR), kortikale Amygdala (CoA) und entorhinaler Cortex (Korsching 

2002; Kandel 2013; Keshavarzi et al. 2015). Der Tractus olfactorius zweigt sich zuvor in die 

Stria olfactoria medialis und lateralis auf. Der laterale Teil enthält Axone der Mitralzellen, die 

mit allen fünf oben genannten Hirnregionen in Verbindung stehen, die Axone der Tuftedzellen, 

der lateralen Stria hingegen projizieren hauptsächlich zum OT und AON (Kandel 2013) (siehe 

Abb. 2). 

Die neuronalen Verbindungen zum Neocortex, vom piriformen und entorhinalen Cortex über 

den Thalamus zum orbitofrontalen Cortex, sind verantwortlich für die bewusste Wahrnehmung 

Abb. 1 Projektion der primären olfaktorischen Sinneszellen zu den Mitralzellen in der glome-
rulären Schicht des Bulbus olfactorius. Die Axone der ORNs mit dem gleichen OR projizieren 
in die glomeruläre Schicht des OB auf einen einzelnen Glomerulus (Firestein 2001) 
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und Diskriminierung von Gerüchen. Der Pathway über die Amygdala und den Hypothalamus 

dagegen steuert die emotionalen, unkonditionierten Aspekte gegenüber exponierten Duftstof-

fen (Kandel 2013). Die Amygdala erhält zusätzlich Informationen von dem über Pheromone 

aktivierten akzessorischem Bulbus olfactorius (Firestein 2001). 

Die Projektionsziele der Stria olfactoria medialis liegen im OT und der Area septalis. Von dieser 

Region gelangen die Informationen über die Stria medullaris zur Habenula, den Nuclei ha-

benulares, die unter anderem weiter zu vegetativen Hirnnervenkernen projizieren. Dieser Teil 

ist folglich nicht in die bewusste Geruchswahrnehmung integriert, wohl aber in geruchsassozi-

ierte Reflexe (Schünke et al. 2015). 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2 Mitralzellen projizieren zu allen fünf Regionen des olfaktorischen Cortex, während die 

Tuftedzellen lediglich eine Verbindung zum anterior olfactorischer Nucleus und zum Tuber-

culum olfactorium aufweisen. Der Pathway zum Neocortex, in direkter Projektion zum pirifor-

mer und entorhinaler Cortex und über den Thalamus zum orbitofrontalen Cortex, dient der 

bewussten Wahrnehmung und Diskriminierung, die Verbindungen über die Amygdala und 

den Hypothalamus der emotionalen und unkonditionierten Verarbeitung von Gerüchen (Kan-

del 2013) 
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3.1.2 Grüneberg Ganglion 

Die ORs im Riechepithel sind nicht die einzigen Rezeptoren, die eine TMT vermittelte Angstre-

aktion generieren. Bei Nagetieren ist zusätzlich das sogenannte Grüneberg Ganglion (GG) 

von Bedeutung (siehe Abb. 3). 

 

 

Das Grüneberg Ganglion (GG) bildet ein olfaktorisches Subsystem am Eingang der Nasen-

höhlen von Nagetieren und wurde erstmals 1973 von Hans Grüneberg beschrieben (Grüne-

berg 1973; Storan und Key 2006). Die Ganglien liegen beidseits am distalen nasalen Septum 

und umfassen ca. 300-500 Zellen. Jede Zelle ist über ein eigenes Axon mit dem OB verbun-

den. Im Gegensatz zu andern olfaktorischen Systemen, ist das GG bereits bei Geburt vollstän-

dig ausgebildet und ohne jegliche Konditionierung funktionstüchtig (Storan und Key 2006; 

Brechbuhl et al. 2013).  

Das Ganglion spielt eine wichtige Rolle in der Registrierung sowohl von Alarm-Pheromonen 

als auch Kairomonen und ist zusätzlich sensitiv für kalte Temperaturen (Brechbuhl et al. 2008). 

Die Rezeptoren des Ganglions sind sensibilisiert auf methylierte Thiazoline, also auf Struktu-

ren die im TMT enthalten sind (Brechbuhl et al. 2013). Brechbühl et al. wiesen nach, dass eine 

Durchtrennung der Axone des GG zu einem verminderten Freezing-Verhalten bei einer TMT 

Exposition führt (Brechbuhl et al. 2008). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass 

sowohl die Rezeptoren des GG, als auch die ORs des olfaktorischen Epithels an der Trans-

duktion TMT-induzierten Verhaltens beteiligt zu sein scheinen (Kobayakawa et al. 2007; 

Brechbuhl et al. 2013; Fortes-Marco et al. 2013). 

Abb. 3 Verlauf der sensorischen Neurone vom Grüneberg Ganglion und dem olfaktorischen 
Epithel zum Bulbus olfactorius (Xiao et al. 2013) 
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3.2 Angst und Furcht 

Für das weitere Verständnis meiner Arbeit soll in diesem Abschnitt auf die Begriffe Angst  

-anxiety- und Furcht -fear- näher eingegangen werden. Sie werden selbst in der wissenschaft-

lichen Literatur häufig ohne Differenzierung synonym verwendet.  

Die Furcht ist eine Reaktion hervorgerufen durch einen konkreten und spezifischen Stimulus, 

wie bspw. durch einen nozizeptiven Reiz. Sie ist fokussiert auf einen externen, objektivierbaren 

Reiz (Steimer 2002; Craighead und Nemeroff 2004) und kann durch das Wiedererkennen ei-

nes Stressors (Konditionierung) aktiviert werden, der zuvor bereits Schmerz oder Stress aus-

gelöst hat. Dahingegen stellt die Angst eine innere Unruhe dar, eine generalisierte Antwort auf 

einen nicht eindeutig definierbaren Reiz oder auf einen inneren Konflikt (Pellow 1985; Steimer 

2002; Tovote et al. 2015). Die Angst bezieht kognitive Aspekte mit ein und bleibt dabei unbe-

stimmt. Angst kann ausgelöst werden durch das Gefühl der Unkontrollierbarkeit, fokussiert auf 

mögliche Stressoren, potenzielle negative Events oder die Zukunft. Wohingegen die Furcht 

durch eine präsente, imminente Gefahr ausgelöst wird (Steimer 2002). Beide Emotionen ha-

ben direkte Auswirkungen auf den Körper. Sie bereiten den Körper auf Alarmbereitschaft, Ver-

teidigung oder die Flucht vor (Rosen und Schulkin 1998; Steimer 2002). 

An der Angstverarbeitung sind verschiedene und miteinander interagierende kortikale sowie 

subkortikale Areale beteiligt (McDonald 1998; Tovote et al. 2015). Die Amygdala kann als die 

zentrale und übergeordnete Struktur der Verarbeitung von Gefahr bezeichnet werden (Fox et 

al. 2015). Während die konditionierte Furcht eindeutig über die Amygdala verarbeitet wird, ist 

die Einbeziehung dieser Struktur in die Angst getriggerte Reaktion weniger eindeutig (Davis 

1998; Steimer 2002). Die Verschaltung der Angst ist diffuser und vielfältiger im Gegensatz zur 

Furchtreaktion (Davis 1998; Steimer 2002; Tovote et al. 2015). Treit et al. konnten bereits 1993 

zeigen, dass eine Läsion der Amygdala im Rattengehirn zu einer Suppression der Furchtreak-

tion führte, nicht aber zu Beeinflussung der Angstreaktion im Elevated Plus-Maze (Treit et al. 

1993). 

3.2.1 Amygdala 

Die Amygdala umfasst eine Hirnregion bestehend aus multiplen einzelnen Kernen und Regio-

nen, die in der Gesamtheit mit ihren Afferenzen und Efferenzen ein wichtiges neuroanatomi-

sches Korrelat für die Verarbeitung von Emotionen, Angst und Furcht bildet (McDonald 1998; 

Sah et al. 2003; Pessoa 2010; Fox et al. 2015). Es ist keine einzelne Struktur mit einer gerich-

teten Funktion, sondern vielfältig und wird in der Literatur unterschiedlich eingeteilt. Die 

Amygdala erhält ihre Afferenzen vor allem aus den Sinnessystemen (Zald und Pardo 1997) 

und weist Efferenzen zum Striatum, Hypothalamus, Hirnstamm, Nucleus accumbens, 
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Hippocampus, periaquäduktales Grau, orbitofrontalem Cortex, insularem Cortex und anterio-

rem Cingulum auf (Davis 1998; Dong et al. 2001; Davis 2006; Pessoa 2010; Fox et al. 2015). 

Funktionell und anatomisch lässt sich die Amygdala in verschiedene Bereiche einteilen. Ana-

tomisch kann sie unterteilt werden in die folgenden Regionen: der mediale Kern der Amygdala 

(MeA) (Swanson und Petrovich 1998), der basolaterale Kern (BLA), der den basalen (BA) und 

den lateralen (LaA) Kern der Amygdala enthält (Pessoa 2010; Orsini und Maren 2012) und der 

zentrale Kern der Amygdala (CeA) (Swanson und Petrovich 1998; Davis 1998). Funktionell 

steht das olfaktorische System in enger Verbindung zum MeA (Blanchard et al. 2005); das 

frontotemporale System mit dem BLA und der zentrale Kern der Amygdala (CeA), der über 

Projektionen zum Hirnstamm und zum Hypothalamus verfügt, ist beteiligt an der Generierung 

auf Angst und Furcht bezogenen Verhaltens (Swanson und Petrovich 1998; Steimer 2002; 

Lanuza et al. 2004; Bernadette 2005; Adolphs 2013; Roth und Strüber 2014; Fox et al. 2015). 

Insbesondere der BLA mit 80% glutamaterger und 20% GABAerger Neuronen ist für die Ver-

schaltung furchtgetriggerten Verhaltens essentiell (Tovote et al. 2015). 

Des Weiteren lässt sich eine Unterscheidung bezüglich der Verarbeitung konditionierten und 

unkonditionierten Furcht- und Angstverhaltens festhalten. Konditioniertes Furchtverhalten, 

bspw. bewirkt durch elektrische Stromapplikationen (foot shock) mit simultanen Ton- oder 

Lichtstimuli, wird über BLA und CeA generiert. Das angeborene Furchtverhalten hingegen ver-

läuft über MeA (Rosen et al. 2015), teilweise ebenfalls über BLA (Takahashi et al. 2007; Ehrlich 

et al. 2009). 

Eine weitere relevante Struktur in der Verarbeitung von Stressoren ist der bed nucleus of stria 

terminalis (BNST). Der BNST kann evolutionär betrachtet zu dem erweiterten Begriff der 

Amygdala gezählt werden, da der strukturelle Aufbau große Ähnlichkeiten aufweist (Fox et al. 

2015). Die Funktion des BNST liegt neben einer Kontrolle des Nahrungs- und Sexualverhal-

tens in der Generierung einer Angstreaktion (Davis 1998; Steimer 2002; Bailey und Crawley 

2009; Adolphs 2013).  

Zu den weiteren Hirnregionen, die an der Angst- und Furchtverarbeitung beteiligt sind, gehören 

der Hippocampus, der unter anderem die kontextabhängige Koordination der Reaktion auf 

Angst oder Furcht übernimmt (Lang et al. 2009; Knight et al. 2009), die Inselregion, die unter 

Einbeziehung der Sensorik Reaktionen generiert (Knight et al. 2009), der präfrontale Cortex 

und das anteriore Cingulum für die Verarbeitung der emotionalen Reize (Davidson 2002). 
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3.2.2 Neuroanatomie der TMT-induzierten Furcht 

Ein Schwerpunkt meiner Untersuchungen liegt auf der TMT-induzierten Furchtreaktion von 

Mäusen. Im Folgenden wird die Verarbeitung dieses olfaktorischen Stressors dargelegt. Die 

genauen Schaltkreise, ausgehend von der Amygdala, sind allerdings noch nicht endgültig er-

fasst (Rosen et al. 2015) (siehe Abb. 4). 

Wie oben bereits beschrieben, wird TMT sowohl von den ORs als auch vom GG registriert und 

von den primären Sinneszellen glutamaterg auf die Mitral- und Tuftedzellen des OB verschal-

tet. Die Projektion zur kortikalen Amygdala erfolgt unter einer topographischen Zuordnung der 

verschiedenartigen Glomeruli (Matsumoto et al. 2010; Root et al. 2014). Durch eine Inhibition 

dieser zur kortikalen Amygdala projizierenden Mitralzellen weisen Nager unter TMT-Exposition 

signifikant weniger TMT-induziertes Freezing auf (Root et al. 2014). Damit sind in der kortika-

len Amygdala Neurone an der angeborenen Duft-induzierten Freezing Reaktion beteiligt 

(Miyamichi et al. 2011; Root et al. 2014). 

 

 

 

 

Die TMT aktivierten Neurone der kortikalen Amygdala projizieren zum MeA (Day et al. 2004; 

Blanchard et al. 2005; Brennan und Zufall 2006). Mit Hilfe von c-Fos, einem immediate early 

gene und Marker für die neuronale genetische Aktivität , kann die Aktivierung der Neurone in 

der MeA in Folge einer TMT-Exposition gezeigt werden (Day et al. 2004). Eine Inhibition der 

MeA dagegen führt zu einer signifikanten Reduktion TMT-induzierten Freezings (Müller und 

Abb. 4 Vereinfachtes Schema des Schaltkreises TMT-induzierten Freezing-Verhaltens (Rosen 

et al. 2015b)  
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Fendt 2006). Da das TMT-induzierte Freezing eine unkonditionierte Reaktion ist und über den 

kortikalen und medialen Teil der Amygdala generiert wird, scheinen die BLA und CeA für die-

ses Verhalten keine entscheidende Funktion in dem TMT-induzierten Schaltkreis darzustellen 

(Rosen et al. 2015). Die beiden Kerne zeigen lediglich eine Modifikation des TMT-induzierten 

Verhaltens. Durch eine Läsion des BLA wird eine minimale Reduktion des TMT-induzierten 

Freezings hervorgerufen (Wallace und Rosen 2001; Fendt et al. 2003; Müller und Fendt 2006). 

Des Weiteren sind der BNST, das laterale Septum und der mediale Hypothalamus an der 

Generierung TMT-induzierten Freezings beteiligt, alle drei Areale sind zentral für die Angst- 

und Furchtverarbeitung (Lanuza et al. 2004; Blanchard et al. 2005; Takahashi et al. 2005; 

Fendt und Endres 2008; Rosen et al. 2015). 

Ausgehend von der medialen Amygdala werden die Informationen teils direkt zu den Kernen 

des Mittelhirns und des Hirnstamms weitergeleitet (Ledoux et al. 1988; Fendt et al. 1994; 

Müller und Fendt 2006). Insbesondere das periduktale Grau (PAG) im Bereich des Mittelhirns 

stellt eine wichtige Struktur als Verbindung zum motorischen spinalen System dar und ist es-

senziell in der Generierung des Freezing-Verhaltens (Ledoux et al. 1988). Ein experimenteller 

PAG-Block führt unter Stimulation der Amygdala zu signifikant reduzierter Abwehrreaktion (Le-

doux et al. 1988). Alternativ besteht die Verbindung der MeA über den BNST bevor es das 

Mittel- oder Stammhirn erreicht (Kiyokawa et al. 2005; Müller und Fendt 2006). Auch eine In-

aktivierung des BNST führte unter TMT-Exposition zu einer signifikanten Reduktion des Free-

zings (Wallace und Rosen 2000; Fendt et al. 2003). Neben den schon erwähnten Hirnregionen 

sind durch TMT-Exposition folgende Regionen aktivierbar und können durch den Nachweis 

von c-Fos dargestellt werden: Nucleus accumbens, Locus coeruleus, Nucleus paraventricula-

ris hypothalami, Area praeoptica, Nucleus parabrachialis und Nucleus tractus solitarius. Diese 

sind somit als ein Teil der Verarbeitung des TMT-Stressors einzuordnen (Day et al. 2004; 

Fendt et al. 2005; Kiyokawa et al. 2005; Endres und Fendt 2009; Janitzky et al. 2009). 
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3.3 Glutamaterges System  

Glutamat ist ein häufiger exzitatorischer Neurotransmitter des Zentralen Nervensystems (ZNS) 

(Conn 2003; Kandel 2013). Durch Freisetzung in den synaptischen Spalt entfaltet Glutamat 

seine exzitatorische Wirkung. Eine Wiederaufnahme des Transmitters erfolgt über Neurone 

und Gliazellen, besonders den Astrozyten, wo es dann zu Glutamin umgewandelt wird und 

dieses in die glutamatergen Neurone zurückdiffundiert. Mithilfe der Glutaminase wird es wieder 

zu Glutamat hydrolysiert und steht als Transmitter erneut zur Verfügung.  

 

 

Abb. 5 Schematische Darstellung des Aufbaus einer glutamatergen Synapse mit inotropen 
Glutamat-Rezeptoren (N-methyl-D-Aspartat (NMDA), Kainate, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid (AMPA)), metabotropen Glutamat-Rezeptoren (mGluR), vesikulären 
Transportern (vGluT1 and vGluT2 ), Glutamat-Wiederaufnahmetransportern (excitatory 
amino-acid transporters, EAAT1–5) und dem inhibitorischen Neurotransmitter Gamma-Ami-
nobuttersaure (GABA) (Swanson et al. 2005) 
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Die glutamataffinen Rezeptoren lassen sich in zwei Untergruppen untergliedern, die inotropen 

(NMDA und non-NMDA-Rezeptoren) und metabotropen Glutamat-Rezeptoren (mGluR). Von 

den mGluR sind 8 Typen mit noch weiteren Subtypen (mGluR1 - mGluR8) bekannt (Shigemoto 

et al. 1997; Conn 2003), die alle G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind (Pin und Acher 2002). 

Diese lassen sich anhand der Lokalisation und der nachfolgenden Signalwege wiederum in 

drei Hauptgruppen einteilen (Conn 2003; Swanson et al. 2005). Die Gruppe I mit mGluR 1 und 

5 ist vorrangig an der Postsynapse lokalisiert und führt unter anderem über das G-Protein 

gekoppelte Protein Gq zur Calciumfreisetzung und schließlich zur Exzitation (Shigemoto et al. 

1997; Sorensen und Conn 2003; Swanson et al. 2005). Vermehrt an der Präsynapse lokalisiert 

sind die Rezeptoren der Gruppen II (mGluR2 und 3) und III (mGluR4,6,7 und 8) (Shigemoto 

et al. 1997). Sie bewirken Gi-gekoppelt zum Beispiel über eine Reduktion der Konzentration 

des cyclischem Adenosinmonophosphats (cAMP) eine Inhibition des exzitatorischen Potenzi-

als (siehe Abb. 5) (Shigemoto et al. 1997; Galvez und Pin 2003; Swanson et al. 2005). 

Die Funktion des glutamatergen Systems zur Regulierung der neuronalen Exzitation spielt in 

den limbischen Strukturen eine bedeutende Rolle auch in der Angst- und Furchtverarbeitung 

(Bernadette 2005). Glutamat stellt in der Riechbahn an mehreren Synapsen einen wichtigen 

Neurotransmitter zur Verarbeitung und Reaktion auf olfaktorische Stressoren dar. Der in dieser 

Arbeit verwendete olfaktorische Stressor TMT ist in der Riechbahn an vielen Synapsen durch 

Glutamat vermittelt. Eine Transduktion mittels Glutamtat erfolgt am Nervus olfactorius auf den 

OB (Dong et al. 2009) zu den Mitral-, Körner- und Periglomerulären-Zellen (Dong et al. 2007; 

Pimentel und Margrie 2008) und in den weiteren Projektionen zur Amygdala und weiteren lim-

bischen Strukturen (Bernadette 2005; Jones et al. 2008; Rosen et al. 2015). 

3.3.1 Plasticity related genes 

Die Plasticity Related Genes (PRG) sind eine relativ junge Genfamilie, die 2003 erstmals von 

Bräuer et al. beschrieben wurden (Bräuer et al. 2003). Sie werden als eine Untergruppe der 

Lipid Phosphatasen/Phosphortransferasen (PAP/LPT) (Sigal et al. 2005; Trimbuch et al. 2009) 

klassifiziert. Die integralen Membranproteine sind vergleichbar mit den Lipid Phosphat Phos-

phatasen (LPP), von denen bisher drei unterschiedliche benannt werden können (siehe Abb. 

6) (Bräuer et al. 2003).  
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Lipid Phosphat Phosphatasen (LPP) bestehen aus sechs Untereinheiten, die in der Membran 

verankert sind und drei extrazellulären Einheiten, die mittels enzymatischer Aktivität bioaktive 

Lipide abbauen können. Über die Konzentration der Lipide werden Signalkaskaden an der 

Synapse beeinflusst (Sigal et al. 2005). Das Plasticity Related Gene 1 (PRG1) wurde als ein 

weiteres Molekül dieser Familie erstmals 2003 entdeckt und beschrieben (Bräuer et al. 2003). 

Vier weitere Subtypen sind bisher bekannt (PRG 2 bis 5), die sich durch die Anzahl an Amino-

säuren voneinander unterscheiden. Im Gegensatz zu den LPP 1 - 3 sind die PRG spezifisch 

in Wirbeltieren exprimiert, insbesondere im neuronalen Gewebe (Bräuer und Nitsch 2008). 

Weiter spezifizierend ist eine PRG1 Expression auf den Dendriten (postsynaptic densities 

(PSD)) glutamaterger Neurone limitiert (Trimbuch et al. 2009). 

 

 

 
Abb. 6 Familie der Lipid Phosphatasen/ Phosphortransferasen mit den Untergruppen Lipid 
Phosphat Phosphatasen 1 bis 3 (LPP) und den Plasticity Related Genes 1 bis 5 (PRG) (Bräuer 
und Nitsch 2008) 
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PRG1 weist mit seinem sehr ähnlichen Aufbau zu LPP mit den drei extrazellulären Einheiten 

eine modulierende Funktion der glutamatergen Transmission auf (Abb. 7) (Trimbuch et al. 

2009). PRG1 reguliert den Level des bioaktiven Lipid Lysophosphatidic acid (LPA) (Trimbuch 

et al. 2009; Petzold et al. 2015). Trimbuch et al. konnten 2009 zeigen, dass es durch ein Inhi-

bition von PRG1 zu einer signifikant reduzierten Aufnahme von LPA kommt (Trimbuch et al. 

2009). Die Modellierung der LPA Konzentration könnte durch die enzymatische Aktivität der 

extrazellulären Einheiten des LPP durch Dephosphorylierung erreicht werden (Zhang et al. 

2000; Bräuer et al. 2003; Brindley 2004; Bräuer und Nitsch 2008). In Vivo scheint die enzyma-

tische Aktivität jedoch keine Rolle zu spielen in der Modifikation der glutamatergen Synapsen, 

sondern diese eher durch eine sensorähnliche Aktivität zu modulieren (Trimbuch et al. 2009). 

Der Weg auf dem PRG1 diese Veränderungen bewirkt ist letztlich noch unklar. Vermittelt wer-

den die Effekte über LPA-Rezeptoren. 

PRG1 spielt auch eine Rolle in der Entwicklung des Gehirns. Die Expression seiner mRNA 

konnte ab dem 19. embryonalen Tag bei Mäusen detektiert werden, insbesondere in der An-

lage des Hippocampus (Bräuer und Nitsch 2008). Bräuer et al. legten dar, dass das PRG1 

Protein entwicklungsabhängig exprimiert wird und das axonale Wachstum beeinflusst (Bräuer 

et al. 2003). Auch bei regenerativen Prozessen konnte eine vermehrte Expression von PRG1 

an den betroffenen, neu auswachsenden Axonen nachgewiesen werden (Bräuer et al. 2003). 

Eine Deletion des PRG1 führte in Mäusen zu einer herabgesetzten Schwelle für epileptische 

Abb. 7 Aufbau des humanen PRG1 mit drei extrazellulären und sechs Transmembran-Un-
tereinheiten, sowie blau markierten intrazellulären Regionen, die den C- und N-Terminus dar-
stellen (Bräuer und Nitsch 2008a) 
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Anfälle, insbesondere in der juvenilen Phase. Passend konnte eine Augmentation der exzita-

torischen postsynaptischen Potenziale (EPSP) quantifiziert und durch Elektroenzephalo-

gramme (EEG) juvenile Anfälle dargestellt werden (Trimbuch et al. 2009). Auch adulte PRG1 

defiziente Mäuse zeigen morphologische Veränderungen im Hippocampus. Hier finden sich 

neben einer Sklerose und einer astrozytären Gliose ein Moosfasersprouting im Str. moleculare 

des Gyrus dentatus (Trimbuch et al. 2009). In der Amygdala konnte für heterozygote PRG1 

defiziente Mäuse eine erhöhte Anzahl von immunpositiven NPY-Neurone quantifiziert werden 

(Petzold 2016). 

PRG1 defiziente Mäuse weisen einen gesteigerten Bewegungsdrang mit sich wiederholenden 

stereotypen Bewegungen bei gleichzeitig reduzierter Verarbeitung sensorischer Informationen 

auf (Schneider et al. 2018). Bereits in der Haltung wurde bei den PRG1 defizienten Mäusen 

eine erhöhte motorische Aktivität im homecage beobachtet. Es wurde eine erhöhte Laufbereit-

schaft und repetitives Verhalten, wie wiederholtes Springen in den Ecken (Jumping) festge-

stellt. In der Untersuchung im Beam balance/walking, welches die sensorische und feinmoto-

rische Verarbeitung testet, ließ sich ein signifikantes Defizit der sensorischen Verarbeitung und 

der Feinmotorik im Unterschied zu den Wildtypen beobachten. In der Konfrontation mit dem 

TMT Duftstoff zeigten die PRG1 defizienten Tiere ein deutlich vermindertes Freezing Verhalten 

und kaum Furcht vor dem TMT-Duftstoff. Die Mäuse liefen teilweise über das mit TMT ge-

tränkte Filterpapier, ohne eine Reaktion darauf zu zeigen. Durch das signifikant verminderte 

Freezing-Verhalten der PRG1 defizienten Tiere wird deutlich, dass sie zwar mit einem Furcht-

verhalten reagieren, dies aber signifikant reduziert ist im Vergleich zu den Wildtypen (Schnei-

der 2016). Zuzüglich der gestörten Furchtreaktion scheint sich eine Art Ersatzhandlung in 

Form von stereotypen Mustern wie Jumping und Grooming (Putzverhalten) zu entwickeln. 

Diese Ergebnisse in den Verhaltensuntersuchungen korrelieren mit den Ergebnissen der mor-

phologischen Untersuchung. Die TMT-induzierte Reaktion wurde von Scheider mittels gestei-

gerter c-FOS Aktivität morphologisch nachgewiesen. In den Regionen OB, OT und mediodor-

salem Thalamus (MD) konnten signifikante Unterschiede ausgemacht werden, folglich im Be-

reich der Geruchsbahn. Schneider folgerte aus den Ergebnissen, dass es durch ein PRG1 

Defizit zu einem LPA Überschuss im synaptischen Spalt komme und damit zu einer überschie-

ßenden Reaktion an glutamatergen Synapsen (Schneider 2016). 
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3.3.2 Lysophosphatidic acid und seine Rezeptoren  

Lysophosphatidic acid (LPA) ist ein extrazelluläres Signal-Molekül (Hooks et al. 2001). Es ak-

tiviert durch eine Bindung an LPA-Rezeptoren G-Protein gekoppelt verschiedene Signalkaska-

den (Choi et al. 2010).  

Der Level an LPA im synaptischen Spalt wird durch mehrere Mechanismen reguliert. Durch 

Autotaxin (ATX), einer ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase-2 = lysophos-

pholipase D wird extrazellulär aus dem Grundbaustein Lysophosphatidylcholin (LPC) LPA ge-

bildet (Abb. 8) (van Meeteren und Moolenaar 2007; Ohuchi et al. 2008; Thalman et al. 2019). 

Eine weitere Konzentrations-Steigerung ist durch die Phospholipase A2 (PLA2) möglich, die 

durch entzündliche Reaktionen getriggert wird (Fourcade et al. 1995). Ein regulierender Abbau 

erfolgt, indem es zu Mono-Acyl-Glycerol (MAG) über die Membranproteine LPP dephospho-

ryliert wird (van Meeteren und Moolenaar 2007). 

 

Abb. 8 Darstellung der Regulierungsmöglichkeiten der Lysophosphatidic acid (LPA) Konzent-
ration im synaptischen Spalt zum einen durch Autotaxin (ATX), einer ectonucleotide pyrophos-
phatase/phosphodiesterase-2 (NPP2), die den Grundbaustein Lysophosphatidylcholin (LPC) 
zu LPA umwandelt und durch den Abbau des LPA zu Mono-Acyl-Glycerol (MAG) über das 
Membranproteine Lipid Phosphat Phosphatasen (LPP) (Trimbuch 2009) 

 

Für LPA sind momentan sechs verschiedene Rezeptortypen (LPA1-6R) bekannt (Fukushima 

und Chun 2001; Ohuchi et al. 2008; Choi et al. 2010). Dabei zeigen LPA3-6R keinen 
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neuronalen Bezug. Sie sind unter anderem in Prozesse der maligen Tumorentstehung in Harn-

blase und Uterus, der Thrombozytenfunktion sowie regulierend an der Blutgefäßbildung betei-

ligt (Choi et al. 2010). Die neuronalen LPA-Rezeptoren 1 und 2 sind in der Präsynapse lokali-

siert (Trimbuch et al. 2009). Die LPA1R und LPA2R spielen eine wichtige Rolle in dem Ent-

wicklungsprozess des ZNS und in der Myelinisierung durch Schwannzellen (van Meeteren und 

Moolenaar 2007; Chun et al. 2010). LPA2R hat neben der synaptischen Funktion und neuro-

nalen Genese zusätzlich eine Mitbeteiligung an dem Pathomechanismus des Asthma bronchi-

ale und der Karzinom-Entstehung (Chun et al. 2010). LPA2R wird des Weitern in der Niere, 

dem Uterus und Hoden, Magen, Milz und Thymus exprimiert (Choi et al. 2010). 

LPA-Rezeptoren können an unterschiedliche G-Proteine (Gq, Gi, Gs und G12/13) gekoppelt 

sein, wodurch sich die Vielfalt an aktivierten Signalkaskaden ergibt (Mills und Moolenaar 

2003). LPA2R kann mit Gq, Gi und G12/13 gekoppelt sein. Über die Gq Aktivierung kommt es 

zur Ca2+ Mobilisierung und Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (van Corven et al. 1989; 

Choi und Chun 2013). 

Eine Deletion des LPA2R in der Präsynapse glutamaterger Verbindungen führt bei einer Ex-

position mit LPA nicht zu einer Zunahme der Exzitation, sodass eine kontrollierende Funktion 

des bioaktiven Lipids in der glutamatergen Transmission über LPA2R angenommen werden 

kann (Trimbuch et al. 2009).  

3.3.3 Beeinflussung der Exzitation durch PRG1 und LPA2R  

Es besteht über LPA ein Zusammenspiel zwischen PRG1 und LPA2R an der glutamatergen 

Synapse mit Auswirkung auf die Exzitation (siehe Abb. 9).  

Durch die Interaktion von PRG1 an der Postsynapse mit LPA im synaptische Spalt wird die 

Signaltransduktion mittels LPA am LPA2R an der Präsynapse beeinflusst und somit die Exzi-

tation modifiziert (Trimbuch et al. 2009; Petzold et al. 2015; Liu et al. 2016). 
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Abb. 9 Schematische Darstellung der Exzitations-Modellierung durch Plasticity Related Gene-

1 (PRG1) an der glutamatergen Postsynapse (PSD) mittels Beeinflussung der Lipidphosphat 

(LP)-Konzentration im synaptischen Spalt. Die linke Synapse stellt die physiologische Situation 

dar. Die mittlere einen PRG1 Knockout, wodurch die regulatorische Funktion aufgehoben wird 

und es zur erhöhten EPSP Antwort kommt und die rechte Synapse ein PRG1 und ein LPA2Re-

zeptor (LPA2R) Doppelknockout, wodurch die präsynaptisch LPA2R vermittelte Signaltrans-

duktion zusätzlich ausgeschaltet wird und somit der PRG1 Knockout keine Beeinflussung der 

Transmission mehr zeigt (Trimbuch et al. 2009) 

 

Wie oben beschrieben kommt es durch einen Knockout von PRG1 zur Übererregbarkeit mit 

einem auffälligen senso-motorischen Phänotyp. Dieser zeigt eine exzitatorische Hyperaktivität 

verbunden mit einer Neigung zu konvulsiven Anfällen in juvenilem Alter und bei adulten Tieren 

eine gesteigerte motorische Aktivität bei gestörter Sensorik und Feinmotorik. Weiter findet sich 

ein geringeres Angst- und Furchtverhalten (Trimbuch et al. 2009; Unichenko et al. 2016; 

Schneider et al. 2018). Durch einen PRG1 Knockout kommt es zur Anreicherung von LPA im 

synaptischen Spalt und einer erhöhten Bindungswahrscheinlichkeit an den LPA2R, wodurch 

eine präsynaptische Glutamatfreisetzung getriggert wird. Dahingegen konnten bei rein LPA2R 

defizienten Mäusen keine phänotypischen oder morphologischen Veränderungen beobachtet 

werden (Contos et al. 2002). 

Werden nun beide Knockouts kombiniert (PRG1-/-LPA2R-/-) wird die Wirkung von PRG1 teil-

weise aufgehoben. Dies konnte für die exzitatorische Hyperaktivität und Anfallsneigung juve-

niler Mäuse gezeigt werden (Trimbuch et al. 2009).  

Dieses Zusammenspiel von PRG1 und LPA2R über das bioaktive Lipid LPA wurde bereits 

durch ein Doppelknockout beider Moleküle untersucht. Der pathologische Phänotyp der PRG1 

defizienten Maus konnte durch eine Kombination mit den phänotypisch unauffälligen LPA2R 
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defizienten Mäusen aufgehoben werden (Contos et al. 2002). Diese Doppelknockout Tiere 

entwickelten sich normal und zeigten keine konvulsiven Anfälle mehr. In elektrophysiologi-

schen Untersuchungen zeigten die Messungen signifikant niedrigere exzitatorischen postsy-

naptischen Strom in den Doppelknockout Tieren im Vergleich zu den Wildtypen (Trimbuch et 

al. 2009). 

 

3.4 TMT 

Die Abkürzung TMT steht für 2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline, ein synthetisch hergestell-

tes Molekül, das mit dem Stressor des Fuchskot-Duftstoffes identisch ist. Dadurch liegt ein 

natürlicher Stressor vor (Figueiredo et al. 2003; Janitzky et al. 2009), wie er im natürlichen 

Habitat vorzufinden ist, kann aber synthetisch hergestellt und somit der Voraussetzung der 

Reproduzierbarkeit experimentellen Arbeitens gerecht werden. 

TMT ist ein Sulfur enthaltendes Molekül. Sulfur ist ein Element, das die angstinduzierende 

Wirkung im Urin und Kot von Fuchs und Katze ausmacht. Es ist ein Verdauungsmetabolit 

fleischfressender Tiere (Brechbuhl et al. 2013). Ursprünglich wurde der Duftstoff bereits in den 

1980er Jahren von Vernet-Maury aus Fuchskot isoliert (Vernet-Maury et al. 1984) und immer 

wieder für Verhaltensversuche verwendet, sodass eine relativ große Datenbasis bezüglich 

dieses Modelles vorliegt (Rosen et al. 2015). 

Der Duftstoff hat auf die gesamte Familie der Nagetiere eine das Verhalten beeinflussende 

Wirkung (Morrow et al. 2000). Er löst eine angeborene Reaktion hervor, auch wenn die Tiere 

nie zuvor in Kontakt mit einem Fuchs gekommen sind (Morrow et al. 2000; Janitzky et al. 

2009). Der Duftstoff TMT ist somit ein natürlich vorkommender Stressfaktor, welcher sich auf 

Geruchs-naive Labormäuse anwenden lässt. Durch die Verwendung eines Duftstoffes, wird 

eine Furchtreaktion über das olfaktorische System ausgelöst, ohne z.B. einen Schmerzreiz, 

wie er bei einer Stromstoßapplikation hervorgerufen wird. Es wird durch die Stimulierung einer 

einzelnen sensorischen Qualität eine Reaktion hervorgerufen und die Vernetzung zwischen 

Ursache und Wirkung auf ein Minimum reduziert (Rosen et al. 2015). Der TMT-Versuch ist mit 

anderen Furchtmodellen vergleichbar, dabei sehr gut reproduzierbar und zeigt keine nozizep-

tive Wirkung (Ayers et al. 2013; Rosen et al. 2015), generiert aber ein gleiches Level an furcht-

induziertem Verhalten (Morrow et al. 2000; Wallace und Rosen 2001). 

Furcht ist ein funktionales Verhalten, eine Reaktion auf eine gefährliche Situation (Rosen und 

Schulkin 1998). Exponiert man Nagetiere dem TMT-Duftstoff wird dieses Verhalten hervorge-

rufen (Day et al. 2004; Janitzky et al. 2009). Es ist ein angeborenes, nicht konditioniertes 
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Verhalten. Auch wenn die Tiere über Generationen nicht mit diesem Duftstoff in Berührung 

gekommen sind, zeigen sie ein furchtspezifisches Verhalten (Janitzky et al. 2009). Das furcht-

spezifische Verhalten zeigt sich in einem spezifischen Verhaltensmuster, dem sogenannten 

Freezing (Day et al. 2004; Takahashi et al. 2005; Buron et al. 2007; Fendt und Endres 2008; 

Endres und Fendt 2009). Die Tiere verharren in einer starren Position mit einer möglichst ver-

kleinerten Oberfläche, um dem feindlichen Tier nicht aufzufallen. TMT induziert dieses Verhal-

ten (Wallace und Rosen 2000; Day et al. 2004) und reduziert zugleich das nicht defensive 

Verhalten wie Grooming, Running oder Rearing (Janitzky et al. 2009). 

 

3.5 Immediate early gene c-Fos 

Die Exposition mit TMT führt auch zu einer Aktivierung von c-Fos in den Hirnregionen, die an 

der Verarbeitung des Reizes beteiligt sind und stellt somit ein morphologisches Korrelat für die 

Aktivierung von Neuronen in Folge der TMT-Exposition dar (Sallaz und Jourdan 1996; Funk 

und Amir 2000; Janitzky et al. 2009). Das Molekül c-Fos ist ein induzierbarer Transkriptions-

faktor, der als Marker für neuronale Aktivität fungieren kann (Bullitt 1990; Herrera und 

Robertson 1996; Janitzky et al. 2009). Unmittelbar nach der elektrischen Aktivierung einer 

Nervenzelle kommt es zu einer deutlichen Induktion der Expression von c-Fos mRNA inner-

halb weniger Minuten, die Höchstkonzentration der mRNA wird nach ca. 30-45 Minuten er-

reicht (Müller et al. 1984; Sheng und Greenberg 1990). Die Halbwertzeit der c-Fos mRNA 

beträgt lediglich 15 Minuten, sodass eine genaue zeitliche Abstimmung in diesem Verfahren 

notwendig ist (Müller et al. 1984). Zur Darstellung aktivierter Nervenzellen eignet sich die 

mRNA und das Protein von c-Fos (Dragunow und Faull 1989). Der Vorteil des Proteins ist die 

deutlich längere Halbwertszeit. Die Menge des c-Fos geht erst nach ca. 24 h auf ihren Aus-

gangswert zurück (Dragunow und Faull 1989). 

Es gab bereits mehrere Studien, die mittels induzierter c-Fos mRNA die Aktivität des olfakto-

rischen System darstellen (Sallaz und Jourdan 1996; Funk und Amir 2000). Auch bei der Ex-

position mit TMT konnte eine Aktivierung des c-Fos generiert werden (Day et al. 2004; Janitzky 

et al. 2009). Ein TMT-vermittelter Anstieg von c-Fos konnte im Bulbus olfaktorius, Nucleus 

accumbens, lateralem Septum, BNST, Amygdala, Locus coeruleus, paraventrikulare hypotha-

lamische Kerne, praeoptische Kerngebiete, Kerne des Solitary Tract und parabrachialen Kern 

dargestellt werden (Day et al. 2004; Fendt et al. 2005; Janitzky et al. 2009). Der Nachweis von 

c-Fos stellt somit morphologisch die Aktivierung von Neuronen infolge der TMT-Exposition dar 

(Sallaz und Jourdan 1996; Funk und Amir 2000; Janitzky et al. 2009). Zur Quantifizierung des 

c-Fos Proteins diente in dieser Arbeit die Avidin-Biotin-Methode (siehe 12.3.2). Um eine aus-

reichende und aussagekräftige c-Fos Antwort zu erhalten wurden in der vorliegenden Arbeit 
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die Versuchstiere exakt 120 min nach der TMT-Exposition anästhesiert und perfundiert 

(Dragunow und Faull 1989; Vosatka et al. 1989). 

 

3.6 Zielstellung 

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es, die schon beschriebenen Änderungen im Angst- 

und Furchtverhalten und der c-Fos Induktion bei PRG1 defizienten Tieren durch einen gleich-

zeitigen Knockout von PRG1 und des Rezeptors LPA2R neu zu analysieren. Erwartet wird ein 

Rescue der bei PRG1 defizienten Tieren beobachteten Veränderungen. Dies beruht auf der 

Hypothese, dass das postsynaptischen PRG1 die präsynaptische Glutamatfreisetzung modu-

lieren kann. Diese Modulationsfähigkeit wirkt sich, wie oben detailliert beschrieben, über das 

bioaktive Lipid LPA im synaptischen Spalt aus, welches am LPA2R an der Präsynapse unter 

anderem eine Ca2+ Ausschüttung und eine nachfolgende Glutamatfreisetzung in den synapti-

schen Spalt induziert. Ein einfacher Knockout von PRG1 führt zu einer Übererregbarkeit an 

glutamatergen Synapsen und Verhaltensauffälligkeiten, die mit einem morphologischen Kor-

relat einhergehen. PRG1 defiziente Mäuse neigen in der frühen Entwicklung zu konvulsiven 

Anfällen, zeigen einen motorisch auffälligen Phänotyp und reagieren mit reduziertem Freezing 

Verhalten auf den Stressor TMT (Trimbuch et al. 2009; Schneider 2016). Diese Übererregbar-

keit durch eine Anreicherung von LPA im synaptischen Spalt soll mittels eines weiteren Knock-

outs des LPA2R an der Präsynapse aufgehoben werden (Trimbuch et al. 2009). Es wurde 

bereits bei diesen Doppelknockout Tieren (PRG1-/-LPA2R-/-) elektrophysiologisch eine Norma-

lisierung der EPSCs im Vergleich zu den Wildtypen nachgewiesen sowie eine Verringerung 

von konvulsiven Anfällen beobachtet (Trimbuch et al. 2009). In dieser Arbeit soll nun mittels 

einer Aktivierung des glutamatergen Systems ein Rescue im Verhalten und in der Morphologie 

der PRG1-/-LPA2R-/- Mäuse im Vergleich zu ihren Wildtypen untersucht werden. 

Zur Untersuchung des Verhaltens wurden drei Tests ausgewählt, die unterschiedliche Stres-

soren für Angst und Furcht benutzen. Ein Modell zum Ermitteln des Angstverhaltens ist das 

Elevated Plus-Maze. Ergänzend wird die Angst mittels des Modells der sozialen Interaktion 

analysiert. Das Furchtverhalten wird mit der Exposition des Duftstoffs TMT untersucht, ver-

bunden mit der Quantifizierung der Neurone welche c-Fos aktiviert haben.  
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4 Material und Methoden  

4.1 Versuchstiere  

Die Versuchstiere werden uns von der Arbeitsgruppe Nitsch und Vogt aus Mainz (Institut für 

Mikroskopische Anatomie und Neurobiologie der Universität Mainz) bereitgestellt. Hier findet 

auch die Genotypisierung der Mäuse statt.  

Die Beschreibung der Erzeugung des PRG1-/-LPA2R-/- Doppel-Knockout Modells erfolgt durch 

Trimbuch et al. (2009). Für die Verhaltensversuche und die morphologische Auswertung wer-

den ausschließlich weibliche Mäuse verwendet. Für Verhaltensuntersuchungen mit TMT-Ex-

position ist bekannt, dass weibliche Mäuse signifikant empfindlicher auf TMT reagieren und 

somit für diese Untersuchungen sehr gut geeignet sind (Takahashi et al. 2005; Buron et al. 

2007). Dabei gibt es keinen Einfluss des Östrogenzyklus (Buron et al. 2007).  

Die Doppel-Knockout Mäuse (PRG1-/-LPA2R-/-) werden mit ihren Wildtypen (PRG1+/+LPA2R+/+) 

verglichen. Die Anzahl der untersuchten Tiere sind jeweils bei den Verhaltensmodellen einzeln 

aufgeführt. Zur Berücksichtigung der exogenen Faktoren, die Einfluss auf Tierversuche haben 

können, werden die Tiere in durchsichtigen Standard-Käfigen (Makrolon Typ 2) gehalten mit 

einem Hell- Dunkelregime über je 12 Stunden und freiem Zugang zu Futter und Wasser ad 

libitum. Alle Verhaltensuntersuchungen finden während des Tages zur gleichen Uhrzeit, im 

Hell-Intervall statt. Die Reihenfolge der Tiere wurde in Abhängigkeit von Alter und Gewicht per 

Zufall ausgelost. Zur individuellen Erkennung der einzelnen Tiere wird eine Lochmarkierung 

der Ohren verwendet (Hedrich und Bullock 2004). Alle Verhaltensbeobachtungen finden zwi-

schen 10:00 und 15:00 Uhr im Tages-Intervall statt.  

Eine Genehmigung zur Durchführung der Experimente liegt vor (Aktenzeichen: Landesverwal-

tungsamt Sachsen-Anhalt 42502-2-1114).  

 

4.2 Verhaltensversuche  

Es werden drei unterschiedliche Verhaltensversuche ausgewählt, die auf unterschiedliche 

Weise das emotionale Verhalten der Tiere untersuchen. Wie in der Einleitung erwähnt, sollte 

unter den Begriffen Angst und Furcht differenziert werden. Es müssen die Furcht, Reaktion 

auf einen speziellen Stimulus, und die Angst, ein Verhalten auf einen nicht klar definierten 

Reiz, getrennt betrachtet werden. Die drei Verhaltensversuche sollen auf beide Formen der 

Angst eingehen. Die Angst, die durch das Elevated Plus-Maze (EPM) in Form der Höhenangst 

(Pellow 1985; Lister 1987; Espejo 1997) und durch die soziale Interaktion (Bailey und Crawley 
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2009) objektiviert wird und einer TMT-Exposition, die den Aspekt der Furcht quantifizieren 

kann. 

4.2.1 Elevated Plus-Maze 

Das Elevated Plus-Maze (EPM) ist ein Tiermodell, an dem Angstverhalten von Nagetieren 

objektiviert werden kann (Pellow 1985; Lister 1987; Espejo 1997). Die Tiere verbringen signi-

fikant mehr Zeit auf den geschlossenen Armen des Modells, als auf den offenen. Diese Auf-

enthaltswahrscheinlichkeiten sind das Korrelat für die Angst in dem EPM (siehe Abb. 10) (Pel-

low 1985). Auch in einem der ersten Versuche mit angstauslösenden Substanzen, wie z.B. 

Koffein, konnte eine deutlich erhöhte Aufenthaltszeit auf den offenen Armen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ohne verabreichte Substanz gezeigt werden (Lister 1987). 

 

 

 

Das EPM besteht aus zwei je sich gegenüberliegenden offenen und geschlossenen Armen 

(jeweils 5 x 30cm) mit 40cm hohen Wänden an den geschlossenen Armen und einem Zentrum 

(5 x 5cm) (siehe Abb. 11). Das aus weiß gestrichenem Holz bestehende Labyrinth steht auf 

Tischbeinen 75cm über dem Boden. Die Mäuse werden zu Beginn mit der Nase immer zur 

gleichen Richtung zeigend (offener Arm) in das Zentrum gesetzt und ab dann für 10 min mit 

einer Videokamera ohne weitere Einflüsse von außen aufgenommen. Die Videos werden mit 

einem hauseigenen entwickelten Programm (DOS-BS, C. Kurtz) ausgewertet, wobei die 

Abb. 10 Schematische Abbildung zur Darstellung der Aufenthaltswahrscheinlichkeit in den 
offenen oder geschlossenen Armen in Bezug auf das Maß an Angst (Tovote et al. 2015) 
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Anzahl und die Zeit auf den verschiedenen Armen und dem Zentrum dokumentiert werden. 

Nach jedem Versuchstier wird das maze gründlich gereinigt. Es werden insgesamt 20 Tiere, 

10 von jeder Gruppe (PRG1+/+LPA2R+/+ und PRG1-/-LPA2R-/-) getestet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

4.2.2 Soziale Interaktion 

Auch das Tiermodell der sozialen Interaktion ist eine Darstellung des natürlichen, angebore-

nen Angstverhaltens von Nagetieren (Bailey und Crawley 2009). Die Tiere werden paarweise 

in eine offene, schattenfrei und gleichmäßig mit Neonlicht (250lx) beleuchtete Plastikbox 

(B/T/H: 85 x 85 x 30cm) in sich zwei gegenüberliegende Ecken gesetzt. Es werden pseudo-

randomisiert immer zwei Mäuse zusammengesetzt, die nie zuvor Kontakt zueinander hatten, 

aber den gleichen Genotyp aufweisen (PRG1+/+LPA2R+/+ oder PRG1-/-LPA2R-/-). Dabei wird 

jedes Tier nur einmal in diesem Test untersucht. Über einen Zeitraum von 10 min werden die 

Tiere beobachtet, das Verhalten aufgezeichnet (Panasonic CCTV Camera; Mod. WV-BL200/6 

und Panasonic SD430 Videorekorder) und automatisch mit Hilfe einer Software (Videomot 2; 

TSE, Homburg, Germany) die Anzahl und Dauer der Kontakte ausgewertet. Es werden insge-

samt 16 Tierpaare getestet (PRG1+/+LPA2R+/+ n=7 Paare; PRG1-/-LPA2R-/- n=9 Paare).  

Abb. 11 Elevated Plus-Maze mit einer Maus im Zentrum 
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4.2.3 TMT-induziertes Furchtverhalten  

Die angeborene Furcht vor einem spezifischen Stimulus (Rosen et al. 2015) kann mithilfe einer 

TMT-Exposition der Nagetiere hervorgerufen werden, wodurch das olfaktorische System so-

wie die Furchtverarbeitung untersucht werden können.  

Der Versuchsaufbau ist im Detail beschrieben bei Janitzky et al. (Janitzky et al. 2009). Hier 

eine kurze Darstellung des Ablaufs: 

Der Versuch findet an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zur gleichen Uhrzeit, jeweils während 

der Hell-Phase des Tag-Nacht-Rhythmus der Versuchstiere statt. Die Untersuchungsbox 

(B/T/H: 45 x 45 x 45cm) befindet sich unter einer Abzugshaube mit einer gleichmäßigen Aus-

leuchtung. Im Boden der Box ist eine Schiebekonstruktion eingebaut mit einer Vertiefung (B/T: 

3 x 5cm), in die ein Filterpapier außerhalb der Box passgenau mit einer Pinzette gelegt und 

mit Hilfe des Schiebers zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns in die Box geschoben werden 

kann. Das Papier wird zuvor, ohne jeglichen Hautkontakt, mit einem geruchsneutralen Bleistift 

mit der Tiernummer und dem Datum beschriftet sowie H für Habituation (siehe Abb. 12) oder 

T für Test/Exposition (siehe Abb. 13). Auf der Box befindet sich eine Plexiglas-Scheibe und 

oberhalb der Konstruktion eine Videokamera (Sony Cam 2100, Color CCD Camera DSP Digi-

tal CCD Camera) zur Aufzeichnung der 15minütigen Versuche. 

Die Tiere befinden sich vor dem Versuch außerhalb des Untersuchungsraumes und werden 

erst kurz vor Beginn hereingebracht, sodass keine Beeinträchtigung des Verhaltens unter den 

Tieren stattfinden kann. Am ersten Tag (Habituation) sollen sich die Tiere zunächst nur über 

15 min an die Box gewöhnen, auf das Filterpapier werden 35µl destilliertes Wasser pipettiert. 

Die Untersuchungsbox wird nach jedem Tier mit einem Desinfektionsmittel gereinigt (Incidin, 

Firma Ecolab). Am darauffolgenden Tag (Exposition) werden die Tiere unten den gleichen 

Voraussetzungen TMT ausgesetzt. Es werden 35µl des Duftstoffes (Fendt und Endres 2008) 

auf das Papier gegeben und das Versuchstier in die Box gesetzt. Dabei wird der Kopf in die 

entgegengesetzte Richtung zum Filterpapier gehalten und dann der Schieber mit dem Filter-

papier mit TMT in die Box geschoben. Ab diesem Zeitpunkt beginnt die Aufzeichnung des 

Verhaltens über 15 min mit anschließender Auswertung.  
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Das Videomaterial wird mittels eines selbst geschriebenen Programms (DOS-BS, C. Kurtz) 

ausgewertet. Dabei werden zehn vorher definierte Verhalten manuell ausgewertet. Die Ver-

haltensmuster sind in der untenstehenden Tabelle (Tab. 1) aufgezeigt. Insgesamt werden 20 

Tiere getestet, jeweils 10 PRG1+/+LPA2R+/+ und PRG1-/-LPA2R -/- Tiere. 

Verhalten Definition Zeit [s] Anzahl 

Abb. 13 TMT-Box mit einem Versuchstier während der Exposition (T204) mit TMT zum Zeit-
punkt einer „Freezing“ Reaktion 
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Running Laufen oder Rennen ohne Unterbrechung ✓ ✓ 

Sniffing Schnüffeln: es wird so lang als Schnüffeln interpre-

tiert, solange die vibrierende Bewegung der 

Schnauze beobachtbar ist 

✓ ✓ 

Inactivity Sitzen des Versuchstieres ohne Schnüffelbewe-

gung, aber zum Beispiel Bewegung des Kopfes, 

Wendung der Blickrichtung 

✓ ✓ 

Freezing Angststarre des Tieres; eingezogener Kopf; körper-

naher, angelegter Schwanz; bewegungsloses Ver-

harren in einer Position mindestens 2 Sekunden 

(Abb. 13) 

✓ ✓ 

Rearing Sich Aufstellen in der Box ohne Berührung der 

Wand 

✓ ✓ 

Leaning Hochlehnen an der Wand (Abb. 12) ✓ ✓ 

Grooming Putzverhalten ✓ ✓ 

Jumping Springen ✓ ✓ 

TMT-Fear Laufrichtung zum Filterpapier hin, Schnüffelbewe-

gung und darauffolgender abrupter Richtungswech-

sel  

 ✓ 

Rampage Herausziehen des Filterpapieres aus der Vertiefung  ✓ 

 

Tab. 1 Auflistung und Beschreibung des untersuchten Verhaltens im TMT-Versuch 

 

4.3 Perfusion der Tiere und Präparation der Gehirne  

Das Präparationsverfahren ist wie in der Dissertation von Schneider beschrieben (Schneider 

2016). Die verwendeten Geräte und Instrument sind in Abb. 14 abgebildet. 

Exakt 120 min nach dem Ende der TMT-Exposition werden die Tiere mit 0,15ml 6% Nembutal 

(Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) intraperitoneal tief narkotisiert. Nach 

dem Erlöschen aller Schmerzreaktionen werden die Tiere auf einer Unterlage an allen vier 

Extremitäten fixiert. Das Herz der Tiere wird zur Perfusion freipräpariert. Durch einen Zugang 

durch den Bauchraum wird zunächst das Zwerchfell durchtrennt und der knöcherne Thorax 

durch laterale Durchtrennung der Rippen nach kranial geklappt, sodass eine freie Sicht auf 

das Herz entsteht. Das Perikard wird durchtrennt und die Perfusionsnadel in den linken Ventri-

kel eingeführt. Das Gefäßsystem wird über diese Nadel zunächst mit ca. 20ml 0,9% NaCl für 
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zwei Minuten gespült. Zur Austrittmöglichkeit der Flüssigkeiten aus dem Gefäßsystem wird 

das rechte Atrium eingeschnitten. Anschließend erfolgt die Fixierung über eine 12minütige 

Spülung mit einer Lösung (ca. 100-120ml), die sich aus 4%igem Paraformaldehyd, 15% ge-

sättigter Pikrinsäurelösung in 0,1molarem Phosphatpuffer mit pH7,4 (Pumpe Cyclo 1, Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) zusammensetzt. Nach der Perfusion erfolgt die Präparation des kom-

pletten Gehirns aus der Schädelkalotte. Es erfolgt eine Nachfixierung der Gehirne für 2-4h in 

der oben genannten Fixierlösung. Über Nacht erfolgt eine Aufbewahrung des Präparats in 

20%iger Saccharoselösung in 0,1molarer Phosphatpufferbasis, bevor es am nächsten Tag 

eingefroren und bei -80°C aufbewahrt wird. 

 

Abb. 14 Präparationsareal: Pumpe, NaCl-Lösung, Fixationslösung, Präparierunterlage, Prä-
parierbesteck (Scheren, Pinzetten, Skalpelle), Probenbehälter, Abfallbehälter (von links nach 
rechts) (Schneider 2016) 

 

Die Gehirne werden zur weiteren Bearbeitung am Kryostaten (CM 3050 S, Leica, Wetzlar, 

Deutschland) bei ca. -20°C geschnitten. Das Gehirn wird über den Hirnstamm mittels Tissue 

Freeze (Jung, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) fixiert und beginnend vom OB fron-

tale Schnitte mit einer Dicke von 40µm bis zu den ersten Anschnitten des Kleinhirns angefer-

tigt. Zur Markierung dient eine Einkerbung der linken Hemisphäre. Es werden insgesamt vier 

Serien angefertigt. Damit haben die Schnitte in jeder Serie einen Abstand von 160µm. Die 

erste Serie ist für die nachfolgende Nissl Färbung vorgesehen und die zweite für die c-Fos 

Immunhistochemie. Die gefrorenen Schnitte werden in 0,1M Phosphatpuffer mit pH 7,4 bei 

Raumtemperatur aufgefangen und für die Nissl-Färbung sofort sortiert und auf Objektträger 

aufgezogen.  
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4.4 Färbung  

4.4.1 Nissl-Färbung 

Die Nissl-Färbung wird an aufgezogenen Schnitten durchgeführt als anatomische Übersicht. 

Diese Schnitte dienen als anatomische Orientierung während der Auswertung der c-Fos im-

munohistochemisch gefärbten Schnitte. Im Anhang ist das Protokoll unter 13.3.1 aufgelistet. 

4.4.2 c-Fos Immunhistochemie  

Die durch c-Fos quantifizierbare Aktivität der Neurone wird immunhistochemisch dargestellt. 

Das ausführliche Protokoll ist unter 13.3.2 aufgelistet. 

Folgende Antikörper und Detektionssystem wurden verwendet: 

- primärer Antikörper (AK): polyklonaler rabbit AK gegen c-Fos (Abcam, Cambridge, Uni-

ted Kingdom), Verdünnung 1:5000 

- sekundärer AK: biotinylierter, anti-rabbit AK (Vector Lab, Burlingame, USA) Verdün-

nung 1:227 

- Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (Vector Lab, Burlingame, USA) 

- Diaminobenzidin (Sigma, St. Louis, USA) 1:20  

4.4.3 Quantifizierung 

Die Quantifizierung der c-Fos positiven Zellen orientierte sich in der Auswertung an der Arbeit 

von Schneider, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen PRG1+/+ vs PRG1-/- und 

PRG1+/+LPA2R+/+ vs PRG1-/-LPA2R-/- Mäusen zu ermöglichen (Schneider 2016). 

Die Objektträger mit den aufgezogenen Hirnschnitten werden verblindet, sodass während des 

Auswertens der Färbung keine Zuordnung zu den Genotypen stattfinden kann. Die Schnitte 

werden unter einem Mikroskop (Axio Imager.z2, Zeiss, Jena, Deutschland) und mittels einer 

Software (Axio Vision 4.8, Zeiss, Jena, Deutschland) ausgewertet. Zur Orientierung dient die 

jeweilige NISSL-Serie passend zu jedem mit c-Fos immungefärbten Schnitt. Als Atlas wird 

dazu der von Allen, Reference Atlas von Wiley für Mäusegehirne (Dong 2008) verwendet. Die 

Anzahl der Schnitte pro Region und die exakte Lokalisation dieser wird zuvor anhand des Atlas 

festgelegt. Die Anzahl pro Region beträgt mindestens sechs und maximal acht Schnitte. Die 

Schnitte werden in verschiedenen Vergrößerungsstufen fotografiert (Kamera: Aurox Cam 

MRm, Zeiss, Jena, Deutschland). Mittels einer Software können die c-Fos immungefärbten 

Neurone auf dem Foto markiert und parallel dazu im Mikroskop, die zu untersuchenden 
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Neurone, genauer eingeschätzt werden. Gezählt und markiert werden die c-Fos positiven Zel-

len der linken Hirnhemisphäre.  

 

4.5 Statistik  

Zur Auswertung wird eine einfache ANOVA mit dem Genotyp als Faktor durchgeführt. Dazu 

kommen post-hoc Tests zur Anwendung, entweder der student’s t-Test oder der Welch-Test 

und der Kuskal-Wallis Test für die parameterfreien statistischen Tests. Ab einem Wert p ≤ 0,05 

werden Unterschiede als signifikant eingeschätzt. Eine Tendenz kann ab p ≤ 0,1 angenommen 

werden. In den Abbildungen werden Signifikanzen p ≤ 0,05 mit einem (*), p ≤ 0,01 mit zwei 

(**) und p ≤ 0,001 mit drei (***) Sternen gekennzeichnet. 

Die Bestimmung der Gleichheit der Varianzen erfolgte mit dem Levene-Test.  
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5 Ergebnisse  

Unabhängig von den durchgeführten Verhaltenstests können während der Käfighaltung kei-

nerlei Unterschied zwischen den Doppelknockout Tieren und ihren Wildtypen beobachtet wer-

den. Es zeigt sich eine normale Aktivität und Interaktion der Tiere, kein Jumping in den Ecken 

des Käfigs, kein aggressives Randalieren und keine Auffälligkeiten im Fressverhalten. Im Fol-

genden sind die Ergebnisse im Detail beschrieben. 

 

5.1 Verhaltensversuche  

5.1.1 Elevated Plus-Maze 

Eine ANOVA mit dem Faktor Genotyp ergibt einen signifikanten Genotypeffekt in allen unter-

suchten Parametern (Anzahl des Betretens der Arme, Gesamtverweildauer auf den Armen in 

[s] und Zeit pro Armaufenthalt in [s]) im EPM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15 Elevated Plus-Maze: Vergleich der Anzahl des Betretens der offenen und geschlos-
senen Arme sowie des Zentrums. Die PRG1-/-LPA2R-/- zeigen eine signifikant höhere Fre-
quenz im Betreten aller Bereiche im Vergleich zu den PRG1+/+LPA2R+/+, offene Arme 
(p=0,001), geschlossene Arme (p=0,01), Zentrum (p=0,000); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; 
PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; ** p<0,01 *** p<0,001 T-test, ANOVA, einfaktoriell) 
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Die PRG1-/-LPA2R-/- halten sich signifikant häufiger auf den offenen (PRG1-/-LPA2R-/- 22±3,6; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 4±0,7; F(1,19)=24,997; p=0,001) und auf den geschlossenen Armen  

(PRG1-/-LPA2R-/- 29±3,3; PRG1+/+LPA2R+/+ 19±1,7; F(1,19)=8,253; p=0,01) sowie im Zentrum  

(PRG1-/-LPA2R-/- 50±3,3; PRG1+/+LPA2R+/+ 21±2; F(1,19)=57,072; p=0,000) auf (Abb. 15), 

was auf eine gesteigerte Aktivität durch eine höhere Frequenz der Armwechsel im Gegensatz 

zu den Wildtypen hinweist. 

Die Gesamtzeiten auf den beiden Armtypen ergeben ebenfalls signifikante Unterschiede (Abb. 

16). Die PRG1-/-LPA2R-/- verbringen im Schnitt mehr als drei Mal so viel Zeit auf den offenen 

Armen (PRG1-/-LPA2R-/- 165±27s; PRG1+/+LPA2R+/+ 50±9,2s; F(1,19)=16,179; p=0,001) und 

deutlich weniger auf den geschlossenen (PRG1-/-LPA2R-/- 232±25,7s; PRG1+/+LPA2R+/+ 

371±26,4s; F(1,19)=14,112; p=0,001). Im Zentrum zeigt sich kein Unterschied der Verweil-

dauer (PRG1-/-LPA2R-/- 203±16,8s; PRG1+/+LPA2R+/+ 179±20,6s; F(1,19)=0,803; p=0,4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16 Elevated Plus-Maze: Vergleich der gesamten Verweildauer in [s] auf den offenen und 
geschlossenen Armen sowie im Zentrum. Die PRG1-/-LPA2R-/- verbringen deutlich längere Zei-
ten auf den offenen Armen (p=0,002), weniger auf den geschlossenen (p=0,001) und ver-
gleichbar viel Zeit im Zentrum (p=0,381) (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; *** 
p<0,001 T-test, ANOVA, einfaktoriell) 

 

Im Hinblick auf die Verweildauer pro Armbesuch zeigen sich ebenfalls signifikante Unter-

schiede, PRG1+/+LPA2R+/+ verbringen auf allen Bereichen pro Betreten signifikant mehr Zeit 

(Abb. 17; geschlossene Arme: PRG1-/-LPA2R-/- 8±0,6s; PRG1+/+LPA2R+/+ 22±3s; 

F(1,19)=20,607; p=0,000, offenen Arme: PRG1-/-LPA2R-/- 8±0,7s; PRG1+/+LPA2R+/+ 18±4,9s; 
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F(1,19)=4,436; p<0,05, Zentrum: PRG1-/-LPA2R-/- 4±0,5s; PRG1+/+LPA2R+/+ 9±1,2s; 

F(1,19)=12,229; p<0,01). Dies zeigt erneut eine erhöhte Aktivität der PRG1-/-LPA2R-/- im Ver-

gleich zu ihren Wildtypen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17 Elevated Plus-Maze: Vergleich der Verweildauer pro Armbesuch in [s] auf den offenen 
und geschlossenen Armen sowie im Zentrum. Die PRG1-/-LPA2R-/- verbringen pro Betreten 
der offenen (p<0,05) und der geschlossenen Arme (p=0,000) sowie des Zentrums (p<0,01) 
signifikant weniger Zeit (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; * p<0,05  
** p<0,01 *** p<0,001 T-test, ANOVA, einfaktoriell) 

 

5.1.2 Soziale Interaktion   

In Übereinstimmung mit der aktuellen Literatur (File und Seth 2003) erfolgt die Auswertung 

nicht je Tier, sondern je Paar, da die beiden interagierenden Tiere nicht unabhängig voneinan-

der ausgewertet werden können. Es wurden 9 PRG1-/-LPA2R-/--Paare (n=18) und 7 

PRG1+/+LPA2R+/+-Paare (n=14) getestet.  

In der sozialen Interaktion ergeben sich signifikante Unterschiede in der Gesamtdauer der 

Kontakte in [s]. Die PRG1-/-LPA2R-/- Tieren sind signifikant kürzer miteinander in Kontakt (Abb. 

18; PRG1-/-LPA2R-/- 42±6,1s; PRG1+/+LPA2R+/+ 171±16,8s; p<0,0001), während sich die An-

zahl der Kontakte verglichen zu den Wildtypen nicht unterschiedlich zeigt (Abb. 19; PRG1-/-

LPA2R-/- 27±4,1; PRG1+/+LPA2R+/+ 25±3,0; p=0,38). Die Zeit pro Kontakt ergibt ebenfalls eine 

signifikant kürzere Dauer bei den PRG1-/-LPA2R-/- Tieren (PRG1-/-LPA2R-/- 0,9±0,13; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 1,6±0,36s; p<0,05).  
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Abb. 18 Soziale Interaktion: Dauer des Kontakts in [s]. Die PRG1-/-LPA2R-/- zeigen einen sig-
nifikant kürzeren Kontakt im Vergleich zu den Wildtypen (p<0,0001); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; 
PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; *** p<0,001 T-test) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19 Soziale Interaktion: Anzahl der Kontakte innerhalb einer Zeitspanne von 600 [s]. Es 
zeigt sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Wildtypen (p=0,38) (PRG1-/-

LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; T-test) 
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5.1.3 Testung mit TMT  

5.1.3.1 Habituation  

In der Habituation, die ohne den Duftstoff TMT durchgeführt wird, ergeben sich mit der Aus-

nahme des Verhaltensmuster Rampage keine signifikanten Unterschiede im Verhalten der 

Doppelknockout Mäuse gegenüber ihren Wildtyp-Geschwistern.  

Das durchschnittliche Körpergewicht der Tiere (PRG1-/-LPA2R-/- 24,6g±0,8g; PRG1+/+LPA2R+/+ 

24,5g±0,5g; F(1,19)=2,743; p=0,94) und ihr Alter sind gleich (PRG1-/-LPA2R-/- 125,5d±5,7d; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 125d±5,3d; F(1,19)=0,118; p=0,95). 

Das Verhaltensmuster Inactivity ergibt keine Unterschiede sowohl in der Zeit (Abb. 20B; 

PRG1-/-LPA2R-/- 42,7±25,6s; PRG1+/+LPA2R+/+ 18,3±10,48s; F(1,19)=3,210; p=0,37) als auch 

in der Anzahl dieses Verhaltensmusters (Abb. 20A; PRG1-/-LPA2R-/- 23,8±10,7; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 12,6±5,2; (F1,19)=3,678; p=0,334). Dem Muster der Inactivity sehr ähnlich 

ist das Grooming, welches in Zeit (PRG1-/-LPA2R-/- 72,3±14,2s; PRG1+/+LPA2R+/+ 91,9±18,2s; 

F(1,19)=0,323; p=0,38) und Anzahl (PRG1-/-LPA2R-/- 13±2,07; PRG1+/+LPA2R+/+ 13,3±1,97; 

F(1,19)=0,01; p=0,913) ebenfalls keine Unterschiede ergibt, ebenso wie das Sniffing (PRG1-

/-LPA2R-/- 371,1±35,1s; PRG1+/+LPA2R+/+ 426±25,9s; p=0,2; (PRG1-/-LPA2R-/- 140,8±10,4; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 142±10,37; p=0,928). Die weiteren Muster wie Rearing und Leaning zeigen 

sich in beiden Gruppen sowohl in der Dauer (Abb. 20B; PRG1-/-LPA2R-/- 7,3±3s; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 11,1±3,8s; F(1,19)=3,422; p=0,42; PRG1-/-LPA2R-/- 121,4±20,7s; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 89,5±9,2s; F(1,19)=3,396; p=0,16) als auch in der Anzahl ohne Unter-

schiede (Abb. 20A; PRG1-/-LPA2R-/- 7,6±2,8; PRG1+/+LPA2R+/+ 11±3,6; (F1,19)=2,206; 

p=0,442; PRG1-/-LPA2R-/- 79,8±14,18; PRG1+/+LPA2R+/+ 48,4±5,38; (F1,19)=0,34; p=0,052). 

Der aktivere Parameter Running wird von beiden Mäusegruppen ähnlich lang und häufig ge-

zeigt (PRG1-/-LPA2R-/- 278,7±32,5s; PRG1+/+LPA2R+/+ 247±16,6s; F(1,19)=2,756; p=0,37; 

PRG1-/-LPA2R-/- 153,7±19,7; PRG1+/+LPA2R+/+ 129,2±11,21; F(1,19)=3,8; p=0,274). 

Das Freezing Verhalten wird während der Habituation nur vereinzelt beobachtet  

(PRG1-/-LPA2R-/- 3,3±2,9s; PRG1+/+LPA2R+/+ 0,4±0,3s; F(1,19)=4,553; p=0,32). Auch das auf-

fällige Jumping der PRG1-/- Mäuse während der Habituation zeigt sich bei den Doppelknock-

out Tieren sehr selten (PRG1-/-LPA2R-/- 3,2±0,11s; PRG1+/+LPA2R+/+ 0,1±0,1s; F(1,19)=1,735; 

p=0,1). 

Der einzige signifikante Unterschied liegt im „Rampage“-Verhalten (Abb. 20A: PRG1-/-

LPA2R-/- 0±0; PRG1+/+LPA2R+/+ 6,4±2,7; F(1,19)=28,676; p=0,02). Die Wildtypen interagierten 

häufiger und länger mit dem Filterpapier und trugen es durch die Box. 



Ergebnisse 

43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 20 A,B Habituation: A Anzahl und B Zeit [s] der Verhaltensmuster während der Habitua-
tion. Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede für das Verhalten Inactivity (Anzahl: 
p=0,334; Zeit: p=0,37) und Rearing (Anzahl: p=0,442; Zeit: p=0,42). Der einzige Unterschied 
in der Habituation zeigt sich in der Anzahl des Rampage-Verhaltens (p=0,02), die PRG1-/-

LPA2R-/- weisen dieses Verhalten gar nicht auf (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ 
n=10; * p<0,05 T-test) 
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5.1.3.2 Exposition  

In der Exposition mit TMT lässt sich bei den Doppelknockout Mäusen ein vergleichbares 

Furchtverhalten beobachten wie bei ihren Wildtypen. In Bezug auf die Dauer des jeweiligen 

Verhaltens ergeben sich keinerlei signifikante Unterschiede. In der Häufigkeit des Verhaltens 

finden sich im Freezing und Grooming Unterschiede. 

Das Gewicht der Mäuse vor der Exposition (PRG1-/-LPA2R-/- 24,9±0,8g; PRG1+/+LPA2R+/+ 

24,7±0,5g; F(1,19)=1,366; p=0,88) zeigen keinen Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Ein wichtiger signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen lag in der Anzahl des Free-

zings. Die PRG1-/-LPA2R-/- zeigen im Schnitt n=50 Freezing-Verhalten während der Exposi-

tion, wohingegen der Wildtyp einen Mittelwert von n=39 aufweist (Abb. 21A; PRG1-/-LPA2R-/- 

49,5±4,1; PRG1+/+LPA2R+/+ 38,6±3,1; F(1,19)=0,167; p=0,038). Die Gesamtzeit des Freezings 

unterscheidet sich allerdings nicht (Abb. 21B; PRG1-/-LPA2R-/- 280,5±17,2s; PRG1+/+LPA2R+/+ 

238,6±34,2s; F(1,19)=2,376; p=0,26). Eine ähnliche Konstellation ergibt sich für das 

Grooming. Die PRG1-/-LPA2R-/- zeigen hier allerdings signifikant weniger häufig ein Grooming 

im Vergleich mit ihren Wildtypen (Abb. 21A; PRG1-/-LPA2R-/- 5,0±1,1; PRG1+/+LPA2R+/+ 

9,9±1,8; F(1,19)=2,537; p=0,023). Kein Unterschied ist wieder in der Gesamtzeit des 

Groomings zu beobachten (Abb. 21B; PRG1-/-LPA2R-/- 10,4±2,1s; PRG1+/+LPA2R+/+ 24±7,2s; 

F(1,19)=7,883; p=0,071). 

Das stereotypische Jumping-Verhalten zeigen die Tiere sowohl in der Anzahl (Abb. 21A; 

PRG1-/-LPA2R-/- 12,9±7,5; PRG1+/+LPA2R+/+ 6,5±2,4; F(1,19)=9,528; p=0,4), als auch in der 

Zeit (Abb. 21B; PRG1-/-LPA2R-/- 11,5±6,5s; PRG1+/+LPA2R+/+ 8±3,4s; F(1,19)=5,319; p=0,4) 

ohne signifikanten Unterschied, ebenso wie das TMT-Fear Verhalten keine Differenz aufweist 

(Abb. 21A; PRG1-/-LPA2R-/- 4,2±1,22; PRG1+/+LPA2R+/+ 3,6±0,82; F(1,19)=2,045; p=0,67). 
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Abb. 21 Exposition: A Anzahl und B Zeit [s] der Verhaltensmuster Freezing, Grooming, Jum-
ping und TMT Fear während der Exposition. A Freezing und Grooming zeigen sich in der An-
zahl signifikant mit p=0,038 und p=0,023, bei nicht signifikanten Jumping (p=0,4) und TMT-
Fear (p=0,67). B In Bezug auf die Zeit zeigen sich keine Signifikanzen beim Freezing (p=0,26), 
Grooming (p=0,071) und Jumping (p=0,4); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10;  
* p<0,05 T-test) 
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Für die weiteren Verhaltensmuster ergeben sich keine Unterschiede. So zeigen sich in der 

Dauer des Runnings (PRG1-/-LPA2R-/- 147±16,1s; PRG1+/+LPA2R+/+ 152,2±17,8s; 

F(1,19)=0,745; p=0,82), der Inactivity (PRG1-/-LPA2R-/- 93,8±15,8s; PRG1+/+LPA2R+/+ 

77,6±7,9s; F(1,19)=6,518; p=0,35), des Rearings (PRG1-/-LPA2R-/- 3±5,2s; PRG1+/+LPA2R+/+ 

11,2±5,15s; F(1,19)=6,023; p=0,13), des Leanings (PRG1-/-LPA2R-/- 64,4±7,2s; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 70±9,12s; F(1,19)=0,466; p=0,62) oder des Sniffings (PRG1-/-LPA2R-/- 

285±16,9s; PRG1+/+LPA2R+/+ 285,2±16s; F(1,19)=0,010; p=0,98) keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Gruppen.  

Auch in der Anzahl dieser Parameter ergeben sich keine Unterschiede: Running (PRG1-/-

LPA2R-/- 74,1±7,95; PRG1+/+LPA2R+/+ 77,60±10,56; F(1,18)=0,51; p=0,783), Inactivity 

(PRG1-/-LPA2R-/- 44,4±7,43; PRG1+/+LPA2R+/+ 37,4±3,16; F(1,18)=10,327; p=0,373), Rearing 

(PRG1-/-LPA2R-/- 2,3±1,36; PRG1+/+LPA2R+/+ 9,5±4,04; F(1,18)=6,846; p=0,103), Leaning 

(PRG1-/-LPA2R-/- 32,4±3,31; PRG1+/+LPA2R+/+ 36,4±6,19; F(1,18)=1,983; p=0,585), Sniffing 

(PRG1-/-LPA2R-/- 137,6±7,01; PRG1+/+LPA2R+/+ 128±4,89; F(1,18)=1,185; p=0,252).  

Das „Rampage“-Verhalten wird während der Exposition in beiden Gruppen nicht beobachtet. 

 

5.2 Morphologie  

Die im folgenden Abschnitt zusammengestellten Bilder, sollen eine Übersicht über die Regio-

nen der Geruchsbahn geben. Dabei wird der jeweils erste und letzte Schnitt der zu untersu-

chenden Region an Hand eines Beispiels eines Wildtypen dargestellt. Bezüglich der signifi-

kanten Regionen werden zum Vergleich der Maustypen zusätzlich Detailbilder der markierten 

Neurone eingefügt. Hierzu wird je eine Maus der Wildtyp- und eine der Doppelknockout-

Gruppe ausgewählt, die in ihrer Gruppe am nächsten an den Mittelwerten der mit c-Fos ange-

färbten Zellen liegen. 

Mittels Immunhistochemie wird der Effekt des TMTs während der Exposition in acht Regionen 

der Geruchsbahn untersucht: Bulbus oflactorius, Septum, Tuberculum olfactorium, Hippokam-

pus (HIP), piriformer Cortex, Dorsale Tenia Tecta (TTd), Amygdala und mediodorsaler Tha-

lamus. Im Folgenden werden die verschiedenen Regionen mit der Anzahl der Neurone, bei 

welchen das c-Fos Protein markiert wird, dargestellt. Für die Immunhistochemie werden die 

Gehirne von n=6 PRG1-/-LPA2R-/- und n=6 PRG1+/+LPA2R+/+ untersucht. 

Grundsätzlich lässt sich festhalten, dass bei den PRG1+/+LPA2R+/+ Mäusen gegenüber den 

PRG1-/-LPA2R-/- Mäusen immer eine größere Anzahl an c-Fos immunpositiven Zellen beo-

bachtet werden kann, sowohl im Hinblick auf die signifikant unterschiedlichen Regionen, als 
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auch in den ausgewerteten Hirnbereichen, die statistisch keine Hinweise auf einen Zellzahl-

unterschied ergeben. 

5.2.1 Bulbus olfactorius - OB 

Der OB als erste Struktur innerhalb der Geruchsbahn zeigt die dichteste Anzahl c-Fos mar-

kierter Neuronen (siehe Abb. 24). Es können im Schnitt bei den Doppelknockout Mäusen 4375 

immunpositive Zellen im Bulbus gezählt werden und bei den Wildtypen 5490. Den höchsten 

Einzelwert zeigt eine Wildtypmaus mit 6272 Neuronen im OB. Insgesamt können aber keine 

signifikanten Unterschiede in der Anzahl c-Fos immunpositiver Neurone im OB aufgezeigt wer-

den. Weder im gesamten OB (Abb. 22; OB=gl+mi+gr+pl: PRG1-/-LPA2R-/- 4373±799; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 5490±363; F(1,12)=0,954; p=0,194), noch in der separaten Auswertung der 

verschiedenen Schichten des OB (Abb. 22; OB gl: PRG1-/-LPA2R-/- 796±75; PRG1+/+LPA2R+/+ 

742±97; F(1,12)=2,045; p=0,638;  Abb. 23; OB mi+gr+pl: PRG1-/-LPA2R-/- 3578±249; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 4748±274; F(1,12)=0,231;  p=0,383) finden sich signifikante Unterschiede. 
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Abb. 22 Bulbus olfactorius: Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Es zeigen sich 
keine signifikanten Unterschiede, aufgegliedert nach den Schichten des OB: gl (p=0,638); 
mi+gr+pl (p=0,383) und gl+mi+gr+pl (p=0,194); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ 
n=10; T-test) 

 

 

 

 

Abb. 23 Bulbus olfactorius: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, coronar le-
vel 10 bis 26, Bregma 4,445mm A bis 2,745mm B (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); (Maßstab: 2mm) 
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5.2.2 Septum  

In der Septum-Region, mediales Septum (MS) und dorsales Band Broca (DB), lassen sich 

signifikante Unterschiede in der Anzahl c-Fos immunpositiver Neurone festhalten (Abb. 25;  

PRG1-/-LPA2R-/- 149±29; PRG1+/+LPA2R+/+ 119±22; F(1,11)=0,225; p=0,044); (Abb. 26, 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 25 Septum: Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Die PRG1+/+LPA2R+/+ zeigen 
eine signifikant höhere Anzahl (p=0,044), wobei sich der DB als ausschlaggebende Region für 
die Signifikanz zeigt (p=0,015), das MS hingegen ergibt keine Signifikanz (p=0,143);  
(PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; * p<0,05 T-test) 

 

Abb. 24 Bulbus olfactorius mit Teilausschnitt der mi, gr und pl Schicht: 40-fache Vergrößerung, 
coronar level 15, Bregma 4,445mm; A Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89:  
PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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In der Separation der Region in MS und DB ergibt sich nur ein Unterschied zwischen den 

Gruppen im DB (Abb. 25; PRG1-/-LPA2R-/- 89±13; PRG1+/+LPA2R+/+ 45±10; F(1,11)=0,425; 

p=0,015), im MS zeigen sich keine Signifikanzen (Abb. 25; PRG1-/-LPA2R-/- 106±17; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 74±13; F(1,11)=0,2; p=0,143). Die Wildtypen zeigen in beiden Abschnitten 

mehr immunpositive Zellen als die Doppelknockout Mäuse, wobei nur der Bereich DB signifi-

kant ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 26 Septum: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, coronar level 44, 
Bregma 1,045mm (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); (Maßstab: 2mm) 

 

 

Abb. 27 Septum: 40-fache Vergrößerung, coronar level 44, Bregma 1,045mm; A Maus 59: 
PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89: PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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5.2.3 Tuberculum Olfaktorium - OT 

Das OT als Abschnitt der Geruchsbahn weist ebenfalls c-Fos immunpositive Neurone auf, je-

doch keine signifikanten Unterschied in der Anzahl der Neurone (siehe Abb. 29, 30); (Abb. 

28; OT: PRG1-/-LPA2R-/- 131±32; PRG1+/+LPA2R+/+ 73±18; F(1,11)=0,246; p=0,113). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 28 Tuberculum Olfaktorium: Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Es ergeben 
sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,113), (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ 
n=10; T-test) 
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Abb. 29 Tuberculum Olfaktorium: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, 
coronar level 35, Bregma 1,946mm (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); (Maßstab: 2mm) 
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5.2.4 Gyrus dentatus (DG) im Hippocampus  

Eine unerwartete hoch signifikante Differenz in der Anzahl immunpositiver Neurone durch TMT 

zeigt sich im Hippocampus (siehe Abb. 32,33). Die Doppelknockout Mäuse weisen entlang 

des DG nur ein Viertel so viele aktivierte Zellen gegenüber ihren Wildtypen auf (Abb. 31; 

PRG1-/-LPA2R-/- 122±17; PRG1+/+LPA2R+/+ 31±12; F(1,11)=2,076; p=0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 31 Hippocampus: Anzahl der c-Fos aktivierten Neurone [n]. Die PRG1-/-LPA2R-/- zeigen 
signifikant weniger aktivierte Zellen (p=0.001); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; 
*** p<0.001 T-test) 
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Abb. 30 Tuberculum Olfaktorium: 40-fache Vergrößerung, coronar level 41, Bregma 1,315mm; A 
Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89: PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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5.2.5 Piriformer Cortex - PIR 

Im PIR als Region zur bewussten Verarbeitung von Informationen konnten zwischen den Dop-

pelknockout Mäusen und ihren Wildtypen keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der 

c-Fos immunpositiven Neurone quantifiziert werden (siehe auch Abb. 35, 36); (Abb. 34; 

PRG1-/-LPA2R-/- 491,3±108,6; PRG1+/+LPA2R+/+ 280,8±78,5; F(1,11)=0,504; p=0,116).  

 

 

 

 

Abb. 32 Hippocampus: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, coronar level 68 
bis 81, Bregma -1,355mm A bis -2,70mm B (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); (Maßstab: 2mm) 

Abb. 33 Hippocampus: 40-fache Vergrößerung, coronar level 68, Bregma -1,355mm; A Maus 
59: PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89: PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm)  
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Abb. 34 Piriformer Cortex: Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Es ergeben sich 
keine signifikanten Unterschiede (p=0,116); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; 
T-test) 

 

Abb. 35 Piriformer Cortex: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, coronar 
level 42 bis 78, Bregma 1,245mm A bis -2,355mm B (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); (Maßstab: 
2mm) 

Abb. 36 Piriformer Cortex: 40-fache Vergrößerung, coronar level 42, Bregma 1,245mm; A 
Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89 PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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5.2.6 Dorsale Taenia Tecta - TTd 

Im TTd weisen die Doppelknockout Tiere signifikant weniger c-Fos immunpositive Neurone 

auf (Abb. 37; PRG1-/-LPA2R-/- 60±19; PRG1+/+LPA2R+/+ 166±23; F(1,11)=1,265; p=0,008). Im 

Durchschnitt ergeben sich in dieser Region bei den Doppelknockout Mäusen 2,5x weniger 

immunpositive Neurone im Vergleich zu ihren Wildtypen (Abb. 38,40). Hierbei zeigt sich in den 

Gruppen jeweils ein Ausreißer. Unter den Wildtypen ist ein Tier bei lediglich n=68 Zellen, wobei 

die restlichen Tiere der Gruppe alle mehr als 120 c-Fos immunpositive Zellen zeigen. Die 

PRG1-/-LPA2R-/- Gruppe hat ein Tier mit n=140, wohingegen sich bei den restlichen Tieren 

n<65 ergeben. 
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Abb. 37 Dorsale Taenia Tecta: Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Die  
PRG1-/-LPA2R-/- zeigen signifikant weniger aktivierte Neurone (p=0,008); (PRG1-/-LPA2R-/- 
n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; * p<0,05 T-test) 
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5.2.7 Amygdala  

In der Amygdala wurden drei Regionen ausgewertet, wobei sich im Bereich der MeA ein sig-

nifikanter Gruppenunterschied ergibt (Abb. 41,42); (Abb. 40; PRG1-/-LPA2R-/- 214±32; 

PRG1+/+LPA2R+/+ 122±31; F(1,11)=0,211; p=0,047). In der BLA (Abb. 40; PRG1-/-LPA2R-/- 

95±18; PRG1+/+LPA2R+/+ 64±17; F(1,11)=0,674; p=0,206) und der CeA (Abb. 40;  

PRG1-/-LPA2R-/- 92±9; PRG1+/+LPA2R+/+ 109±13; F(1,11)=0,164; p=0,262) lassen sich keine 

Unterschiede quantifizieren. Zu erwähnen ist eine hohe Varianz im Bereich der MeA in beiden 

Gruppen. Bei den PRG1-/-LPA2R-/- Tieren divergiert die Anzahl der Neurone von 26 bis zu 208, 

bei den Wildtypen hingegen zwischen 121 bis 296 Zellen. 

 

 

Abb. 38 Dorsale Taenia Tecta: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, 
coronar level 31 bis 40, Bregma 2,315mm A bis 1,42mm B (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); 
(Maßstab: 2mm) 

Abb. 39 Dorsale Taenia Tecta: 40-fache Vergrößerung, coronar level 31, Bregma 2,315mm; 
A Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89: PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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Abb. 40 Amygdala (BLA, MeA, CeA): Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Die  
PRG1-/-LPA2R-/- zeigen im Bereich der MeA signifikant weniger aktivierte Neurone (p=0,047); 
(PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ n=10; * p<0,05 T-test) 

 

Abb. 41 Amygdala: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, coronar level 62 
bis 75, Bregma -0,755mm A bis -2,055mm B (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); (Maßstab: 2mm) 

Abb. 42 MeA: 40-fache Vergrößerung, coronar level 67, Bregma -1,55mm; A Maus 59: 
PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89: PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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5.2.8 Mediodorsaler Thalamus - MD 

Im MD ergeben sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl an c-Fos immunpositiven 

Neuronen in den Vergleichsgruppen (siehe auch Abb. 44;45) (Abb. 43; PRG1-/-LPA2R-/- 

107±10; PRG1+/+LPA2R+/+ 82±8; F(1,11)=1,022; p=0,066). Die Streubreite zeigt sich sehr ge-

ring mit 73 bis 128 bei den Wildtypen und 79 bis 109 Zellen bei den Doppelknockout Mäusen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 43 Mediodorsaler Thalamus: Anzahl der c-Fos immunpositiven Neurone [n]. Es ergeben 
sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,066); (PRG1-/-LPA2R-/- n=10; PRG1+/+LPA2R+/+ 
n=10; T-test) 
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Abb. 44 Mediodoraler Thalamus: 10-fache Vergrößerung der Übersichtsfärbung mit Nissl, 
coronar level 61 bis 74, Bregma -0,655mm A bis -1,955mm B (Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+); 
(Maßstab: 2mm) 
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5.3 Korrelation Verhalten - Morphologie  

Eine Korrelationsanalyse von signifikanten Verhaltens- und morphologischen Daten zur Er-

mittlung stochastischer, linearer Zusammenhänge wird aufgrund des in der Zielstellung erwar-

teten und beschriebenen Effekts der Verhaltens-Normalisierung an dieser Stelle nicht durch-

geführt. In der TMT-Exposition zeigen sich in Bezug auf die Dauer der verschiedenen Verhal-

tensmuster zwischen den Wildtypen und den Doppelknockouts keine Unterscheide mehr. 

Beim Freezing und Grooming gibt es in der Häufigkeit einen signifikanten Unterschied, nicht 

jedoch in der Dauer des Verhaltens, welche eine deutlich größere Relevanz hat. Die neu auf-

getretenen signifikanten Unterschiede in der Anzahl c-Fos immunpositiver Zellen lassen sich 

somit nicht mit einem der Verhaltensmuster korrelieren.  

 

  

Abb. 45 Mediodorsaler Thalamus: 40-fache Vergrößerung, coronar level 61, Bregma -
0,655mm; A Maus 59: PRG1+/+LPA2R+/+; B Maus 89: PRG1-/-LPA2R-/-; (Maßstab: 50µm) 
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6 Diskussion 

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist, die Interaktion des postsynaptischen PRG1 und 

des präsynaptisch lokalisierten LPA2R mit Hilfe verhaltensbiologischer und morphologischer 

Methoden zu untersuchen. Dies soll die Hypothese prüfen, ob die im Verhalten und der Mor-

phologie aufgezeigten Auffälligkeiten der PRG1-/- Tiere mit einem weiteren Knockout des 

LPA2Rs (PRG1-/-LPA2R-/-) aufgehoben werden können (Trimbuch et al. 2009; Schneider 

2016). Somit können die publizierten Arbeiten der bereits elektrophysiologisch nachgewiesen 

Normalisierung der EPSCs bei PRG1-/-LPA2R-/- Tieren im Vergleich zu ihren Wildtypen verhal-

tensbiologisch und morphologisch ergänzt werden (Trimbuch et al. 2009). 

Im Folgenden schließt sich ein Vergleich der PRG1-/-LPA2R-/- Tiere mit PRG1-/- Mäusen an, 

um den oben beschriebenen Effekt zu verdeutlichen. Die zum Vergleich herangezogenen Ver-

suche mit den PRG1-/- Mäusen wurden ebenfalls am Institut für Anatomie an der Otto-von-

Guericke-Universität Magdeburg durchgeführt, um eine Übereinstimmung der Rahmenbedin-

gungen und Versuchsaufbauten für eine möglichst hohe Vergleichbarkeit zu schaffen. Diese 

Ergebnisse sind bereits durch eine Dissertationsarbeit veröffentlicht (Schneider 2016). 

Hier zunächst eine Erklärung des Begriffes „Rescue“. Unter Rescue wird in meiner Arbeit im 

Folgenden die Rücksetzung des hervorgerufenen Effektes eines Knockouts durch das Hinzu-

fügen eines weiteren Knockouts bezeichnet. Es bezieht sich sowohl auf das Verhalten der 

Tiere als auch auf die Anzahl der Zellen in der Morphologie. Die Adjektive teilweise bzw. voll-

ständig/komplett beziehen sich auf je einen Komplex eines Verhaltensversuches bzw. Verhal-

tensmusters (Angst, Furcht, Aktivität). Zeigen alle Werte eines Versuchsaufbaus in den Dop-

pelknockout Tieren keine signifikanten Unterschiede mehr, wird von einem vollständigen/kom-

pletten Rescue gesprochen. Trifft dies nur auf einige Parameter einer Versuchsreihe zu, han-

delt es ich um ein teilweises Rescue. Werden weiterhin für alle Werte einer Testeinheit signi-

fikante Unterschiede bestimmt, liegt kein Rescue vor.  

Grundsätzlich zeigen alle bisher vorliegenden Ergebnisse ein teilweises Rescue sowohl im 

Verhalten als auch in der Morphologie durch einen zusätzlichen Knockout des LPA2Rs bei 

PRG1-/- Tieren festgestellt werden. So zeigt sich ein vollständiges Rescue in der Reaktion der 

Tiere auf TMT, während sich in den beiden anderen Verhaltenstests (EPM und soziale Inter-

aktion) weiterhin signifikante und vergleichbare Verhaltensunterschiede analog zu den PRG1-

/- Tieren gegenüber den Wildtypen beobachten lassen. In der Morphologie zeigt sich korrelie-

rend zu dem TMT Versuch ein komplettes Rescue der aktivierten Regionen, dargestellt durch 

c-Fos immunpositive Neurone. Allerdings zeigen sich in Arealen ohne signifikante Unter-

schiede bei den PRG1-/- Mäusen zu ihren Wildtypen neue Unterschiede bei den 
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Doppelknockout Mäusen, sodass nicht nur von einem Rescue ausgegangen werden kann, 

sondern ebenfalls von zu separierenden und somit neuen Effekten des hinzugefügten LPA2R-

Knockouts.  

Rescue der glutamatergen Hyperexzitation der motorischen Aktivität  

Für die motorische Aktivität lässt sich ein vollständiges Rescue der Doppelknockout Mäuse 

festhalten. Bei einem Mangel von PRG1 wird eine erhöhte Erregbarkeit mit gesteigertem Be-

wegungsdrang, ausgedrückt durch repetitive stereotypische Bewegungsmuster, beobachtet. 

Bereits während der Käfighaltung ohne Stimulation durch ein Testverfahren zeigen die  

PRG1-/- Tiere Springen in den Käfigecken und stereotypes Rennen im Kreis (Schneider 2016). 

Die dahinterstehende Hypothese der gesteigerten Aktivität und eines damit erhöhten Bewe-

gungsumfanges durch eine glutamaterge Hyperexzitation wird durch das Ergebnis eines Rota-

Rod-Versuches gestützt. Dieses Verfahren, welches die motorische Koordination und Aus-

dauer untersucht (Shiotsuki et al. 2010), ergibt für die PRG1-/- Mäuse eine längere Laufzeit 

und damit eine höhere Aktivität im Vergleich zu ihren Wildtypen. Dieser Effekt kann bei den 

PRG1-/-LPA2R-/- nicht beobachtet werden, sie zeigen im Ergebnis keinen Unterschied zu ihren 

Wildtypen während des Versuches, was ebenfalls für ein Rescue durch den zusätzlichen 

Knockout des LPA2R spricht (Schneider et al. 2018). Ähnliche Ergebnisse ergibt die Beobach-

tung in einem großen Open Field, welches ebenfalls ein Test zur Bestimmung der motorischen 

Aktivität und der Exploration einer neuen Umgebung ist (Crawley und Paylor 1997). Auch hier 

zeigt sich ein vollständiges Rescue der bei den PRG1-/- Tiere beobachteten Auffälligkeiten bei 

den Doppelknockouts jeweils im Vergleich mit ihren Wildtypen (Schneider et al. 2018). Diese 

Ergebnisse bestätigen die Beobachtung, dass sich die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere in der Käfighal-

tung ähnlich wie ihre Wildtypen verhalten, womit ein Rescue in unstimulierten Situationen, im 

normalen Käfigverhalten und der motorischen Aktivität, belegt wird. 

Angst und Furcht 

In dieser Arbeit dienen drei unterschiedliche Verhaltensversuche der Eruierung von Furcht- 

und Angstverhalten und lassen eine Unterscheidung dieser beiden Formen zu. Durch das 

EPM (Pellow 1985; Lister 1987; Espejo 1997) und die soziale Interaktion (Bailey und Crawley 

2009) wird das Angstverhalten objektiviert und durch die Konfrontation mit TMT die Furchtre-

aktion (Day et al. 2004; Janitzky et al. 2009). Eine Unterscheidung von Angst und Furcht ist 

hier von zentraler Bedeutung, da die Doppelknockout Mäuse in den Angst auslösenden Tests 

weiterhin Verhaltensauffälligkeiten zeigen, während sich im Furcht provozierenden TMT Ver-

such ein komplettes Rescue ergibt. 
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Die Furcht ist ein Reaktion auf einen spezifischen Stimulus, eine externe Gefahr, wie zum 

Beispiel auf den Duftstoff TMT (Steimer 2002). Die Angst dagegen ist eine generalisierte Re-

aktion auf einen inneren Konflikt oder eine unbekannten Stimulus (Steimer 2002). Für beide 

Verhalten, die Angst und die Furcht, ist das glutamaterge System entscheidend, welches die 

neuronale Exzitation in limbischen/paralimbischen Hirnstrukturen reguliert (Lister 1987, Ber-

nadette 2005).  

Die Angst- und Furchtverarbeitung kann auch morphologisch teilweise separiert werden. Als 

übergeordnete Struktur der Verarbeitung von Gefahr gilt die Amygdala (Fox et al. 2015), die 

eine zentralere Rolle in der Furchtverarbeitung spielt (Davis 1998; Steimer 2002) und in der 

Angstverarbeitung eine wichtige Funktion zusammen mit weiteren Arealen übernimmt. So 

konnte gezeigt werden, dass eine Läsion der Amygdala bei Ratten keine Auswirkung auf das 

Angstverhalten im EPM hat (Treit et al. 1993). Diese unterschiedlichen Verarbeitungswege 

können eine Erklärungsmöglichkeit dafür sein, dass sich ein Rescue im Furcht-, nicht aber im 

Angstverhalten ergibt. Diese Ergebnisse stützen die Annahme der differierenden Verarbei-

tungswege der Furcht und der Angst, wobei die neuronale Verschaltung der Angst deutlich 

komplexer und rudimentärer verstanden ist als die der Furcht (Tovote et al. 2015). Dennoch 

wird bisher eine große Überlappung der Hirnregionen und neuronalen Verschaltungen, die das 

Angst- und Furchtverhalten steuern, angenommen und die neuronalen Wege zur letztendli-

chen Reaktion auf den Stimulus als größtenteils gleiche Endstrecke vermutet (Tovote et al. 

2015). Des Weiteren stellt sich hier die Überlegung, ob die Interaktion von PRG1 und LPA2R 

in der Angstverarbeitung eine untergeordnete Rolle spielt, dagegen aber die Furchtreaktion 

maßgeblich reguliert. Ein einfacher Knockout von PRG1 hat auf Angst- und Furchtverhalten 

einen Einfluss, messbar durch Verhaltensänderung (Schneider 2016). Ein Hinzufügen eines 

LPA2R Knockout dagegen scheint nur in Bezug auf die Furcht einen Einfluss zu haben, aber 

keine oder eine geringere Wirkung auf die Angstverarbeitung. Dies lässt als mögliche Schluss-

folgerung zu, dass es eine geringere Dichte des Rezeptors im Angst-pathway gibt, bzw. dass 

weitere Mechanismen für die Generierung von Angst-Verhalten bestehen, die unabhängig von 

PRG1 und LPA2R sind. Hierzu wären weitere Untersuchungen notwendig. 

EPM 

Im EPM lässt sich ein signifikanter Genotypeffekt in allen untersuchten Parametern quantifi-

zieren. Die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere halten sich signifikant häufiger und länger auf den offenen 

Armen auf. Das entspricht nicht dem physiologischen Verhalten, das die Wildtypen mit einem 

langen Aufenthalt in den geschlossenen Armen zeigen. Auch das Betreten eines anderen Ar-

mes, also der Wechsel der Position der Maus auf dem EPM, weisen die Doppelknockout Mäu-

sen um ein Vielfaches häufiger auf, wodurch sich in diesem Test auf eine erhöhte Aktivität 

schließen lässt. Die bereits oben dargestellte Hypothese eines Rescues der höheren 
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motorischen Aktivität kann somit nicht in vollem Umfang gelten. Dieser Unterschied der Geno-

typen ist unter dem Einfluss des Stimulus durch die Versuchssituation im EPM zu beobachten, 

im Gegensatz zum oben beschriebenen unauffälligen Verhalten im Käfig, Rota-Rod-Test oder 

Open Field und damit kontextabhängig. Dies führt zur These, dass es sich beim motorischen 

Verhalten eher um eine Tendenz zum Rescue handelt. Andererseits könnte hier auch disku-

tiert werden, dass dieser Effekt einer höheren Aktivität Ausdruck einer gestörten neuronale 

Verarbeitung ist. Dies konnte in den thalamocortikalen Verschaltungen des Barrel-cortex bei 

den PRG1 defizienten Mäusen schon gezeigt werden (Unichenko et al. 2016). 

Interessant ist der Vergleich der Tiere dieser Arbeit mit den PRG1 Knockout Mäusen. Hier 

zeigen sich nahezu identische Ergebnisse in der Anzahl des Betretens der offenen Arme des 

EPM. Dies belegt überzeugend, dass der zusätzliche LPA2R Knockout keinen Einfluss auf 

das Verhalten im EPM zeigt und damit keine Auswirkung auf dieses Angstverhalten hat. 

Soziale Interaktion 

In der sozialen Interaktion, als zweiter Verhaltensversuch zum Test des Angst- und Sozialver-

haltens, erfolgt ein weiterer Hinweis auf eine Tendenz zum Rescue. In dem Versuchsaufbau 

der sozialen Interaktion wird eine hohe Interaktion der Tiere mit einem weniger Angst behaf-

teten Verhalten korreliert (File et al. 1991). Andersherum ist eine geringe Anzahl an sozialen 

Kontakten und wenig verbrachte Zeit in der Interaktion ein Zeichen für ein ängstliches Verhal-

ten (File und Seth 2003; Bailey und Crawley 2009), aber möglicherweise auch Zeichen einer 

erhöhten Aktivität und Exploration. Die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere zeigen in der sozialen Interaktion 

nur ein Viertel der Kontaktzeit im Vergleich mit ihren Wildtypen. Dies spiegelt sich in dem zu-

meist korrelierenden Parameter der Anzahl an Kontakten nicht wider. Hier finden sich in der 

Häufigkeit der Kontakte keine Unterschiede zwischen den Doppelknockout Mäusen und den 

Wildtypen. Dem zeitlichen Faktor in der Interaktion steht allerdings ein höherer Stellenwert in 

der Beurteilung des sozialen Verhaltens als der Anzahl der Kontakte zu. Demnach zeigen die 

Doppelknockout Mäuse ein verändertes Sozialverhalten, ähnlich wie die PRG1 defizienten 

Mäuse. Die Vermeidung des Kontakts zu einem anderen Tier korreliert mit einem ängstlichen 

Verhalten. Im Vorfeld wurden hier andere Ergebnisse erwartet. In den oben dargestellten Er-

gebnissen im EPM zeigt sich durch ein PRG1 Mangel ein herabgesetztes Angstverhalten. 

Konträr dazu scheint in der sozialen Interaktion mehr Angst geäußert zu werden. Hier müssen 

kritisch die Lichtverhältnisse während der sozialen Interaktionstestung hinterfragt werden. Je 

heller die Lichtverhältnisse, desto mehr Angstverhalten wird generiert (File und Seth 2003). In 

der Literatur wird beschrieben, dass gedimmte Lichtverhältnisse (< 20lux) die soziale Interak-

tion fördern und erst damit eine Methode darstellen, um das Angstverhalten, basierend auf der 

Anzahl und Zeit der Kontakte zwischen den Tieren, zu beurteilen (Bailey und Crawley 2009). 

In unserem Versuchsaufbau wurde allerdings ein gleichmäßiges Neonlicht mit 250lux gewählt, 
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wodurch sich das unerwartete Ergebnis eines ängstlicheren Verhaltens der untersuchten Tiere 

erklären könnte. Die Lichtverhältnisse beeinflussen die Doppelknockout Tiere anders als ihre 

Wildtypen und damit scheint die sensorische Verarbeitung der Lichtverhältnisse als Stressor 

gestört zu sein (Schneider 2016). Dies wäre ein weiterer Hinweis auf eine gestörte Verarbei-

tung sensorischer Reize im ZNS, vor allem im Kortex. Hier sollte sich zur Validierung eine 

Wiederholung des Tests mit Lichtverhältnissen von < 20lux anschließen. Dennoch lässt sich 

eine Tendenz zum Rescue festhalten, da die Parameter des Testaufbaus der untersuchten 

PRG1-/- und PRG1-/-LPA2R-/- Tiere identisch sind, die Ergebnisse sich jedoch unterscheiden. 

Während die PRG1-/- Mäuse eine signifikant geringere Anzahl und weniger Zeit in der gesam-

ten Kontaktzeit zeigen, lässt sich bei den Doppelknockout Tieren nur eine Signifikanz in der 

Kontaktzeit festhalten. Auch in der Zeit pro Kontakt stechen die Doppelknockout Tiere mit 

deutlich kürzeren Kontakten im Gegensatz zu ihren Wildtypen hervor, während die PRG1-/- 

Mäuse hier keinen Unterschied zu ihren Wildtypen aufweisen. Aus diesem Vergleich lässt sich 

entnehmen, dass das LPA2R Knockout in der sozialen Interaktion eine Auswirkung auf das 

Verhalten hat und eine teilweise Angleichung an die Wildtypen stattfindet, die unter den glei-

chen Bedingungen untersucht werden. 

TMT 

Der TMT Versuch nimmt in dieser Arbeit eine besondere Rolle ein, da er nicht nur die Analyse 

des Verhaltens der Tiere zulässt, sondern zusätzlich ein morphologisches Korrelat bietet. So-

wohl im Verhalten, als auch in der Morphologie lässt sich ein Rescue durch das Hinzufügen 

eines LPA2R Knockouts in PRG1-/- Mäuse erzielen. 

Mithilfe der Konfrontation des Duftstoffes TMT kann die Verarbeitung der Furcht im Tierver-

such untersucht werden (Day et al. 2004; Janitzky et al. 2009). Im Versuchsaufbau werden die 

Tiere am ersten Tag mit der Versuchsbox vertraut gemacht. In dieser sogenannten Habitua-

tion werden die Tiere keinem TMT Duftstoff ausgesetzt. In der Habituation zeigen sich die 

Doppelknockout Mäuse in allen Parametern vergleichbar zu ihren Wildtypen, außer im Ram-

page (Rampage = Herausziehen des Filterpapieres aus der Vertiefung). Dies weist erneut auf 

ein Rescue der allgemein erhöhten motorischen Aktivität der Tiere hin. Im Vergleich zeigen 

die PRG1-/- Mäuse signifikant mehr Jumping und weniger Inactivity als die Wildtypen. Das 

Jumping ist in der Zusammenschau aller Ergebnisse ein Verhaltensmuster, das nur die PRG1-

/- Mäuse ausführen, sowohl in der Käfighaltung als auch in der Habituation sowie deutlich häu-

figer in der Exposition (Schneider 2016). Das Jumping als Zeichen der Hyperexzitation und 

gesteigerten Aktivität erfährt ein komplettes Rescue in den Doppelknockout Mäusen. 

Auffällig ist, dass in beiden Gruppen, den PRG1-/- und PRG1-/-LPA2R-/- Tieren, bei den Wildty-

pen jeweils signifikant mehr Rampage in der Habituation auftritt, während die Knockout Tiere 
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dieses Verhalten gar nicht oder sehr selten aufweisen. Die Wildtypen drücken durch das Ram-

page eine intensive und neugierige Untersuchung der Umgebung aus. Durch das zusätzliche 

LPA2R Knockout ergibt sich kein Rescue. Die Doppelknockout Mäuse führen genauso wie die 

PRG1-/- Tiere keine intensive Untersuchung der Umgebung aus. Dies ist nicht auf ein vermin-

dertes Furchtverhalten zurückzuführen, sondern eher mit einer insgesamt reduzierten Verar-

beitung sensorischer Informationen erklärbar (Schneider 2016). 

Im zweiten Teil des Versuchs, der Exposition werden die Tiere dem TMT Duftstoff ausgesetzt 

und nach einer genau definierten Zeit getötet, um die durch die TMT-Exposition aktivierten 

Neurone später morphologisch nachweisen zu können. In der Exposition mit TMT lassen sich 

keine Unterschiede im Verhalten zwischen den PRG1-/-LPA2R-/- Tieren und ihren Wildtypen 

quantifizieren. Sie weisen das schon in mehreren Veröffentlichungen beschriebene Furchtver-

halten von Mäusen bei Konfrontation mit TMT auf (Day et al. 2004; Takahashi et al. 2005; 

Buron et al. 2007; Fendt und Endres 2008; Endres und Fendt 2009). Die Tiere zeigen nach 

einem Drittel der Versuchszeit das typische Freezing, eine regungslose, zusammengekauerte 

Körperhaltung, die mindestens zwei Sekunden gehalten wird. Die Freezing Dauer und Häufig-

keit nimmt mit fortschreitender Versuchszeit zu. Die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere zeigen keinen Un-

terschied in der Gesamtdauer des Freezingverhaltens, wohingegen sich die Häufigkeit dieses 

Verhaltens im Vergleich zu den Wildtypen unterscheidet. Dennoch kann dieses Ergebnis als 

ein Rescue gewertet werden, da zum einen die Dauer der aussagekräftigere Parameter ist 

und zudem die Wildtypen eine etwas geringere, allerdings nicht signifikante, Anzahl an Free-

zing aufweisen als die Doppelknockout Mäuse. Im Vergleich dazu weisen die PRG1-/- Tieren 

ein sehr eindeutiges Ergebnis auf. Ihre Wildtypen verharrten über dreimal so lange in der 

Schutzposition und zeigen dieses Muster signifikant häufiger. Dennoch lässt sich bei den 

PRG1-/- Tieren Freezing beobachten, was dafür spricht, dass eine PRG1 Mangel keinen ab-

soluten Ausfall der Furchtreaktion bewirkt (Schneider 2016).  

Die Furchtreaktion TMT Fear bei den Doppelknockout Tieren ist ebenfalls ohne Unterschied. 

Dies ist ein schreckhaftes, sofortiges Zurückweichen des Tieres, wenn es sich zu nah an das 

Filterpapier mit dem Duftstoff nähert. Es kann auch hier von einem kompletten Rescue ge-

sprochen werden, da die PRG1-/- Tiere dieses Verhalten nur halb so oft durchführen als ihre 

Wildtypen und teilweise sogar über das mit TMT getränkte Filterpapier laufen (Schneider 

2016). 

In den weiteren, oben beschriebenen Parametern lassen sich bei den PRG1-/-LPA2R-/- Tieren 

keine signifikanten Unterschiede beschreiben, während die PRG1-/- Tiere zusätzlich zu den 

bereits erwähnten Unterschieden auch im Running, Grooming und der Inactivity ein signifikant 

unterschiedliches Verhalten gegenüber den Wildtypen aufweisen (Schneider 2016). 
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Zusammenfassend kann für die TMT-Exposition ein komplettes Rescue in der Furchtreaktion 

in den Doppelknockout Mäusen festgehalten werden.  

Morphologie 

Zu dem Testverfahren mit TMT kann in der vorliegenden Arbeit auch die Morphologie zur 

Beurteilung hinzugezogen werden. Zur Darstellung der durch TMT-Exposition induzierten 

Gen-Aktivität in Neuronen kann das immediate-early gene c-Fos verwendet werden. Das im 

weiteren Verfahren immunhistochemisch markierte c-Fos ermöglicht eine morphologische 

Nachvollziehbarkeit der zu einem bestimmten Zeitpunkt aktivierten Neurone (Herrera und 

Robertson 1996). Hier stellen sich bei dem olfaktorischen Tierversuch insbesondere die Regi-

onen der Geruchsbahn dar sowie die Furcht verarbeitenden Regionen (Sallaz und Jourdan 

1996; Funk und Amir 2000). Die Regionen, die aktivierte Zellen enthalten, sind ausgewertet. 

In der Auswertung der Morphologie der PRG1-/- Tiere zeigen sich signifikant mehr c-Fos posi-

tive Neurone in drei der insgesamt acht ausgewerteten Hirnregionen. Die Hirnareale mit signi-

fikanten Unterschieden sind der OB, als erste wichtige Region in der Geruchsbahn, der OT 

und der MD, die als Zentren der bewussten und unbewussten Geruchsverarbeitung gelten 

(Schneider 2016). Die Ergebnisse stellen die erwartete Hyperexzitation durch einen Mangel 

an PRG1 dar und korrelieren mit den Schlussfolgerungen des TMT Verhaltensversuches, dass 

das fehlende Freezing und die erhöhte motorische Aktivität Ausdruck einer fehlerhaften 

Furchtreaktion durch diesen Knockout sind. Für die auditorische Schreckreaktion ist gezeigt, 

dass dabei der Thalamus involviert ist (Tovote et al. 2015). Die Aktivierung von Neuronen im 

MD nach TMT-Exposition ist damit der erste Hinweis, dass auch über die Riechbahn der Tha-

lamus an der Furchtverarbeitung beteiligt ist.  

Diese Untersuchungen untermauern zunächst die Hypothese, dass in PRG1 defizienten Tie-

ren ein LPA Überschuss im synaptischen Spalt entsteht. Der Wegfall des modulierenden 

PRG1-Proteins führt zu einer überschießenden Reaktion an den glutamatergen Synapsen. 

Diese Übererregung führt zu der gestörten Verarbeitung und in der Folge zu einer veränderten 

Furchtreaktion unter TMT. Die Tiere zeigen deutlich weniger physiologisches Freezing und 

durch eine abnorme sensorische Verarbeitung eine motorische Hyperaktivität mit Jumping, 

das als eine Art Ersatzhandlung interpretiert werden kann.  

Diesen Ergebnissen der PRG1 defizienten Tiere gilt in der Auswertung der Morphologie der 

Doppelknockout Tiere zunächst das Hauptaugenmerk. In allen Regionen, in denen die  

PRG1-/- Tiere deutlich mehr c-Fos aktivierte Zellen aufweisen, dem OB, OT und MD, zeigt sich 

für die PRG1-/-LPA2R-/- defizienten Tiere kein Unterschied in der Zellzahl zu ihren Wildtypen. 
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Im morphologischen Korrelat kann somit für die Furchtreaktion ebenfalls ein vollständiges Res-

cue festgestellt werden.  

Interaktion zwischen PRG1 und LPA2R 

Das PRG1 ist ein membranständiges Protein an der Postsynapse von glutamatergen Neuro-

nen (Bräuer et al. 2003). Es interagiert mit dem Lipidphosphat LPA im synaptischen Spalt 

(Trimbuch et al. 2009). Dadurch kann das PRG1 von der Postsynapse den präsynaptisch lo-

kalisierten LPA2R modulieren (Trimbuch et al. 2009; Petzold et al. 2015). PRG1 beeinflusst 

aktivitätsgesteuert die Konzentration von LPA im synaptischen Spalt (Zhang et al. 2000; 

Brindley 2004; Unichenko et al. 2016), wodurch der LPA2R durch eine Calcium Freisetzung 

zu einer vermehrten Glutamatexozytose führt (Tokumitsu et al. 2010). Diese glutamaterge Hy-

perexzitation wird in eine höhere EPSC-Frequenz übergeführt und ist letztendlich eine wesent-

liche Grundlage für die beschriebenen Verhaltensveränderungen, wie der motorischen Hyper-

aktivität. Wird nun im folgenden Schritt ebenfalls ein Knockout für den LPA2R hinzugefügt, hat 

die erhöhte LPA Konzentration, da LPA nicht an LPA2R binden kann, im synaptischen Spalt 

keine glutamaterge Hyperexzitation mehr zur Folge. Dies wird bereits in einem in vitro Versuch 

dargelegt. Eine LPA Applikation induziert in Wildtypen eine Hyperexzitation, während diese 

bei einem LPA2R Knockout ausbleibt und gemessen an der EPSC wildtypähnliche Ergebnisse 

aufweist (Trimbuch et al. 2009). Auch die beobachteten epilepsietypischen Potentiale im EEG 

der juvenilen PRG1 defizienten Mäusen, werden bei den Doppelknockout Mäusen nicht beo-

bachtet, die übersynchronisierte neuronale Aktivität kann nicht mehr nachgewiesen werden 

(Trimbuch et al. 2009). Ein weiterer Versuchsaufbau unterstreicht diese Ergebnisse. Bei dem 

Wachstumsfaktor Neurotrophin-3 (NT-3), dessen Konzentration in der Amygdala und im Hip-

pokampus mit Angst- und Furchtverhalten korreliert (Allen und Dawbarn 2006; Yee et al. 

2007), kann ebenfalls ein Rescue beobachtet werden. In dieser Studie wird das Level an NT-

3 bei PRG1-/- und PRG1-/-LPA2R-/- defizienten Tiere bestimmt und eine erhöhte NT-3 Konzent-

ration in PRG1-/- Tieren durch einen zusätzlichen Knockout von LPA2R normalisiert.  

Die PRG1-/-LPA2R-/- defizienten Tiere zeigen ein ähnliches NT-3 Level im Vergleich zu ihren 

Wildtypen und ergeben damit ein Rescue (Petzold 2016). 

PGR1 ist an der postsynaptischen Membran an exzitatorischen Synapsen glutamaterger Neu-

rone lokalisiert, wo es die zelluläre Plastizität beeinflussen kann. An der präsynaptischen 

Membran oder an GABAergen Synapsen kann es bislang in mehreren Studien nicht nachge-

wiesen werden (Heinbockel et al. 2004; Trimbuch et al. 2009; Tokumitsu et al. 2010). Das 

Vorliegen an anderen Synapsen wird noch diskutiert, es liegen diesbezüglich noch keine ein-

deutigen publizierten Ergebnisse vor. Somit ist eine Modulation an der glutamatergen Trans-

mission über PRG1 anzunehmen. Auch die Lokalisation des LPA2R präsynaptisch und an 

glutamatergen Neuronen ist bestätigt (Trimbuch et al. 2009; Streu 2013). Folglich kann 
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festgehalten werden, dass PRG1 modulierende Auswirkungen mindestens an glutamatergen 

Synapsen über die Exzitation hat, vermittelt über LPA und den LPA2R. Die Testverfahren die-

ser Arbeit wurden so gewählt, dass sie auch das glutamaterge Transmittersystem ansprechen, 

wodurch die Funktion des PRG1s bzw. des LPA2Rs untersucht werden kann. Auf dieser 

Grundlage wird in der Arbeit ein olfaktorischer Tierversuch mit dem Duftstoff TMT gewählt, da 

erstens bei Nagern der Geruchssinn hervorragend ausgebildet ist und zweitens die Neurone 

und Verschaltungen der Geruchsbahn in vielen Synapsen über Glutamat vermittelt werden 

(Pimentel und Margrie 2008; Dong et al. 2009). Mittels Doppelimmunfluoreszenz ist nachge-

wiesen, dass in den Hirnarealen der Geruchsverarbeitung die c-Fos markierten, aktivierten 

Neurone über glutamaterge Transmission funktionieren (Schneider 2016). Glutamat als vor-

herrschender Neurotransmitter wurde unter anderem im Nervus olfacorius, dem OB sowie in 

der Verknüpfung der Mitral-, Körner- und Periglomerulärzellen und auch in der weiterführen-

den Transduktion über den Tractus olfactorius lateralis und dem PIR nachgewiesen (Heinbo-

ckel et al. 2004; Jones et al. 2008; Pimentel und Margrie 2008; Dong et al. 2009). Dies lässt 

die Annahme der in dieser Arbeit vorangestellten Hypothese einer Beeinflussung der glutama-

tergen Transmission durch PRG1 und LPA2R festigen. In der Arbeit werden alle Hirnregionen, 

die c-Fos markierte Zellen aufweisen, ausgezählt. Im OB, Septum, OT, HIP, PIR, TTd, 

Amygdala und MD zeigen sich c-Fos aktivierte Neurone. Explizit in diesen aufgezählten Regi-

onen wurden in anderen Arbeiten teilweise bereits Belege für das Vorliegen glutamaterger 

Transmission bzw. die Existenz von PRG1 dargelegt. PRG1 konnte in verschiedenen gluta-

matergen Regionen wie cerebellärem Cortex, cerebralem Cortex, OB, Putamen und HIP nach-

gewiesen werden (Tokumitsu et al. 2010). Nun lässt sich schlussfolgern, dass ein Mangel an 

PRG1, als integrales Membranprotein der Postsynapse glutamaterger Neurone, die glutama-

terge Synapse durch seine fehlende Kontrollfunktion überaktiviert. Durch die gestörte und er-

höhte Glutamatfreisetzung können die unphysiologischen, hyperaktiven Verhaltensmuster der 

PRG1 defizienten Tiere erklärt werden (Heinbockel et al. 2004; Jones et al. 2008; Pimentel 

und Margrie 2008; Dong et al. 2009). Durch einen zweifachen Knockout lässt sich belegen, 

dass das PRG1 seine physiologische Modulationsarbeit an der glutamatergen Synapse über 

den LPA2R leistet, da sich die Doppelknockout Tiere sowohl im Furchtverhalten als auch be-

züglich der c-Fos markierten Neurone unauffällig zeigen.  

c-Fos 

Die Anzahl der c-Fos markierten immunpositiven Neurone der Gruppen unterscheiden sich 

deutlich. Im Vergleich der Daten der PRG1-/- und PRG1-/-LPA2R-/- Tiere mit ihren jeweiligen 

Wildtypen fällt auf, dass die Anzahl der gezählten Zellen erheblich differieren. Somit können 

die Gruppen nicht direkt verglichen werden, sondern nur die Knockout Tiere mit ihrem jeweili-

gen Wildtyp Geschwistertieren. Trotz gleicher Rahmenbedingungen, verwendeter Mikroskope 
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und gemeinsamer Erarbeitung der Beurteilung einer c-Fos markierten Zelle, ergeben sich 

diese erhebliche Unterschiede bspw. im OB: Alle Schichten des OB aufsummiert zeigen die 

PRG1-/- Tiere im Durchschnitt 1148 markierte Zellen, ihre Wildtypen 512 (Schneider 2016). Die 

Gruppe der PRG1-/-LPA2R-/- Tiere dagegen weist 437 und deren Wildtypen 5490 aktivierte 

Zellen auf. Der Unterschied der markierten Zellen beträgt den Faktor 4-10. Die Versuchspara-

meter wurden jeweils gleich gewählt (Verhaltensmodell, Tötungszeitpunkt, Immunfärbung). 

Unterschieden haben sich die Zeitpunkte der Untersuchung (Zuchteffekte, Haltungsbedingun-

gen im Tierstall) und die Untersuchenden. 

Eine interessante Beobachtung lässt sich auch im Vergleich der c-Fos markierten und damit 

aktivierten Neurone in Bezug auf die Anzahl der gezählten, angefärbten Zellen machen. Wie 

erwartet zeigen die PRG1 defizienten Tiere in den signifikanten Regionen der Geruchsbahn 

eine deutlich höhere Anzahl an c-Fos markierten Neuronen. Auch in den nicht signifikanten 

Regionen lässt sich eher die Tendenz zu mehr aktivierten Zellen festhalten (Schneider 2016). 

Durch den zusätzlichen Knockout mit LPA2R kommt es wie oben erläutert zu einem Rescue. 

In den signifikanten Regionen der PRG1-/- Tiere (OB, OT, MS) zeigen sich bei den Doppel-

knockout Mäusen keine signifikanten Unterschiede mehr. Allerdings lässt sich hier genau die 

umgekehrte Tendenz beobachten und die Doppelknockout Tiere zeigen eher weniger akti-

vierte Neurone. In keiner der acht ausgewerteten Regionen weisen die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere 

mehr c-Fos markierte Zellen auf als ihre Wildtypen, auch nicht in den neu aufgetretenen Re-

gionen mit einem signifikanten Unterschied. Dies lässt den Rückschluss zu, ohne dass sich 

hierfür bislang ein phänotypisches Korrelat beobachten lässt, dass es nicht nur zu einem Res-

cue kommt, sondern statt der Hyperexzitation teilweise eine Untererregung entsteht. Dies lässt 

sich auch anhand von EPSC-Vergleichen eruieren. Es kann auf dem Level einzelner Neurone 

das miniature EPSC (mEPSC) pyramidaler Zellen von CA1 bestimmt werden in PRG1-/- und 

PRG1-/-LPA2R-/- Tieren. Die Doppelknockout Tiere zeigen signifikant niedrigere mEPSCs 

(Trimbuch et al. 2009). Gegenüber Wildtypen weisen Neurone nur mit einem LPA2R Knockout 

wiederum auch niedrigere mEPSCs auf, wodurch die Hypothese eines „überschießenden“ 

Rescues in die Untererregung gestützt werden könnte (Trimbuch et al. 2009). 

Zusätzliche Effekte durch den LPA2R Knockout 

Im Folgenden sollen Überlegungen bezogen auf den LPA2R angestellt und diskutiert werden, 

welche Auswirkungen dessen Knockout zusätzlich zum Rescue gegenüber den PRG1 Knock-

out Tieren hat. Eine alleinige Deletion des LPA2R in Mäusen zeigt einen unauffälligen Phäno-

typ der Tiere (Contos et al. 2002; Ohuchi et al. 2008), dennoch kann nicht davon ausgegangen 

werden, dass sich durch das Doppelknockout wieder ein „gesundes, normales“ Tier ergibt. Der 

zusätzliche Knockout von LPA2R kann zwar die entstehenden Defizite des PRG1 Mangels 
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teilweise aufheben, jedoch ergibt sich daraus nicht wieder eine Wildtyp Maus. Ziel dieser Arbeit 

war es die Interaktion des PRG1s und des LPA2Rs weiterführend zu untersuchen.  

In den oben dargelegten Ergebnissen zeigen sich bei den PRG1-/-LPA2R-/- Tieren signifikante 

Unterschiede in Hirnregionen, in denen sich zwischen den PRG1 defizienten Tieren und deren 

Wildtypen keine Unterschiede ergeben. Daraus kann geschlossen werden, dass LPA2R ohne 

eine Modulation über PRG1 Effekte hat und dementsprechend andere Lokalisationen als die-

ses aufweist. Eine neue signifikante Differenz in der Anzahl c-Fos markierter Zellen ergibt sich 

im TTd, DG des Hippocampus, lateralem Septum und in der MeA. In diesen Regionen zeigen 

die Doppelknockout Tiere signifikant weniger aktivierte Neurone als ihre Wildtypen. Diese 

niedrigere Aktivierung lässt sich durch den LPA2R Knockout gut erklären, welches an der prä-

synaptischen Membran über die Calcium Freisetzung zu einer Exzitation von Glutamat führt. 

Liegt in den betreffenden Hirnregionen an der Postsynapse kein PRG1 vor, so kommt es mög-

licherweise nicht zu einer erhöhten LPA Konzentration im synaptischen Spalt. An Stelle des-

sen kommt es nur zur Auswirkung des LPA2R Knockouts in den genannten Regionen. Der 

Doppelknockout präsentiert sich hier nur über den LPA2R, über dessen Mangel es zu einer 

Untererregung kommt.  

In den neuen signifikanten Regionen (TTd, DG, lateralem Septum MeA) scheint in der Furcht-

verarbeitung die Interaktion zwischen PRG1 und LPA2R keine bedeutende Rolle zu spielen, 

obwohl beide in den genannten Regionen nachgewiesen werden können. Am Beispiel des 

Gyrus dentatus wird dies nun veranschaulicht. Sowohl das PRG1 als auch LPA2R können 

im DG nachgewiesen werden. Es konnte ein polyklonaler Antikörper gegen den C-Terminus 

des PRG1s generiert und damit PRG1 in glutamatergen Regionen wie im cerebellären Cortex, 

cerebralen Cortex, OB, Putamen und HIP quantifiziert werden (Tokumitsu et al. 2010). Bei 

PRG1 defizienten Tieren zeigen sich durch den TMT Stimulus aktivierte Neurone im DG, al-

lerding ohne Unterschied in der Anzahl zu ihren Wildtypen (Schneider 2016). Auch die Dop-

pelknockout Tiere weisen markierte Zellen auf, jedoch mit signifikant weniger c-Fos markierten 

Zellen als ihre Wildtypen. Folglich scheint die Interaktion des PRG1s und des LPA2Rs in der 

Furchtverarbeitung von TMT im Gyrus keine zentrale Rolle zu spielen, sonst sollte sich bei den 

PRG1 defizienten Tiere eine höhere Zahl aktivierter Neurone und bei den Doppelknockouts 

ein Rescue ergeben. Beobachtet werden kann nur eine Auswirkung durch den zusätzlichen 

Knockout des LPA2Rs, der in der Furchtverarbeitung im DG sowie im TTd, lateralem Septum 

und der Amygdala eine Rolle spielt, die sich morphologisch durch weniger aktivierte Zellen 

ausdrückt, phänotypisch allerdings keine Auffälligkeiten zeigt.  

Ein besonderes Augenmerk soll hier auch noch auf die Amygdala gerichtet werden. Als ein 

wichtiges Zentrum der Angst- und Furchtverarbeitung kommt ihr eine bedeutende Rolle im 

Verhalten auf einen Stressor zu. Erstaunlicher Weise zeigen sich bei den PRG1 defizienten 
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Tieren keine Unterschiede in der Anzahl c-Fos markierter Zellen (Schneider 2016). Durch eine 

Läsion der Amygdala lässt sich TMT-induziertes Freezing verhindern (Müller und Fendt 2006) 

und spricht ihr damit eine zentrale Schaltfunktion in der durch TMT ausgelösten Furchtverar-

beitung zu. Dies lässt nur die Schlussfolgerung zu, dass ein PRG1 Mangel in der Furchtverar-

beitung zwar zu signifikant weniger Freezing führt, dies aber nicht über eine Generierung in 

der Amygdala erklärt werden kann, sondern andere Strukturen verantwortlich zu sein schei-

nen. Diese Region könnte zum Beispiel das OT sein. Hier zeigen die PRG1 defizienten Tiere 

eine deutlich erhöhte Anzahl aktivierter Neurone und im Verhalten korrelierend eine Hyperak-

tivität in Form von stereotypischen Jumping (Schneider 2016). Eine Verarbeitung sensori-

scher, insbesondere olfaktorischer Informationen über das OT wurde durch eine gezielte Aus-

schaltung des OTs nachgewiesen, was zu einem unkontrollierten und stereotypischen Fehl-

verhalten führt (McKenzie 1972; Wesson und Wilson 2011). Durch das Hinzufügen des LPA2R 

Knockouts kommt es morphologisch zu einem eindeutigen Rescue. OT ist folglich eingebun-

den in den Verarbeitungsweg der durch TMT induzierten Furcht und wird über die Interaktion 

von PRG1 und LPA2R vermittelt.  

Bei der Betrachtung der Regionen der Amygdala sind weitere Unterschiede zu diskutieren. 

Während die PRG1 defizienten Tiere in keiner der drei Hauptregionen der Amygdala Auffällig-

keiten aufweisen, ergibt die aktivierte Zellzahl der PRG1-/-LPA2R-/- Tiere signifikant weniger 

Neurone im Bereich der MeA als ihre Wildtypen. Durch die TMT-Exposition aktivierte Neurone 

können im MeA nachgewiesen werden (Day et al. 2004; Blanchard et al. 2005; Brennan und 

Zufall 2006). Auch eine gezielte Inhibition der MeA kann eine deutlich reduzierte Freezing Re-

aktion auf die Stimulation unter TMT hervorrufen (Müller und Fendt 2006). Die BLA und CeA 

scheinen keine große Funktionsübernahme in der TMT-induzierten Furchtreaktion zu haben 

(Takahashi et al. 2007; Rosen et al. 2015). Durch eine Inhibition des BLA zeigt sich das Free-

zingverhalten unter TMT nur geringfügig beeinflusst (Fendt et al. 2003; Müller und Fendt 2006; 

Wallace und Rosen 2001). Diese Ergebnisse lassen sich mit dem PRG1 Knockout nicht nach-

vollziehen, aber durch den PRG1LPA2R Doppelknockout, der nur eine Auswirkung in der MeA 

zeigt. Eine mögliche Erklärung könnte die Vielzahl an GABAergen Interneurone in der 

Amygdala, insbesondere in der BLA und CeA sein (McDonald und Augustine 1993; Sosulina 

et al. 2006; Bienvenu et al. 2012; Tovote et al. 2015). Die BLA besteht zwar zu einem Großteil 

aus glutamatergen Projektionsneuronen, weist aber dennoch GABAergen Interneuronen auf, 

während CeA einen bedeutend größeren Anteil an GABAergen Neuronen zeigt (McDonald 

1982). Diese beträchtliche Anzahl an Interneuronen lässt sich im OT beispielsweise nicht 

nachweisen, sodass die Interneurone mit anderen Transmittern ein Anknüpfungspunkt zur 

Überlegung der Auswirkung der Knockouts sein können, da diese wie oben bereits beschrie-

ben ausschließlich an glutamatergen Synapsen vorkommen.  
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In adulten Tieren kann PRG1 insbesondere in LeA und BLA nachgewiesen werden (Streu 

2013). Da die Furchtverarbeitung jedoch hauptsächlich über MeA läuft, hier aber PRG1 deut-

lich weniger präsentiert wird, kann der LPA2R Knockout nicht kompensiert werden und es 

kommt zur Untererregung. Dies erklärt die signifikant weniger aktivierten Neurone in der MeA 

in den Doppelknockout Mäusen. 

Zu berücksichtigen ist zusätzlich, dass die Amygdala als zentrale Region viele Informationen 

sowie unspezifische Informationen erhält und damit immer aktivierte Neurone aufweist und 

somit eine Signifikanz in diesem Hirnareal durch Verhaltensversuche schwieriger nachzuwei-

sen ist. 

Ähnlich wie für die MeA Region lässt sich auch für das mediale Septum argumentieren. Eben-

falls eine Region, die unter PRG1 Mangel keine signifikanten Unterschiede ergibt, durch das 

Hinzukommen des LPA2R Knockouts jedoch deutlich weniger aktivierte Neurone unter TMT 

zeigt. Wie für die MeA ist auch für das Septum eine klare Involvierung in die Furchtverarbeitung 

ausgelöst durch TMT nachgewiesen (Day et al. 2004). Auch im medialen Septum ist folglich 

nicht von einer Interaktion des PRG1s und des LPA2Rs in der Verarbeitung von TMT-indu-

ziertem Stress auszugehen. 

Zusammenfassung 

In einer abschließenden Zusammenfassung kann festgehalten werden, dass die vorliegende 

Arbeit die Interaktion des postsynaptischen PRG1 und des präsynaptischen LPA2R durch ein 

Rescue im Verhalten und der Morphologie darlegen kann. Die Auswirkung eines PRG1 Man-

gels findet über den LPA2R statt, wodurch ein Doppelknockout keine Auswirkung an Synapsen 

zeigt, an denen beide exprimiert werden. Die Interaktion der beiden spielt in der Furchtverar-

beitung eine große Rolle, wohingegen diese in den angstverarbeitenden Regionen eher un-

tergeordnet ist. Die Defizite eines PRG1s kann durch das Hinzufügen eines LPA2R Knockouts 

phänotypisch teilweise aufgehoben werden, führt auf zellulärer Ebene aber zu einer Unterer-

regung über eine geringere Glutamat Freisetzung. Es ergibt sich also durch das Doppelknock-

out selbstverständlich kein neues Wildtyp Tier, allerdings können die Defizite des PRG1s auf-

gehoben und damit die Interaktion zwischen PRG1 und LPA2R bewiesen werden. Zusätzlich 

zeigen sich Effekte des LPA2R Knockouts in Regionen, in denen keine Interaktion mit PRG1 

stattfindet. Eine Untererregung lässt sich morphologisch aufzeigen, die keine Effekte in den 

Phänotypen in den hier vorliegenden Verhaltensversuchen aufweisen.  

Aussicht 

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit dient der Grundlagenforschung, sodass eine direkte 

Anwendung der Ergebnisse nicht als Ziel der Arbeit gilt. Dennoch können in der Aussicht 
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einige weiterführenden Gedanken zu praxisrelevanten Ansätzen führen. Der Ansatz der Inter-

aktion von PRG1 und LPA2R an glutamatergen Synapsen können im Bereich der Schizophre-

nie interessant werden. Die Glutamathypothese der Schizophrenie kann in Tiermodellen nach-

gewiesen werden. Als Korrelat klinischer Aspekte einer Erkrankung mit einer Schizophrenie 

lassen sich im Tiermodell motorische Hyperaktivität, Stereotypien und sozialer Rückzug nach-

weisen (Schmitt et al. 2015). Diese Reaktionen können unter dem TMT Stressor bei einem 

PRG1 Knockout beobachtet und durch eine hinzugefügte Funktionsuntüchtigkeit des LPA2R 

behoben werden, sodass dies ein Ansatz zu einer zukünftigen medikamentösen Therapie sein 

könnte. Neue Untersuchungen konnten für PRG1 einen single nucleotid polymorphismus 

nachweisen, der möglicherweise bei der Schizophrenie oder stress-induzierten Erkrankungen 

als Ursache eine Rolle spielen wird (Vogt et al. 2016; Thalman et al. 2019).Für eine normale 

Funktion des sensorischen, motorischen und kognitiven Netzwerkes ist eine Balance zwischen 

Exzitation und Inhibition notwendig. Eine Unausgewogenheit wird als Ursache für viele psy-

chiatrische Erkrankungen wie zum Bespiel autism spectrum disorders (ASD), bipolare Störung 

oder auch Epilepsien oder neuropathische Schmerzen angenommen (Choi et al. 2010; Vogt 

et al. 2016; Schroeder et al. 2017). LPA als Signalträger wurde bereits in der Literatur vermutet 

(Choi et al. 2010), sodass auch hier der Ansatz der Interaktion zwischen PRG1 und LPA2R 

eine zukunftsweisende Rolle spielen könnte (Fakhoury 2015; Vogt et al. 2016; Schneider et 

al. 2018). 
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7 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit soll die Interaktion zwischen dem postsynaptischen plasticity related 

gene 1 (PRG1) und dem präsynaptisch lokalisierten lysophosphatidic acid receptor 2 (LPA2R) 

an glutamatergen Synapsen untersucht werden. PRG1 hat eine modulierende Wirkung über 

LPA, das am LPA2R zu einer Calcium Freisetzung und damit zur Freisetzung von Glutamat 

führt. Durch einen Knockout des PRG1 zeigen sich aufgrund einer glutamatergen Übererre-

gung Verhaltensauffälligkeiten wie Hyperaktivität, Stereotypien und verändertes Angst- und 

Furchtverhalten. Zur Untersuchung der Fragestellung werden Doppelknockout Tiere  

(PRG1-/-LPA2R-/-) mit ihren Wildtypen verglichen. Als Verhaltensversuche werden des Ele-

vated Plus-Maze (EPM) und die soziale Interaktion zur Testung des Angstverhaltens und eine 

Konfrontation mit dem Duftstoff 2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline (TMT) zur Objektivierung 

des Furchtverhaltens herangezogen. Dies mit anschließender Quantifizierung aktivierter Neu-

rone über den Nachweis des immediate-early gene (IEG) c-Fos. 

Die verhaltensbiologischen und morphologischen Veränderungen der PRG1 defizienten Tiere 

im TMT Versuch zeigen sich bei den PRG1-/-LPA2R-/- Tieren vollständig aufgehoben, sodass 

die Interaktion in der Furchtverarbeitung nachgewiesen ist. Das Freezing, als ein repräsenta-

tives Verhaltensmuster von Mäusen auf den Stressor, wird bei PRG1 defizienten Tieren signi-

fikant seltener beobachtet. Durch einen zusätzlichen LPA2R Knockout weisen die Tiere das in 

vielen Studien dargelegte typische Freezingverhalten im gleichen Maße wie ihre Wildtypen 

auf. Auch in der Morphologie lässt sich ein komplettes Rescue der signifikant erhöhten Zellzahl 

aktivierter Neurone in den Regionen der Geruchsbahn quantifizieren (Bulbus olfaktorius, Tu-

berculum olfaktorium, mediodorsaler Thalamus). 

Durch das Doppelknockout ergeben sich weitere Hirnregionen (Dorsale Taenia Tecta, Gyrus 

dentatus, lateralem Septum, Amygdala), in denen sich signifikant weniger c-Fos markierte 

Neurone im Vergleich zu den Wildtypen nach einer TMT-Exposition nachweisen lassen. Bei 

PRG1 defizienten Mäusen kann allerdings keine Unterschiede zu ihren Wildtypen beobachtet 

werden. Dies weist zum einen auf einen Effekt allein durch den LPA2R Knockout in Regionen 

hin, in denen es keine Interaktion mit PRG1 zu geben scheint und zum anderen auf eine Un-

tererregung durch den fehlenden LPA2 Rezeptor. 

In der Angstverarbeitung scheint die Interaktion eine weitaus geringere Rolle zu spielen, es 

ergibt sich lediglich eine Tendenz zum Rescue. Die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere sind phänotypisch 

in der Käfighaltung und unter dem Stressor mit TMT unauffällig. Im Angstmodell des EPMs 

weisen die PRG1-/-LPA2R-/- Tiere jedoch weiterhin einen signifikant längeren Aufenthalt auf 

den offenen Armen auf, als Tiere mit einem PRG1 Mangel. 
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12.3  Protokolle 

Die Serien eins und zwei wurden für dreimal zehn Minuten in 0,1M Phosphatpuffer, pH 7,4 

gespült und nach Nissl bzw. mit c-Fos-Immunhistochemie angefärbt. Die Serien drei und vier 

wurden für die spätere Doppelimmunfluoreszenz in Kryoprotektionslösung (150g Saccharose 

+ 300ml Ethylenglycoll + das Volumen von 0,05M Phosphatpuffer für 1 Liter) überführt und bei 

-20°C im Tiefkühlschrank eingelagert. 

12.3.1 Nisslfärbung 

Die erste Serie wurde als Übersichtsfärbung mit dem Nissl-Schema nach folgendem Ablauf 

gefärbt: Zu Beginn wurde eine Acetat-Pufferlösung aus einem Teil 2,72%igem Natriumacetat 

und vier Teilen 1,20%iger Essigsäure hergestellt und anschließend der pH Wert auf 3,8- 4,0 

eingestellt. Zu 100ml Acetatpuffer wurde 0,5g Kresylechtviolett gegeben. Danach folgte die 

zweiminütige Inkubation der Schnitte in der zu Beginn hergestellten und zuvor filtrierten gepuf-

ferten Kresylechtviolett-Farblösung. Im weiteren Verlauf wurden die aus der Farblösung ent-

nommenen Schnitte mit Acetatpuffer abgespült und in zwei absoluten Alkohol-Lösungen diffe-

renziert und entwässert. Zur vollständigen Entwässerung der Präparate erfolgte zum Ab-

schluss das Spülen in Xylol I und Xylol II. Zur Konservierung wurden die Schnitte schlussend-

lich mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) und Deckgläschen eingedeckt. 

12.3.2 c-Fos Immunhistochemie 

Die zweite Serie wurde nach der free floating Methode, mit Hilfe der Avidin-Biotin-Methode 

immunhistochemisch angefärbt. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die 

Schnitte zu Beginn 10 Minuten mit einer Blockierungslösung (9,5ml 0,1M PB, 500µl Methanol 

und 100µl 30% H2O2) behandelt. Im Anschluss an ein dreimal zehnminütiges Spülen mit 0,1M 

PB erfolgte die Inkubation der Schnitte in   0,1M PB, 10% Rinderserumalbumin, 10% Normal 

Goat Serum und 0,3% Triton zur Blockierung der unspezifischen Reaktionen bei polyklonalen 

Antikörpern für 30 Minuten. Im Anschluss inkubierten die Schnitte in der primären Antikörper-

lösung im Verhältnis 1:5000   mit 0,1M PB, 1% Normal Goat Serum und 0,3% Triton für 2 Tage 

bei 4°C auf dem Schüttler Stufe 2. Der primäre Antikörper gegen c-Fos ist ein polyklonaler 

rabbit Antikörper (Abcam, Cambridge, United Kingdom) welcher bei 4°C im Kühlschrank auf-

bewahrt wurde. Nach dreimal zehnminütigem Spülen mit 0,1M PB wurde im sekundären, bio-

tinylierten anti-rabbit Antikörper (Vector Lab, Burlingame, USA) 1,5 Stunden inkubiert (0,1M 

PB und sekundärer Antikörper 1:200). Nach einer weiteren dreimal zehnminütigen Wasch-

phase mit 0,1M PB erfolgte die Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (Vector 

Lab, Burlingame, USA). Zur Herstellung dieses Komplexes wurden 1ml 0,1M PB mit 8,8µl der 

Lösung A und 8,8µl der Lösung B versetzt und eine Stunde zu den Gefrierschnitten gegeben. 
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Auf dreimal 10 minütiges Spülen folgte die Anfärbung in Diaminobenzidin (20ml 0,1M PB, 1ml 

steril filtriertes DAB (Sigma, St. Louis, USA) und 220µl von 0,3% H2O2). Unter mikroskopi-

scher Kontrolle der DAB Reaktion wurde diese nach circa 20 Minuten durch Spülen mit 0,1M 

PB gestoppt. Im Anschluss wurden die angefärbten Schnitte auf Super frost Plus-Objektträger 

aufgezogen, über Nacht im Wämeschrank bei 37°C getrocknet und am Folgetag nach aufstei-

gender Dehydrierung in der Alkoholreihe mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 

Deckgläschen zur dauerhaften Fixierung eingedeckt. 
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