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1 Einleitung 

Das Gehirn erfüllt vielfältige Funktionen, darunter Sinneswahrnehmung, Lernen, Denken, 

Emotionsverarbeitung und die Koordination von Körperfunktionen. Erkrankungen des Ge-

hirns beeinträchtigen die Lebensqualität betroffener Patienten entsprechend stark, sie treten 

in allen Altersklassen auf und sind insgesamt häufig (Vos et al. 2020). Trotz unterschiedlicher 

Ätiologie der Gehirnerkrankungen treten im Verlauf zumeist Schädigungen ein, für die bis-

lang nur begrenzt wirksame Therapien zur Verfügung stehen.  

Erythropoietin (Epo) ist ein körpereigener Wachstumsfaktor, der im Kontext der Blutbil-

dung entdeckt und nach seiner stimulierenden Wirkung auf die Bildung von Erythrozyten 

benannt wurde (Bonsdorff und Jalavisto 1948; Reissmann 1950; Erslev 1953; Jelkmann 

2007). Epo vermittelt Proliferation, Differenzierung und antiapoptotische Wirkung auf hä-

matopoietische Vorläuferzellen (Jelkmann 1992). Die rekombinante Herstellung von Epo 

ermöglicht eine therapeutische Anwendung bei Anämie infolge chronischer Niereninsuffizi-

enz (Lin et al. 1985). Unter Epo-Behandlung wurden bei Patienten auch kognitive Verbes-

serungen beobachtet (Nissenson 1989). Dies führte zur Untersuchung pleiotroper Effekte 

von Epo. In klinischen Studien zeigte Epo positive Wirkungen in zahlreichen neurologischen 

und psychiatrischen Erkrankungen (Nekoui und Blaise 2017; Suresh et al. 2020). Die gegen-

wärtige Aufdeckung der zugrunde liegenden Wirkmechanismen dient der Entwicklung ge-

zielter, wirksamer Therapien. 

Im Folgenden soll zunächst die Funktion von Epo, insbesondere im zentralen Nervensys-

tem, sowie die diesbezügliche Bedeutung des Hippocampus erläutert werden, um hieraus die 

Fragestellung der vorliegenden Arbeit zu entwickeln. 

1.1 Erythropoietin 

Das Glykoprotein und Zytokin Epo besteht aus 165 Aminosäuren (AS), es weist vier a-

Helices auf (Jacobs et al. 1985; Recny et al. 1987; Cheetham et al. 1998). Zwei intramolekulare 

Disulfidbrücken Cys29–Cys33 und Cys7–Cys161 stabilisieren die globuläre Tertiärstruktur 

(Wang et al. 1985; Boissel et al. 1993; Cheetham et al. 1998). Das Molekulargewicht des Gly-

koproteins beträgt 30,4 Kilodalton, wovon jedoch nur circa 40 % auf den Peptidanteil ent-

fallen (Lai et al. 1986; Davis et al. 1987). Eine umfangreiche, komplexkettige Glykosylierung 

mit heterogener Sialysierung findet an den AS Ser126, Asn24, Asn38 sowie Asn83 statt und trägt 
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zur metabolischen Beständigkeit und strukturellen Stabilität des Zytokins bei (Sasaki et al. 

1987; Takeuchi et al. 1990; Narhi et al. 1991; Wasley et al. 1991). 

Die Epo-Synthese erfolgt in Abhängigkeit zur Sauerstoffverfügbarkeit und wird transkripti-

onell reguliert (Beru et al. 1986; Bondurant und Koury 1986). Eine erhöhte Genexpression 

findet statt, wenn der Hypoxia Inducible Factor (HIF) am 3‘ gelegenen Hypoxia Responsive Element 

(HRE) des Epo-Gens bindet (Semenza und Wang 1992; Wang und Semenza 1993a; Wang 

und Semenza 1993b). Voraussetzung dieser Bindung ist, dass das Heterodimer HIF, beste-

hend aus der zytosolischen Untereinheit a und der nukleären Untereinheit b, zusammentritt 

(Wang und Semenza 1995). Bei ausreichend hoher Sauerstoffverfügbarkeit wird das Zusam-

mentreten jedoch verhindert, indem die Oxgen-Dependend Degradation(ODD)-Domäne der zy-

tosolischen a Untereinheit durch das Enzym Prolyl Hydroxylase Domain Protein 2 (PHD2) hyd-

roxyliert wird, infolgedessen durch das Enzym von-Hippel-Lindau(VHL)-Ubiquitin-E3-Pro-

teinligase ubiquitinyliert und schließlich durch das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert 

wird (Ivan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001; Yu et al. 2001; Bruick und McKnight 2001; Epstein 

et al. 2001; Maxwell et al. 1999; Kamura et al. 2000; Salceda und Caro 1997). Bei geringer 

Sauerstoffverfügbarkeit hingegen verliert das Enzym PHD2 das zur Hydroxylierung notwen-

dige Redoxpotential, sodass die Untereinheit a nicht mehr degradiert wird und infolgedessen 

mit der nukleären Untereinheit b zusammentritt und die Epo-Synthese stimuliert wird 

(Bruick und McKnight 2001; Epstein et al. 2001; Guzy et al. 2005; Mansfield et al. 2005).  

Der Ort der meisten Epo-Synthese wechselt während der ontogenetischen Entwicklung. 

Pränatal überwiegt die hepatische Synthese in Hepatozyten und interstitiellen Ito-Zellen 

(Zanjani et al. 1977; Maxwell et al. 1994; Koury et al. 1991). Postnatal überwiegt die renale 

Synthese durch Renal-Erythropoietin-Producing(REP)-Zellen, eine Subpopulation tubulointersti-

tieller Fibroblasten des Nierenkortex und der kortikomedullären Übergangszone, die mehr-

heitlich von Neuralleistenzellen abstammt (Koury et al. 1988; Lacombe et al. 1988; 

Bachmann et al. 1993; Suzuki 2015; Nolan und Wenger 2018; Shih et al. 2018). Die REP-

Zellen verlieren bei chronischer Niereninsuffizienz die Funktion der Epo-Synthese durch 

Transdifferenzierung in Myofibroblasten (Asada et al. 2011).  

Die Anämie infolge chronischer Niereninsuffizienz kann mithilfe rekombinanten Epos zu-

verlässig behandelt werden (Lin et al. 1985; Bondurant und Koury 1986). Unter Epo-Thera-

pie fiel auf, dass kognitive Funktionen zunehmen, ebenfalls Wohlbefinden, Appetit, Aktivi-

tät, Sexualfunktion und Lebensqualität (Eschbach et al. 1989; Nissenson 1989; Nissenson 

1991). Als streng objektive Korrelate liegen u. a. eine beschleunigte Prozessierung evozierter 
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Potentiale sowie ein messbar höherer Intelligenzquotient (IQ) vor (Grimm et al. 1990; 

Temple et al. 1992; Temple et al. 1995). Die Beobachtung kognitiver Funktionsverbesserung 

infolge einer Behandlung mit Epo begründete das für diese Arbeit relevante Forschungsfeld 

über die Funktion von Epo im zentralen Nervensystem. 

1.2 Funktion von Erythropoietin im zentralen Nervensystem  

Die Expression von Epo wurde im Gehirn von Menschen wie auch von Mäusen nachgewie-

sen, darüber hinaus in Lungen, Herz, Milz und Geschlechtsorganen (Tan et al. 1991; Tan et 

al. 1992; Fandrey und Bunn 1993; Masuda et al. 1994; Digicaylioglu et al. 1995; Marti et al. 

1996; Yasuda et al. 1998; Masuda et al. 2000; Magnanti et al. 2001; Mengozzi et al. 2006). 

Untersuchungen an Mäusen zeigten, dass Hippocampus und Cortex die höchste Expression 

von Epo aufweisen (Digicaylioglu et al. 1995; Marti et al. 1996). In geringerem Maße findet 

sie in Cerebellum, Mesencephalon, Amygdala, Capsula interna und Plexus choroideus statt (Digicay-

lioglu et al. 1995; Marti et al. 1996; Dame et al. 2000; Sirén et al. 2001a). Die an der Epo-

Expression beteiligten Zellen sind Neurone, Astrozyten, Mikroglia, Endothelzellen und Pe-

rizyten (Juul et al. 1999; Bernaudin et al. 1999; Bernaudin et al. 2000; Chin et al. 2000; Nagai 

et al. 2001; Sirén et al. 2001a; Masuda et al. 1994; Marti et al. 1996; Yamaji et al. 1996; Urrutia 

et al. 2016; Ma et al. 2016). Vergleichbar zum hämatopoietischen System erfolgt unter Sau-

erstoffmangel eine erhöhte Expression, außerdem bei intensiver neuronaler Aktivität und 

mechanischem Trauma (Tan et al. 1992; Lewczuk et al. 2000; Sirén et al. 2001a; Ott et al. 

2015; Wakhloo et al. 2020; Butt et al. 2021) 

Der direkte Nachweis einer zentralnervösen Funktion von Epo gelang erstmals in vitro, wo 

Epo Neurone des Hippocampus und Cortex vor Glutamat-induzierter Exzitotoxizität schützt 

(Morishita et al. 1996; Sakanaka et al. 1998). Auch in vivo besteht eine neuroprotektive Wir-

kung von endogen gebildetem Epo: Durch intrakranielle Injektion eines löslichen Epo-Re-

zeptors kann das von Mäusen endogen gebildete Epo neutralisiert werden, woraufhin ein 

nachfolgend induzierter ischämischer Schaden deutlich stärker ausgeprägt ist als in Kontrol-

len (Sakanaka et al. 1998). Die Verabreichung von exogenem, rekombinantem Epo offenbart 

zusätzliches neuroprotektives und somit therapeutisches Potential in Ischämie- und Trauma-

Modellen (Sadamoto et al. 1998; Brines et al. 2000). Darüber hinaus besteht Evidenz für 

antiinflammatorische, antioxidative, antiapoptotische und angiogene Wirkungen von Epo im 

zentralen Nervensystem (Agnello et al. 2002; Bartels et al. 2008; Maiese et al. 2008; Kimáková 

et al. 2017). 
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Es wurde ferner gezeigt, dass peripher verabreichtes Epo die intakte menschliche Blut-Hirn-

Schranke überwindet (Ehrenreich et al. 2004). Klinische Studien untersuchten daraufhin das 

therapeutische Potential einer Epo-Behandlung für Erkrankungen des menschlichen Ge-

hirns. Nachfolgend sollen exemplarisch einige dieser neuropsychiatrischen Krankheitsbilder 

vorgestellt werden. In chronischer Schizophrenie beeinflusst Epo die neurodegenerative 

Krankheitskomponente durch den Erhalt grauer Substanz und Besserung krankheitsrelevan-

ter kognitiver Funktionen (Ehrenreich et al. 2007a; Wüstenberg et al. 2011). Eine Epo-Be-

handlung bei multipler Sklerose verbessert motorische und kognitive Funktionen 

(Ehrenreich et al. 2007b; Varzaneh et al. 2014). Die prokognitive Funktion von Epo ist auch 

bei unipolarer Depression und bipolarer Störung nachweisbar, insbesondere wird die Ge-

dächtnisfunktion verbessert (Miskowiak et al. 2009; 2010; 2014a; 2014b; 2015). Gleichzeitig 

werden affektive Krankheitskomponenten durch die Therapie mit Epo nur gering beein-

flusst, was das Potential als sichere, prokognitive Add-On-Strategie verdeutlicht (Miskowiak 

et al. 2014a). Auch die Behandlung gesunder Probanden mit Epo führt in funktioneller Bild-

gebung zu erhöhter Aktivität des Hippocampus (Miskowiak et al. 2007).  

Die in klinischen Studien und bei gesunden Probanden beobachtete kognitive Funktionsver-

besserung wurde detailliert im Tiermodell untersucht, um zugrunde liegende Wirkmechanis-

men von Epo zu entschlüsseln. Hierbei wurde der Hippocampus als eine besonders Epo-

responsive Hirnregion identifiziert, sodass die entsprechenden Erkenntnisse nachfolgend im 

Kontext des Hippocampus vorgestellt werden sollen. 

1.3 Funktion von Erythropoietin im Hippocampus 

Der Hippocampus ist eine Hirnregion des Telencephalons, dessen phylogenetische Entwicklung 

bis zu den Amnioten zurückreicht und die somit allen Säugetieren gemein ist (Striedter 2016). 

Die Funktion des Hippocampus besteht einerseits in der Gedächtnisbildung (Opitz 2014), so-

dass nach beidseitiger operativer Entfernung des Hippocampus bei dem Patienten H.M. eine 

irreversible, anterograde Amnesie auftrat (Scoville und Milner 1957). Andererseits spielt der 

Hippocampus eine wichtige Rolle für das Erinnerungsvermögen. Dies erklärt die Symptomatik 

der Alzheimer Demenz, bei welcher der Hippocampus in besonderer Weise betroffen ist 

(Moodley und Chan 2014). Weiterhin ist der Hippocampus an räumlicher Orientierung beteiligt 

(Lisman et al. 2017). 

Der histologische Aufbau des Hippocampus umfasst drei Regionen: Cornu ammonis (CA), Gyrus 

dentatus und Subiculum (Schultz und Engelhardt 2014). Alle Regionen zählen zum Allocortex 
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und sind aus drei Zellschichten aufgebaut. Hierbei wird jeweils eine kompakte, innere Zell-

schicht von zwei zellarmen Schichten umgeben. Die kompakte Zellschicht des CA wird als 

Stratum pyramidale bezeichnet und besteht überwiegend aus glutamatergen Pyramidenzellen. 

Im Gyrus dentatus wird die zellreiche Schicht, genannt Stratum granulare, von glutamatergen 

Körnerzellen gebildet. Die Pyramidenzellen des CA unterscheiden sich in ihren Afferenzen 

und Efferenzen, sodass als Subregionen CA 1, CA 2 und CA 3 unterschieden werden. Die 

Pyramidenzellen des CA 3 erhalten über die sog. Moosfasern Projektionen aus dem Stratum 

granulare des Gyrus dentatus. Über Schaffer-Kollateralen projizieren die Pyramidenzellen des 

CA 3 zu den Pyramidenzellen des CA 1, welche wiederum über das Subiculum mit dem en-

torhinalen Kortex verbunden sind, von wo der Gyrus dentatus Afferenzen erhält (Knowles 

1992). Das Stratum granulare des Gyrus dentatus ist als Region der postnatalen Neurogenese 

bekannt und liegt im Bereich des inneren Übergangs zur zellarmen Schicht, der subgranulä-

ren Zone. 

Der Hippocampus wurde als besonders Epo-responsive Hirnregion identifiziert, als die aus 

klinischen Studien bekannte Epo-induzierte kognitive Funktionsverbesserung systematisch 

im Tiermodell untersucht wurde. Hierzu erfolgte eine Behandlung mit Epo über drei Wo-

chen mit intraperitonealen Injektionen von jeweils 5.000 internationalen Einheiten (IU) pro 

Kilogramm Körpergewicht (KG) an jedem zweiten Tag (Adamcio et al. 2008; El-Kordi et al. 

2009; Hassouna et al. 2016). Die Epo-Behandlung verbessert vom Hippocampus abhängige 

kognitive Funktionen wie kontextspezifische Angstkonditionierung oder operante Konditi-

onierung mittels Five Choice Serial Reaction Time Task oder Touch Screen Paradigm (Adamcio et 

al. 2008; El-Kordi et al. 2009; Hassouna et al. 2016). Ferner steigt die Langzeitpotenzierung 

als elektrophysiologisches Korrelat von Lernen und Gedächtnis, ebenso die synaptische Plas-

tizität in Schaffer-Kollateralen des CA 1 sowie die Dichte dendritischer Fortsätze (Adamcio 

et al. 2008; Wakhloo et al. 2020). Auf zellulärer Ebene induziert Epo eine Neurogenese von 

Pyramidenzellen und Oligodendrozyten im CA 1 und CA 3 von 20 % der vorbestehenden 

Zellen, begleitet von einer Volumenzunahme des Hippocampus (Hassouna et al. 2016). Die 

beobachtete Neurogenese beruht weder auf erhöhter Proliferation noch verringerter 

Apoptose, sondern kann auf eine Differenzierung aus Vorläufzellen zurückgeführt werden. 

Die erhöhte Zahl an Pyramidenzellen bleibt unter andauernder kognitiver Aktivität erhalten, 

wohingegen sie ohne Aktivität wieder abnimmt (Hassouna et al. 2016). Es wurde ferner ge-

zeigt, dass bei kognitiver Herausforderung eine funktionelle Hypoxie in Pyramidenzellen in-

duziert wird, einhergehend mit einer Zunahme der Epo-Expression. Dies deutet darauf hin, 

dass Epo eine physiologische Funktion im Hippocampus erfüllt, die durch eine exogene Epo-
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Behandlung verstärkt werden kann (Hassouna et al. 2016; Wakhloo et al. 2020; Butt et al. 

2021).  

Zusammenfassend besteht beachtlicher Fortschritt im Verständnis der Wirkung von Epo im 

zentralen Nervensystem. Gleichzeitig ist jedoch noch weitgehend unverstanden, an welchem 

Rezeptor Epo die prokognitiven Effekte vermittelt. Zur Entwicklung zielgerichteter Thera-

pien ist dies von besonderer Bedeutung. Daher soll in dieser Arbeit die Rolle des „klassi-

schen“, homodimeren Epo-Rezeptors untersucht werden. Dieser wurde im Kontext der Hä-

matopoiese charakterisiert und anschließend auch in Neuronen des Gehirns nachgewiesen 

(D’Andrea et al. 1989a; Digicaylioglu et al. 1995). Daneben werden gegenwärtig drei weitere 

Epo-Rezeptoren im zentralen Nervensystem diskutiert: erstens ein heterodimerer Epo-Re-

zeptor, bestehend aus dem homodimeren Epo-Rezeptor und dem Common Beta Receptor, zwei-

tens der Human Orphan Cytokine Receptor-Like Factor 3 und drittens der Ephrin B4 Receptor 

(Ostrowski und Heinrich 2018). Hieraus ergibt sich die Relevanz zu untersuchen, welche 

Rolle der homodimere Epo-Rezeptor für die Vermittlung der prokognitiven Effekte von 

Epo spielt.  

Nachfolgend soll zur Überleitung auf die Ziele dieser Arbeit eine Zusammenfassung grund-

legender Kenntnisse über den homodimeren Epo-Rezeptor (im Folgenden als „EpoR“ be-

zeichnet) vorgestellt werden. 

1.4 Homodimerer Erythropoietin-Rezeptor 

Der EpoR ist ein Transmembran-Rezeptor, der zu den Typ-1-Zytokinrezeptoren zählt und 

dessen Untereinheiten aus jeweils 507 AS bestehen (D’Andrea et al. 1989b; D’Andrea et al. 

1989a; Bazan 1990; Cosman et al. 1990). Die Signaltransduktion beruht einerseits auf dem 

Zusammentreten zweier Untereinheiten zu einem Dimer und andererseits auf einer Konfor-

mationsänderung des Dimers infolge der Ligandenbindung (Livnah et al. 1998; Livnah et al. 

1999). Hierdurch werden die zytosolisch mit dem Rezeptor assoziierten Januskinasen JAK2 

einander angenähert und durch Transphosphorylierung aktiviert (Witthuhn et al. 1993; Feng 

et al. 1997). JAK2 vermittelt daraufhin die Phosphorylierung mehrerer Tyrosinreste des E-

poR, sodass Interaktionen mit SH2-Proteindomänen stattfinden und zusätzliche Signalwege 

aktiviert werden, darunter STAT, PI3K/AKT/PKB, Ras-MEK, ERK1/2 und NF-kB 

(Dusanter-Fourt et al. 1992; Sirén et al. 2001b; Byts et al. 2008; Digicaylioglu und Lipton 

2001). 
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Die Untersuchung des EpoR im zentralen Nervensystem war lange Zeit durch methodische 

Limitationen, darunter unspezifische Antikörper, erschwert (Ott et al. 2015). In-vivo-Unter-

suchungen mithilfe einer Deletion des Epor-Gens führten embryonal zu Letalität infolge 

schwerer Anämie und Hypoxie (Lin et al. 1996). In diesen Tiermodellen liegt zwar eine Fehl-

entwicklung der embryonalen Neurogenese vor, für die neben dem zerebralen EpoR-Mangel 

jedoch auch die Hypoxie ursächlich sein könnte (Tsai et al. 2006). Die selektive Expression 

des EpoR ausschließlich in hämatopoietischen Zellen bewahrt vor embryonaler Letalität, so-

dass bessere Rückschlüsse auf die Funktion des EpoR im zentralen Nervensystem möglich 

sind (Suzuki et al. 2002). Hierbei tritt eine verringerte Proliferationsrate in der subventriku-

lären Zone auf und die Regenerationsfähigkeit im Schlaganfall- und Traumamodell ist einge-

schränkt (Tsai et al. 2006; Chen et al. 2007; Xiong et al. 2008). Weiterhin wurde gezeigt, dass 

die Induktion des EpoR in Neuronen der Amygdala die neuroprotektive Wirkung einer Epo-

Behandlung bei Pilocarpin-induziertem Status epilepticus erhöht (Sanchez et al. 2009). Auch 

nimmt die Prognose eines Glioblastoms mit der Expression des protektiven EpoR in Tu-

morzellen ab (Yin et al. 2007).  

Ein genetisch veränderter, konstitutiv aktivierter EpoR in Pyramidenneuronen des Cortex 

und Hippocampus von Mäusen führt zu verbesserter kognitiver Funktion, darunter räumliches 

Lernen, soziales Gedächtnis, Aufmerksamkeit und kognitive Flexibilität (Sargin et al. 2011). 

1.5 Ziele dieser Arbeit 

Die bisherigen Untersuchungen zum EpoR im zentralen Nervensystem beruhen überwie-

gend auf ungezielten Knockout-Modellen oder unspezifischen Antikörpern (Ott et al. 2015). 

Gleichzeitig werden vier verschiedene Rezeptoren für Epo diskutiert (Ostrowski und 

Heinrich 2018). Bislang ist unklar, welcher Rezeptor die Epo-induzierte kognitive Funkti-

onsverbesserung maßgeblich vermittelt. Daher soll diese Arbeit erstmals mit einem zielge-

richteten und zellspezifischen Ansatz die Rolle des (homodimeren) EpoR in Projektionsneu-

ronen untersuchen. Hierfür wird die Mauslinie NexCre::EpoR verwendet, in welcher die De-

letion des Epor-Gens mittels Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des projektionsneuro-

nenspezifischen Nex1/NeuroD6 Promotors 51 (Nex) möglich ist.  

Folgende Hypothesen sollen unter Annahme einer maßgeblichen Rolle des EpoR durch den 

Vergleich von Wildtypen (WT) und Knockouts (KO) überprüft werden: 

Erstens: Der Knockout des EpoR in Projektionsneuronen führt zu verminderten kognitiven 

Funktionen. 
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Zweitens: Der Knockout des EpoR in Projektionsneuronen verhindert die Epo-induzierte 

kognitive Funktionsverbesserung. 

Hierzu werden die Verhaltenstests Complex Running Wheel (CRW) und Puzzle Box genutzt, 

in denen das Zusammenwirken verschiedener kognitiver Funktionen benötigt wird. 

Drittens: Der Knockout des EpoR in Projektionsneuronen verhindert die Epo-induzierte 

Neurogenese im CA 1 des Hippocampus. 

Hierzu erfolgt die histologische Quantifizierung der Pyramidenzellen des CA 1. 

Viertens: Der Knockout des EpoR in Projektionsneuronen bewirkt eine Veränderung des 

Genexpressionsmusters des EpoR. 

Hierzu erfolgt eine quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

(qRT-PCR) aus Gewebe des CA 1. 

Somit verfolgt diese Arbeit das Ziel, die Rolle des EpoR in Projektionsneuronen des zentra-

len Nervensystems und insbesondere des Hippocampus hinsichtlich kognitiver Funktionen, 

Epo-induzierter Neurogenese und Genexpression zu untersuchen. Die Ergebnisse sollen so-

mit einen Beitrag zur Identifizierung von molekularen Zielstrukturen wirksamer Thera-

piestrategien für neurologische und psychiatrische Erkrankungen leisten.
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchsablauf 

In Abbildung 1 wird der Versuchsablauf zur Verhaltenstestung kognitiver Funktionen in 

CRW und Puzzle Box sowie zur Untersuchung der Epo-induzierten Neurogenese dargestellt. 

Männliche Mäuse der Linie NexCre::EpoR erhielten ab dem postnatalen Tag (P) 28 an jedem 

zweiten Tag intraperitoneale Injektionen mit Epo bzw. Placebo bis einschließlich P 48. Ver-

abreicht wurden 10 g Eprex-Lösungsmittel (Placebo) je Kilogramm KG bzw. darin gelöst 

5.000 IU rekombinantes humanes Epo je Kilogramm KG. Anschließend erfolgte die Ver-

haltenstestung mit CRW von P 54 auf P 55 (18:00 Uhr – 06:00 Uhr) und Puzzle Box von P 56 

bis P 60. An P 62 wurde der Versuch beendet und das Gehirn für histologische Untersu-

chungen gewonnen. Unmittelbar vor Gewebegewinnung erfolgte erneut Laufen im CRW 

(18:00 Uhr – 22:00 Uhr), um neuronale Aktivitätsmuster histologisch erfassen zu können.  

 
Abbildung 1: Versuchsablauf zur Testung kognitiver Funktionen mittels Complex Running Wheel 
und Puzzle Box und zur Untersuchung der erythropoietininduzierten Neurogenese in der Mauslinie 
NexCre::EpoR. Zu den angegebenen postnatalen Tagen (P) erhielten männliche Wildtypen (WT) und Knock-
outs (KO) der o.g. Mauslinie intraperitoneale Injektionen mit Erythropoietin (Epo) bzw. Placebo, berechnet 
nach internationalen Einheiten (IU) und Kilogramm Körpergewicht (KG). Es folgten Verhaltenstestungen 
mittels Complex Running Wheel (CRW) und Puzzle Box sowie eine postmortale (†) Gewebegewinnung zur Unter-
suchung der Epo-induzierten Neurogenese. 

In Abbildung 2 wird der Versuchsablauf zur Untersuchung der Genexpression von Epo und 

EpoR dargestellt. Männliche und weibliche Mäuse der Linie NexCre::EpoR wurden zum 

Zeitpunkt P 28 untersucht, dem Beginn der dreiwöchigen Behandlung in Abbildung 1. Ei-

nerseits erfolgte die intraperitoneale Injektion von Epo bzw. Placebo, andererseits die Sti-

mulation der endogenen Epo-Expression durch Hypoxie (6 % O2) im Vergleich zu 

Normoxie (21 % O2). Nach sechs Stunden wurde das Gewebe zur Untersuchung mittels 

qRT-PCR gewonnen. Der Ablauf für Mäuse der Linie NexCre::Epo war identisch.  
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Zur Untersuchung alterskorrellierter Expressionsmuster wurden weibliche Mäuse der Linie 

NexCre::EpoR im Alter von elf Monaten (M) genutzt, die zuvor eine Verhaltenscharakteri-

sierung absolviert hatten. Es erfolgte eine sechsstündige Exposition in Hypoxie (6 % O2) 

bzw. Normoxie (21 % O2) bevor das Gewebe gewonnen wurde. 

 
Abbildung 2: Versuchsablauf zur Untersuchung der Genexpression von Erythropoietin und homodi-
merem Erythropoietin-Rezeptor im Cornu ammonis 1 in den Mauslinien NexCre::EpoR und 
NexCre::Epo. Zum angegebenen postnatalen Tag (P) bzw. Monat (M) erhielten männliche und/oder weibli-
che Wildtypen (WT) und Knockouts (KO) der o.g. Mauslinien entweder eine intraperitoneale Injektion mit 
Erythropoietin bzw. Placebo, berechnet nach internationalen Einheiten (IU) und Kilogramm Körpergewicht 
(KG), oder eine Exposition gegenüber Hypoxie, jeweils sechs Stunden vor postmortaler (†) Gewebegewinnung. 

2.2 Mauslinien NexCre::EpoR und NexCre::Epo 

Zur Untersuchung der Funktion des EpoR in Projektionsneuronen wurde die Mauslinie 

NexCre::EpoR verwendet, in welcher die Deletion des Epor-Gens mittels Cre-Rekombinase 

unter der Kontrolle des projektionsneuronenspezifischen Promotors Nex möglich ist. Die 

Entwicklung der Mauslinie erfolgte mit embryonalen Stammzellen der Zelllinie 

EPD0316_5_A03 des Knockout Mouse Projects, welche das Knockout First Allel Eportm1a(KOMP)Wtsi 

tragen. Die embryonalen Stammzellen wurden in C57BL/6N-Blastozysten injiziert, welche 

in pseudoträchtige C57BL/6N Weibchen transplantiert und ausgetragen wurden. Chimären, 

die das Allel Eportm1a(KOMP)Wtsi in der Keimbahn trugen, zeugten mit C57BL/6N-Weibchen 

Nachkommen, in denen das Allel Eportm1a(KOMP)Wtsi nunmehr nicht chimär, sondern ubiquitär 

vorliegt. Zur Entwicklung des Conditional Allels Eportm1c(KOMP)Wtsi erfolgte die Exzision der lacZ-

neo-Kassette durch FLIP-Rekombinasen durch Kreuzung mit 129S4/SvJaeSor-

Gt(ROSA)26Sortm1(FLP1)Dym/J auf C57BL/6N-Hintergrund. Die Exone 3-6 des Epor-Gens sind 
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von loxP flankiert. Ein spezifischer Knockout des Epor-Gens in Projektionsneuronen wurde 

erreicht, indem eine Kreuzung mit Mäusen stattfand, die die Cre-Rekombinase unter Kon-

trolle von Nex exprimieren. Das somit vorliegende Allel lautet Eportm1d(KOMP)Wtsi. Im Folgenden 

werden Mäuse des Genotyps NexCre-/-::EpoRfl/fl als WT und Mäuse des Genotyps NexCre+/-

::EpoRfl/fl als KO bezeichnet (Goebbels et al. 2006; Wakhloo et al. 2020). 

Die Entwicklung der Mauslinie NexCre::Epo basiert auf embryonalen Stammzellen der Zell-

linie HEPD0983_1_A03 des Knockout Mouse Projects, welche das Knockout First Allel Epotm1a(EU-

COMM)Hmgu tragen, und erfolgte äquivalent, sodass unter der Kontrolle des projektionsneuro-

nenspezifischen Nex eine Deletion des Epo-Gens erfolgen kann. Mäuse des Genotyps 

NexCre-/-::Epofl/fl werden nachfolgend im entsprechenden Kontext als WT und Mäuse des 

Genotyps NexCre+/-::Epofl/fl als KO bezeichnet. 

2.3 Genotypisierung 

Die Genotypisierung erfolgte anhand von fünf bis sieben Tagen postnatal gewonnenen Ge-

webes aus einer Schwanzspitzenbiopsie per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Ver-

wendung des Biozym Red HS Taq Master Mix. Den Vorgaben des Herstellers wurde gefolgt.  

Zum Nachweis des Nex-Wildtyp-Allels wurden als Forward-Primer Nex148.s 

(5’GAGTCCTGGAATCAGTCTTTTTC3’) und als Reverse-Primer Nex.as (5’AGAAT-

GTGGAGTAGGGTGAC3’) verwendet, die 770 Basenpaare (BP) umspannen. Für das 

Nex-Knockout-Allel wurde der Forward-Primer Nex148.s mit dem Reverse-Primer Cre.a 

(5’CCGCATAACCAGTGAAACAG3’) kombiniert, sodass 520 BP umspannt werden.  

Zum Nachweis des Epor-Wiltyp-Allels wurden als Forward-Primer EpoR-P1 (5’GTCCTCA-

GGACTGGGTGGC3‘) und als Reverse-Primer EpoR-P2 (5’CATCGAT-

GTCGCTCCCAT3‘) verwendet, die 759 BP umspannen. Zum Nachweis des Epor-Knock-

out-Allels wurde erneut der Primer EpoR-P1 und als Reverse-Primer EpoR-P4 (5‘GAGCT-

CAGACCATAACTTCG3‘) verwendet, sie umspannen 203 BP.  

Für den Nachweis des Epo-Wildtyp-Allels wurden der Forward-Primer Epo-P1 

(5’CAGCCTCCACGTGCACTAAG3‘) und der Reverse-Primer Epo-P2 (5’GCAGGGTGG-

GACGTTCTG3‘) genutzt, die 613 BP umspannen. Zum Nachweis des Epo-Knockout-Al-

lels wurde erneut Epo-P1 als Forward-Primer und als Reverse-Primer Epo-P4 

(5’CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC3‘) eingesetzt, sodass 290 BP umspannt werden.  

Die Amplifizierung der DNA erfolgte über 39 Zyklen mit folgendem Temperaturverlauf: 

Denaturierung bei 95 °C für 30 s, Primeranlagerung bei 58 °C für 30 s und Elongation bei 
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72 °C für 60 s. Anschließend erfolgte die Auftragung und Elektrophorese in Agarosegel. Das 

Ergebnis der initialen Genotypisierung wurde postmortal anhand einer Schwanzspitzenbi-

opsie validiert. 

2.4 Tierhaltung und Tierethik 

Alle Tierversuche wurden nach Vorgaben des Niedersächsischen Landesamtes für Verbrau-

cherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) genehmigt und durchgeführt. Die zugehö-

rigen Aktenzeichen sind auf Anfrage erhältlich. Die Haltung der Mäuse erfolgte in Gruppen 

von vier Tieren gleichen Genotyps, Geschlechts und Alters in Standardkäfigen. Diese befan-

den sich in Scantainern mit regulierter Temperatur (21 ± 2 °C), Luftfeuchtigkeit (55 ± 5 %) 

und Tagesrhythmus (hell: 06:00 Uhr – 18:00 Uhr, dunkel: 18:00 Uhr – 06:00 Uhr). Die Käfige 

beinhalteten holzbasiertes Einstreu, Nestmaterial sowie ein Papiertuch; Es bestand freier Zu-

gang zu Wasser und Nahrung. 

2.5 Verhaltensexperimente  

2.5.1 Complex Running Wheel 

Das CRW ist ein Verhaltenstest zur 

Messung von motorischen Funktio-

nen, Kognition, Ausdauer und Motiva-

tion. Er beruht auf freiwilligem Laufen 

in einem Laufrad mit wechselndem 

Abstand der einzelnen Sprossen (siehe 

Abbildung 3). Die Versuchstiere wur-

den für eine Nacht (von P 54, 18:00 

Uhr bis P 55, 06:00 Uhr) in Einzelkä-

figen mit CRW platziert. Es bestand 

freier Zugang zu Wasser und Nah-

rung. Mit der Software TSE Phenomas-

ter wurde die gelaufene Strecke aufge-

zeichnet. 

Abbildung 3: Aufbau des Complex Running Wheel.  
Fotographie (links) sowie schematisierte Darstellung 
(rechts) über die Anordnung von Sprossen (durchgezogene 
Linien) bzw. fehlenden Sprossen (gestrichelte Linien). 
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2.5.2 Puzzle Box 

Die Puzzle Box ist ein Verhaltenstest für Exekutivfunktion (Ben Abdallah et al. 2011), welcher 

die natürliche Präferenz von Mäusen für kleine, dunkle Räume gegenüber weiten, hellen Räu-

men nutzt. Abbildung 4 zeigt den Aufbau der Puzzle Box. Die Versuchstiere wurden in einem 

weiten, hellen Raum positioniert und mussten ein Hindernis überwinden, um in den kleinen, 

dunklen Raum zu gelangen. Die Startposition ist in Abbildung 4 mit einem Kreuz markiert. 

Die Mäuse wurden mit Blickrichtung 

zum Hindernis abgesetzt und die Zeit 

zur Überwindung des Hindernisses ge-

messen. Es wurden an fünf aufeinan-

der folgenden Tagen (P 56 – P 60) fünf 

zunehmende Schwierigkeitsgrade als 

Hindernis getestet (siehe Tabelle 1). 

Pro Tag wurden bis zu drei Messungen 

durchgeführt, hiervon zwei Messun-

gen des gleichen Schwierigkeitsgrads 

zur Erfassung des Kurzzeitgedächtnisses und eine Messung des Schwierigkeitsgrads des Vor-

tags zur Erfassung des Langzeitgedächtnisses. Entsprechend fand am letzten Tag nur eine 

Messung statt und am ersten Tag konnte kein Langzeitgedächtnis überprüft werden. Über-

schritt ein Versuchstier die vorgegebene Maximalzeit, wurde es manuell in den kleinen, dunk-

len Raum positioniert. 

Tabelle 1: Versuchsablauf Puzzle Box. Darstellung der Hindernisse mit jeweiliger Maximalzeit zur Hinder-
nisüberwindung (tmax) sowie Zuordnung von Hindernis zu Tag und Abfolge/Reihenfolge. 

offen Tunnel Tunnel mit 
Einstreu 

Papierknäuel Nestmaterial 

     

Tag 1 2 3 4 5 

Abfolge 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 

tmax = 360 s tmax = 360 s tmax = 240 s tmax = 240 s tmax = 240 s 

Abbildung 4: Aufbau der Puzzle Box. Schematisierte Dar-
stellung: Startposition (Kreuz) im hell beleuchteten Bereich 
(weiß) mit Übergang (weiße halbkreisförmige Ausbuchtung) 
in den dunklen Bereich (schwarz). Die zu überwindenden 
Hindernisse befinden sich vor dem bzw. im Übergang. 
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2.6 Histologische Untersuchung 

2.6.1 Gehirnentnahme und Verarbeitung zu Hirnschnitten 

Zur Entnahme des Gehirns wurden die Mäuse zunächst intraperitoneal mit Avertin-Lösung 

anästhesiert. Nach Eintritt einer vollständigen Areflexie wurde der Brustkorb eröffnet und 

das Herz präpariert. Die Perfusion erfolgte mithilfe einer peristaltischen Pumpe transkardial 

(Kanülierung des linken Ventrikels und Inzision des rechten Atriums) für die Dauer von 

5 min mit Eis-gekühlter Ringer-Lösung. Die Versuchstiere wurden anschließend dekapitiert 

und der Schädel entlang der Suturae sagittalis und coronalis eröffnet. Das Gehirn wurde kaudal 

des Cerebellums abgesetzt, entnommen und entlang der Fissura longitudinalis halbiert. Das native 

Gewebe der rechten Hemisphäre wurde für molekularbiologische Untersuchungen bei 

- 80 °C eingefroren, das Gewebe der linken Hemisphäre wurde zur histologischen Untersu-

chung fixiert. Die Fixierung erfolgte immersiv in 4 % Formaldehyd-Lösung für 35 h bei 4 °C. 

Anschließend erfolgte die Dehydrierung des fixierten Gewebes in 30 % Saccharose-Lösung 

für 24 h bei 4 °C. Daraufhin wurde das Gewebe mit Tissue-Tek® kryoprotektiv eingebettet 

und auf Trockeneis gefroren. Es wurden 15 µm dünne koronare Hirnschnitte der gesamten 

Hemisphäre mithilfe eines Kryomikrotoms angefertigt und in kryoprotektiver Lösung bei 

- 20 °C aufbewahrt. 

2.6.2 Auswahl und Färbung der Hirnschnitte 

Die Färbung der Hirnschnitte erfolgte zur Quantifizierung der Pyramidenzellen im CA 1 des 

Hippocampus, die mithilfe von Antikörpern gegen den Transkriptionsfaktor Chicken Ovalbumin 

Upstream Promoter Transcription Factor Interacting Protein 2 (Ctip2) immunhistochemisch gefärbt 

werden können (Leid et al. 2004). 

Je Versuchstier wurden insgesamt sechs Hirnschnitte aus drei verschiedenen Schnittebenen 

(SE) des Hippocampus zur Färbung ausgewählt. Je SE wurden zwei direkt benachbarte Hirn-

schnitte entnommen. Die erste SE ergibt sich durch den rostralsten gemeinsamen Anschnitt 

von infra- und suprapyramidalem Blatt des Gyrus dentatus. Die zweite und dritte SE befanden 

sich 150 µm bzw. 300 µm kaudal davon. 

Zur Optimierung der Färbung wurden verschiedene Konzentrationen der Anti-Ctip2-Pri-

mär-Antikörper (1:500, 1:1000, 1:2000), deren Inkubationszeiten (35 h, 52 h) sowie verschie-

dene Sekundärantikörper (Cy3, Alexa 633, Alexa 488) getestet. Das nachfolgend beschrie-

bene Protokoll zeigte die besten Ergebnisse und wurde für die auszuwertenden Hirnschnitte 

verwendet. 
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Es wurde auf einem Schüttler und bei Raumtemperatur (RT) gearbeitet, sofern nicht anders 

angegeben. Zur Entfernung des Kryoprotektivums wurden die Hirnschnitte in Phosphat-

gepufferter Salzlösung (PBS) 5 x 10 min frei flottierend gewaschen, anschließend mit 5 % 

Normal Horse Serum (NHS) in 0,3 % Triton™-Lösung für 60 min geblockt und permeabilisiert. 

Alle weiteren Schritte erfolgten zusätzlich lichtgeschützt. Je zwei Hirnschnitte inkubierten 

gemeinsam in 500 µl Primär-Antikörper-Lösung für 48 h bei 4 °C. Die Primär-Antikörper-

Lösung enthielt Anti-Ctip2-Antikörper (Meerschweinchen, 1:2000), Anti-c-Fos-Antikörper 

(Kaninchen, 1:1000) und 3 % NHS in 0,3 % Triton™-Lösung. Danach wurden die Hirn-

schnitte in PBS 5 x 10 min gewaschen. Anschließend inkubierten je zwei Hirnschnitte ge-

meinsam in 500 µl Sekundär-Antikörper-Lösung für 2 h. Diese enthielt Alexa Fluor 488 

Anti-Meerschweinchen-Antikörpern (Esel, 1:500), Alexa Fluor 647 Anti-Kaninchen-Anti-

körpern (Esel, 1:500) und 3 % NHS in 0,3 % Triton™-Lösung. Erneut wurde 5 x 10 min mit 

PBS gewaschen, daraufhin 1 x 10 min in 4′,6-Diamidin-2-phenylindol(DAPI)-Lösung 

(0,2 µg/ml) inkubiert und abschließend 4 x 10 min in PBS gewaschen. Nachfolgend wurden 

die Hirnschnitte auf Objektträger aufgezogen, Eindeckmedium aufgetragen, ein Deckglas 

aufgelegt und bei 4 °C gelagert. 

2.6.3 Mikroskopie und Auswertung der Hirnschnitte 

Mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop Leica TCS SP5 wurde die Zielregion CA 1 des 

Hippocampus aufgenommen. Es wurde ein 20X Objektiv (Numerische Apertur 0,7) verwen-

det. Die räumliche Tiefe des Hirnschnitts von 15 µm wurde im Schichtbildverfahren mit 

0,42 µm pro Schichtbild aufgelöst.  

Ausgewertet wurde die Anzahl Ctip2-DAPI-doppelpositiver Zellen im Stratum pyramidale des 

CA 1 normiert zur Fläche. Die Quantifizierung erfolgte manuell unter Verwendung der Soft-

ware Imaris. Aufgrund häufig überlagert liegender Zellen wurde zur sicheren Identifizierung 

der Zellen mehrschrittig vorgegangen: Zunächst wurde das Ctip2-Signal in einer einzelnen 

zweidimensionalen Schichtebene überprüft. Die Zellkonturen konnten dabei ohne Überla-

gerung durch Signale höher-/tieferliegender Schichtebenen beurteilt werden. Schrittweise 

wurden die Zellkonturen in angrenzende Schichtebenen durch den Hirnschnitt nachverfolgt 

und eine räumliche Vorstellung entwickelt. Anschließend wurde die digitale dreidimensionale 

Rekonstruktion des Hirnschnitts aus allen Schichtebenen angezeigt. Diese wurde aus ver-

schiedenen räumlichen Perspektiven betrachtet und auf den zweidimensional gewonnen Ein-
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druck hin überprüft. Schließlich wurde zusätzlich zum Ctip2-Signal das DAPI-Signal ange-

zeigt, die Zellen erneut überprüft und doppelpositive Zellen markiert. Die Anzahl der Mar-

kierungen wurde mit Imaris erfasst. 

Die Flächenbestimmung erfolgte mithilfe der Software ImageJ. Zunächst wurde die dreidi-

mensionale Aufnahme zweidimensional projiziert, anschließend das CA 1 begrenzt. Der 

Übergang zu Subiculum und CA 2 wurde anhand abnehmender Zelldichte und abnehmender 

Ctip2-Signalintensität festgelegt. Das Stratum pyramidale wurde durch Kontrastierung des 

Ctip2-Zellsignals gegenüber dem Hintergrund abgegrenzt, als Fläche erfasst und gemessen. 

2.7 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

2.7.1 Präparation des Cornu ammonis 1 

Bis einschließlich der Entnahme des Gehirns wurde verfahren wie in Abschnitt 2.6.1 be-

schrieben. Die anschließende Präparation des CA 1 erfolgte in eisgekühlter Ringer-Lösung. 

Zunächst wurden die Hippocampi separiert und mit einem McIlwain Tissue Chopper in 600 µm 

breite koronare Schnitte aufgetrennt. Unter einem Stereomikroskop wurde das CA 1 aus den 

Hippocampus-Schnitten manuell präpariert, in ein Mikroreaktionsgefäß überführt und umge-

hend mit flüssigem Stickstoff gefroren. 

2.7.2 Extraktion der Ribonukleinsäuren 

Die Extraktion der gesamten Ribonukleinsäuren (RNA) erfolgte mit dem miRNeasy Mini Kit 

nach den Vorgaben des Herstellers: Das Gewebe wurde auf Eis gekühlt und zur Lysierung 

mit 700 µl Phenol-Guanidinthiocyanat-Lösung (QIAzol®) versetzt. Durch den Einsatz eines 

Dispergiergeräts wurden die einzelnen Zellen aus dem Gewebe gelöst und für QIAzol® zu-

gänglich gemacht. Die Homogenisierung erfolgte durch dreimaliges Aufziehen mit einer 27G 

Spritzennadel. Es folgten 5 min Inkubation bei RT zur Dissoziation von Nukleoproteinen. 

Anschließend wurden 140 µl Chloroform hinzugegeben und mit einem Vortexmischer für 

15 s kräftig vermischt. In der folgenden Inkubation bei RT für 3 min setzt eine Phasenbil-

dung ein, die durch anschließende Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C für 15 min abge-

schlossen wurde. Die obere, RNA-enthaltende Phase wurde in ein neues Mikroreaktionsge-

fäß pipettiert und mit dem 1,5-fachen Volumen Ethanol (99,8 %) versetzt, woraufhin die 

RNA kristallisiert. Die Suspension wurde in die Säule des miRNeasy mini Kits pipettiert. Durch 

Zentrifugation bei 8.000 g und RT für 15 s wurde die kristallisierte RNA auf der Membran 
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der Säule zurückgehalten, der Durchsatz wurde verworfen. Zur Aufreinigung der RNA wur-

den in drei Schritten ethanolbasierte Puffer (700 µl RWT, 500 µl RPE, 500 µl RPE) pipettiert 

und wie zuvor zentrifugiert und verworfen. Im letzten Zentrifugationsschritt wurde die Zeit 

auf 2 min verlängert, um Ethanolrückstände vollständig aus der Säule zu entfernen. Die auf-

gereinigte RNA auf der Membran wurde in Abhängigkeit von der ursprünglichen Gewebe-

menge in 20 µl – 50 µl RNase-freiem Wasser gelöst und bei 8.000 g für 1 min in ein neues 

Mikroreaktionsgefäß zentrifugiert. Diese konzentrierte RNA-Lösung wurde umgehend auf 

Eis gekühlt. Die RNA-Konzentration wurde mit einem Photometer bestimmt. Hierzu wurde 

die Extinktion einer verdünnten RNA-Probe bei der Wellenlänge 260 nm gemessen. Zur 

Kontrolle von Proteinverunreinigungen wurde zusätzlich das Extinktionsverhältnis (260 nm 

/ 280 nm) gemessen. Die Lagerung der konzentrierten RNA-Lösung erfolgte bei - 80 °C. 

2.7.3 Synthese komplementärer Desoxyribonukleinsäure aus Ribonukleinsäure 

Die extrahierte RNA wurde mit einer reversen Transkriptase in komplementäre Desoxyri-

bonukleinsäure (cDNA) umgeschrieben. Vorbereitend wurden 10 µl RNA-Lösung der Kon-

zentration 100 ng/µl angesetzt. Hierzu wurde die konzentrierte RNA-Lösung entsprechend 

den gemessenen Konzentrationen mit RNase-freiem Wasser verdünnt. Im nächsten Schritt 

wurden die Primer der reversen Transkriptase hinzugefügt: 1 µl Oligodesoxythymidinnukle-

otide (Oligo(dT)) (Konzentration: 0,6 pmol/µl) und 1 µl Random Hexamers (Konzentration 

50 µmol/l). Mit einem Thermocycler inkubierten diese bei 70 °C für 2 min. Hierbei binden 

die Oligo(dT) an den Poly-A-Schwanz der RNA und die Random Hexamers an unterschiedli-

che, weiter 5‘-gelegene Strangabschnitte der RNA. Im nächsten Schritt wurden zur Synthese 

des DNA-Strangs 1 µl Reverse Transkriptase (Superscript III) und 1 µl Desoxynukleosid-

triphosphate (dNTP) hinzugefügt, außerdem zur Stabilisierung der Reversen Transkriptase 

2 µl Dithiothreitol (DTT) und 4 µl 5X First Strand Puffer. Im Thermocycler wurde zur Syn-

these der cDNA für 10 min bei 45 °C, danach für 45 min bei 50 °C und zuletzt für 45 min 

bei 55 °C inkubiert. 

2.7.4 Amplifizierung komplementärer Desoxyribonukleinsäure 

Die cDNA spezifischer Gene wurde mittels qRT-PCR amplifiziert. Zur Messung der Kon-

zentration wurde SYBR®-Green verwendet. SYBR®-Green ist ein Fluoreszenz-Reporter, der 

durch Bindung an doppelsträngige DNA aktiviert wird, sodass bei zunehmender Amplifizie-

rung das Fluoreszenzsignal zunimmt. Da SYBR®-Green unabhängig von spezifischen Genen 

an doppelsträngige DNA bindet, wurden die Gen-spezifischen Primer getrennt pipettiert. 
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Zusätzlich wurden Tripletts pipettiert, um Pipettier-/Messfehler später ausschließen zu kön-

nen. Zum Ausschluss von Verunreinigungen wurden Wasserkontrollen genutzt. Für jeden 

Reaktionsansatz wurden vorbereitend 4 µl cDNA-Lösung der Konzentration 10 pmol/µl 

angesetzt. Hierzu wurde die synthetisierte cDNA im Verhältnis 1:10 mit doppelt destilliertem 

Wasser (ddH2O) verdünnt. Anschließend wurden 5 µl SYBR®-Green Master Mix, 1 µl ddH2O 

und je 0,1 µl des spezifischen Forward- und Reverse-Primers (Konzentration: 10 pmol/l) hin-

zugefügt (siehe Tabelle 6). Der SYBR®-Green Master Mix enthält bereits die DNA-Polymerase 

und dNTP. Die Amplifizierung der DNA erfolgte über 45 Zyklen im PCR-Cycler mit fol-

gendem Temperaturverlauf: Denaturierung bei 95 °C für 15 s, Primeranlagerung und 

Elongation bei 60 °C für 1 min. 

2.7.5 Auswertung 

Die aufgezeichneten Daten wurden mit der Software LightCycler©480 SW 1.5 überprüft. La-

gen primerspezifische Schmelzkurven und keine Amplifizierung in den Wasserkontrollen 

vor, wurden die Cycle Threshold(Ct)-Werte der Tripletts analysiert.  

Anschließend wurden die für jede Probe pipettierten Tripletts überprüft. Ein Ct-Wert des 

Tripletts wurde als Pipettierfehler ausgeschlossen, wenn die Standardabweichung aller 

Triplett-Werte größer als 0,1 war und die Abweichung eines Wertes vom nächstgelegenen 

Wert größer ist als das Dreifache der Differenz der zwei verbleibenden Werte. Aus den ver-

bleibenden Werten wurden arithmetische Mittelwerte gebildet, die zum Housekeeper-Gen Por-

phobilinogen-Desaminase (PBGD) normiert wurden. Danach wurde nach der Formel 1 / 

(2 ^ normierter Wert) entlogarithmiert. 

2.8 Verblindung und statistische Analyse 

Alle Experimente und Analysen wurden ohne Kenntnis von Genotyp oder Behandlung 

durchgeführt. Die statistische Analyse und graphische Darstellung wurde mit GraphPad-

Prism 8 durchgeführt. Zum Vergleich mehrerer Gruppen wurde der Two-Way ANOVA, zum 

Vergleich zweier Gruppen der Unpaired Student’s t-Test verwendet. Statistische Ausreißer wur-

den mit dem Grubbs‘ Outlier Test ausgeschlossen. Die graphische Darstellung erfolgt in Mit-

telwert ± Standardfehler (SEM). Als statistisch signifikant wurde ein p < 0,05 gewertet 

(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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2.9 Materialien 

Die nachfolgenden Tabellen listen die verwendeten Chemikalien (siehe Tabelle 2), Lösungen 

(siehe Tabelle 3), Verbrauchsmaterialien (siehe Tabelle 4), Antikörper (siehe Tabelle 5), PCR-

Primer (siehe Tabelle 6), Utensilien für Tierhaltung und Verhaltensexperimente (siehe Ta-

belle 7), Geräte (siehe Tabelle 8) und Software (siehe Tabelle 9) auf. 

Tabelle 2: Chemikalien. 

Chemikalien Bezeichnung Hersteller 

4′,6-Diamidin-2-pheny-

lindol (DAPI) 

DAPI for nucleic acid staining SIGMA ALDRICH 

CHEMIE GmbH 

5X First Strand Puffer 5X First Strand Buffer invitrogen (Thermo 

Fisher Scientific) 

Biozym Red HS Taq 

Master Mix 

Biozym Red HS Taq Master Mix Biozym Scientific GmbH 

Chloroform EMSURE® ACS, ISO, Reag. Chlo-

roform for analysis 

Merck KGaA 

ddH2O doppelt destilliertes Wasser siehe Reinstwassersys-

tem 

Desoxynukleosid-

triphosphate (dNTP) 

100 mM dNTP Set, PCR Grade invitrogen (Thermo 

Fisher Scientific) 

di-Natriumhydrogen-

phoshat-Dihydrat 

EMSURE® di-Natriumhydrogen-

phosphat-Dihydrat, zur Analyse 

Merck KGaA 

Dithiothreitol (DTT) 0.1M DTT, 500 µl invitrogen (Thermo 

Fisher Scientific) 

Erythropoietin (Epo) NeoRecormon® 30000 I.E. Injekti-

onslösung in Fertigspritze Epoetin 

beta 

Roche 

Ethanol Ethanol, absolute, reag. ISO, reag. 

Ph. Eur., ≥99,8 % (GC), liquid 

(clear, colorless) 

Honeywell (Riedel-de 

Haën®, SIGMA AL-

DRICH CHEMIE 

GmbH) 
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Chemikalien Bezeichnung Hersteller 

Ethylenglykol Ethylene glycol, anhydrous, 99.8 %, 

1 L 

SIGMA ALDRICH 

CHEMIE GmbH 

Formaldehyd Formaldehydelösung min. 37 % 

säurefrei 

Merck KGaA 

Glycerin Glycerol, puriss., meets analytical 

specification of Ph. Eur., BP, USP, 

FCC, E422, anhydrous, 99.0-

101.0 % (alkalimetric) 

SIGMA ALDRICH 

CHEMIE GmbH 

Immersionsmedium 

Glycerin 

Immersol™ G, Glycerin for fluo-

rescence-microscopy 

Carl Zeiss Jena GmbH 

Kaliumchlorid EMSURE® Kaliumchlorid Merck KGaA 

Kaliumdihydrogen-

phosphat 

Kaliumdihydrogenphosphat, zur 

Analyse (KH2PO4) 

Merck KGaA 

Natriumchlorid EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph 

Eur, Natriumchlorid 

Merck KGaA 

Natriumhydroxid EMSURE® ISO, Sodium hydroxide 

pellets for analysis 

Merck KGaA 

Normal Horse Serum 

(NHS) 

Normal Horse Serum 10.0 ml Jackson Immu-

noResearch Laboratories 

Inc. 

Oligodesoxythymidin-

nukleotid (Oligo(dT)) 

Primer 

Oligo(dT)12-18 Primer, 25 µg 

(0,5 µg/µl) 

inivitrogen (Thermo Fis-

her Scientific) 

QIAzol® QIAzol® Lysis Reagent, 50 ml QIAGEN Sciences 

Random Hexamers Pri-

mer 

Random Hexamers, Qty: 50 µM, 

5 nmoles 

invitrogen, Thermo Fis-

her Scientific 

Reverse Transkriptase SuperScript® III, Reverse Transcrip-

tase, 10,000 U (200 U/µL) 

invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific  

RNase-freies Wasser RNase-Free Water, 10 ml QIAGEN GmbH 
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Chemikalien Bezeichnung Hersteller 

RPE-Puffer Buffer RPE, Wash Buffer, 11 ml 

concentrate + 44 ml Ethanol 

QIAGEN GmbH 

RWT-Puffer Buffer RWT, Wash Buffer, 15 ml 

concentrate + 30 ml Ethanol 

QIAGEN GmbH 

Saccharose Saccharose, für die Mikrobiologie Merck KGaA 

Salzsäure EMURE® ACS, ISO, Reag. Ph 

Eur, Hydrochloric acid fuming 

37 % 

Merck KGaA 

SuperScript® III SuperScript® III, Reverse Transcrip-

tase, 10,000 U (200 U/µL) 

invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific 

SYBR® Green Master 

Mix 

Power SYBR® Green PCR Master 

Mix, Qty: 5 mL 

Life Technologies LTD, 

Thermo Fisher Scientific 

tert-Amylalkohol tert-Amylalkohol, zur Analyse Merck KGaA 

Tissue-Tek® Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Sakura Finetek Europe 

B.V. 

Tribromethanol 2,2,2-Tribromethanol, 97 % 

 

SIGMA ALDRICH 

CHEMIE GmbH 

Triton™ Triton™ X-100, for molecular biol-

ogy 

SIGMA ALDRICH 

CHEMIE GmbH 
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Tabelle 3: Lösungen. 

Lösung Zusammensetzung Bezeichnung und 

Hersteller 

4′,6-Diamidin-2-pheny-

lindol(DAPI)-Lösung 

20 µl DAPI 

100 ml PBS 

siehe DAPI 

siehe PBS 

Avertin-Lösung 1,00 g 2,2,2-Tribromethanol 

1,00 ml tert-Amylalkohol  

71,49 ml ddH2O 

siehe Tribromethanol 

siehe tert-Amylalkohol 

siehe ddH2O 

Eprex®-Lösungsmittel 3,00 mg Polysorbat 80 

50,00 mg Glycin 

43,80 mg Natriumchlorid 

5,13 mg Natriumdihydrogenphos-

phatmonohydrat 

22,30 mg di-Natriumhydrogen-

phosphatdihydrat 

10,0 g Wasser für Injektionszwecke 

gekauft als Fertiglösung: 

Apotheke der Universi-

tätsmedizin Göttingen 

 

Erythropoietin-Lösung 5.000 IU Epo 

10 ml Eprex®-Lösungsmittel 

siehe Epo 

siehe Eprex®-Lösungs-

mittel 

Formaldehyd-Lösung 

4 % 

20 g Formaldehyd 

500 ml PBS 

mit Natronlauge und 

Salzsäure auf pH = 7,2 titrieren 

siehe Formaldehyd 

siehe PBS 

siehe Natriumhydroxid 

siehe Salzsäure 

kryoprotektive Lösung 25 % Glycerin 

25 % Ethylenglykol 

50 % PBS 

siehe Glycerin 

siehe Ethylenglykol 

siehe PBS 
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Lösung Zusammensetzung Bezeichnung und 

Hersteller 

Phosphat-gepufferte 

Salzlösung (PBS) 

160,00 g Natriumchlorid 

4,00 g Kaliumchlorid 

28,80 g di-Natriumhydrogenphos-

hat 

4,80 g Kaliumdihydrogenphosphat 

20 L ddH2O 

mit Salzsäure auf pH = 7,4 titrieren 

siehe Natriumchlorid 

siehe Kaliumchlorid 

siehe di-Natriumhydro-

genphosphat 

siehe Kaliumdihydrogen-

phosphat 

siehe ddH2O 

siehe Salzsäure 

Placebo-Lösung siehe Eprex®-Lösungsmittel 

Ringer-Lösung  8,60 g Natriumchlorid 

0,30 g Kaliumchlorid 

0,33 g Calciumchlorid-Dihydrat 

1 L Wasser für Injektionszwecke 

gekauft als Fertiglösung: 

Ringer B. Braun Ecotai-

ner®, B. Braun Melsun-

gen AG 

Saccharose-Lösung 

30 % 

300 g Saccharose 

mit PBS auf 1 L auffüllen 

siehe Saccharose 

siehe PBS 

Triton™-Lösung 3 ml Triton™ X-100 

997 ml PBS 

siehe Triton™ X-100 

siehe PBS 
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Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien. 

Material Bezeichnung Hersteller 

Deckglas High Precision, Deckgläser, 

24x50 mm, 170±5 µm, No. 1.5H 

Paul Marienfeld GmbH 

& Co. KG 

Eindeckmedium Aqua-Poly/Mount, 20 ml Polysciences Inc. 

Mikroreaktionsgefäß Eppendorf Safe-Lock Tubes 1.5 ml Eppendorf AG 

miRNeasy Kit miRNeasy® Mini Kit (50) QIAGEN GmbH 

Objektträger Menzel Gläser, SUPERFROST® 

PLUS, Objektträger, 

25x75x1,0 mm, geputzt/gebrauchs-

fertig/geschliffen 

Gerhard Menzel B.V. & 

Co. KG  

Spritze BD Plastipak™ Spritze 1 ml Luer Becton Dickinson S.A. 

Spritzennadel BD Microlance™ 3, 27 G Becton, Dickinson and 

Company Limited 

 

 

 

Tabelle 5: Antikörper. 

Antikörper-

Bezeichnung 

Herkunftsorga-

nismus 

Antigen Hersteller 

Alexa Fluor 488 Esel Meerschweinchen Jackson ImmunoResearch 

Alexa Fluor 647 Esel Kaninchen invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific 

Anti-c-Fos-An-

tikörper 

Kaninchen c-Fos Synaptic Systems GmbH 

Anti-Ctip2-An-

tikörper 

Meerschweinchen Ctip2 (Carboxy-

terminus) 

Synaptic Systems GmbH 

Cy3 Esel  Meerschweinchen Jackson ImmunoResearch 
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Tabelle 6: PCR-Primer. 

Gen Primer Sequenz (5′ – 3′) 

Cre-Wildtyp 
Forward GAGTCCTGGAATCAGTCTTTTTC (Nex148.s) 

Reverse AGAATGTGGAGTAGGGTGAC3 (Nex.as) 

Cre-Knockout 
Forward GAGTCCTGGAATCAGTCTTTTTC (Nex148.s) 

Reverse CCGCATAACCAGTGAAACAG3 (Cre.a) 

Epo 
Forward AAGGTCCCAGACTGAGTGAAAATATTAC 

Reverse GGACAGGCCTTGCCAAACT 

Epo-Wildtyp 
Forward CAGCCTCCACGTGCACTAAG (Epo-P1) 

Reverse GCAGGGTGGGACGTTCTG (Epo-P2) 

Epo-Knockout 
Forward CAGCCTCCACGTGCACTAAG (Epo-P1) 

Reverse CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC (Epo-P4) 

EpoR 
Forward CTCATCTCGTTGTTGCTGA 

Reverse CAGGCCAGATCTTCTGCTG 

EpoR-Wildtyp 
Forward GTCCTCAGGACTGGGTGGC (EpoR-P1) 

Reverse CATCGATGTCGCTCCCAT (EpoR-P2) 

EpoR-Knockout 
Forward GTCCTCAGGACTGGGTGGC (EpoR-P1) 

Reverse GAGCTCAGACCATAACTTCG (EpoR-P4) 

PBGD 
Forward ACAAGATTCTTGATACTGCACTCTCTAAG 

Reverse CCTTCAGGGAGTGAACAACCA 

VEGF 
Forward AGCACAGCAGATGTGAATGC 

Reverse TTGACCCTTTCCCTTTCCTC 
Hersteller: AGCT-Lab, Max-Planck-Institut für Experimentelle Medizin 
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Tabelle 7: Tierhaltung und Verhaltensexperimente. 

Gegenstand Bezeichnung Hersteller 

Einstreu LIGNOCEL® Hygienic Animal Be-

dding 

J. Rettenmaier & Söhne 

GmbH & Co. KG 

Einzelkäfig 1290D-00SU Eurostandard Typ III Techniplast S.p.A. 

Epo siehe Erythropoietin-Lösung siehe Erythropoietin-Lö-

sung 

Hypoxiekammer Hypoxiekammer 164x121x112 cm Coy Laboraty Products 

Inc. 

Nahrung V1534-300, Ratte/Maus-Haltung, 

10 mm Pellets, autoklavierbar 

ssniff Spezialdiäten 

GmbH 

Nestmaterial Sizzlenest®, Certified Nesting Mate-

rial 

Datesand Ltd. 

Papierknäuel Kleenex® Ultra Handtücher Kimberly-Clark Corpo-

ration 

Papiertuch Kleenex® Ultra Handtücher Kimberly-Clark Corpo-

ration 

Placebo siehe Eprex®-Lösungsmittel 

 

siehe Eprex®-Lösungs-

mittel 

Puzzle Box Puzzle Box Feinmechanik des Max-

Planck-Instituts für Ex-

perimentelle Medizin 

Scantainer Typ D-110 Scanbur BK A/S 

Standardkäfig 1284L-00SU Eurostandard Type II 

L 

Techniplast S.p.A. 
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Tabelle 8: Geräte. 

Gerät Modellbezeichnung Hersteller 

Complex Running 

Wheel (CRW) 

Phenomaster Voluntary Running 

Wheels, nach Liebetanz et al. (2007) 

TSE Systems GmbH 

Dispergiergerät Polytron® PT 1200 E Kinematica AG 

Fluoreszenzmikroskop Leica TCS SP5 II Leica Microsystems CMS 

GmbH 

Kryomikrotom Leica CM1950 Leica Biosystems Nuss-

loch GmbH 

McIlwain Tissue Chop-

per 

Model MTC/2E Cavey Laboratory Engi-

neering Co. Ltd. 

Objektiv HCX PL APO CS 20x 0,7 Leica Microsystems 

GmbH 

PCR-Cycler System LightCycler® 480 Hoffmann-La Roche AG 

Photometer CLARIOstar® BMG Labtech GmbH 

Photometer GeneQuant II RNA/DNA Calcula-

tor 

Pharmacia Biotech 

Pumpe, peristaltisch MPII Mini-Peristaltic Pump Harvard Apparatus 

Reinstwassersystem arium® pro VF Sartorius Stedim Biotech 

GmbH 

Schüttler Kreisschüttler 3015 Gesellschaft für Labor-

technik mbH 

Stereomikroskop Stemi 2000 / Stemi SV 11 Carl Zeiss AG 

Thermocycler Biometra TAdvanced 96 S Biometra GmbH 

Vortexmischer Vortex-Genie 2™, G-560E Scientific Industries, Inc. 

Zentrifuge (12.000 g) Heraeus Megafuge 16R Centrifuge Thermo Fisher Scientific, 

Thermo Electron LED 

GmbH 

Zentrifuge (8.000 g) MiniSpin® plus Eppendorf AG 
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Tabelle 9: Software. 

Software Version Hersteller 

GraphPad Prism Prism 8 for macOS, Version 8.42 

(464) 

GraphPad Software, Inc. 

ImageJ 1.52n Wayne Rasband, Na-

tional Institutes of 

Health, USA 

Imaris  9.1.2 und 9.3.0 64-bit Bitplane AG 

Leica Application Suite 

Advanced Fluores-

cence 

2.7.3.9723 Leica Microsystems 

GmbH 

LightCycler®480 1.5.0 SP4 Version 1.5.0.39 Hoffmann-La Roche AG 

Microsoft® Excel® 2013 (15.0.5172.1000) 32-bit Microsoft Corporation 

RunningWheelSoft-

ware 

TSE PhenoMaster V5.3.8 TSE Systems GmbH 
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3 Ergebnisse 

In klinischen Studien und Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass Epo auf das zentrale 

Nervensystem wirkt und prokognitive Funktionen vermittelt. Bei beachtlichem Fortschritt 

in der Aufklärung der zugrunde liegenden Mechanismen ist gleichzeitig noch weitgehend 

unverstanden, über welchen der vier mutmaßlichen Rezeptoren für Epo im zentralen Ner-

vensystems Epo seine Funktion ausübt. Zur Entwicklung zielgerichteter Therapien ist dieses 

jedoch von besonderer Bedeutung. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle des 

(homodimeren) EpoR untersucht. Hierzu fand die Mauslinie NexCre::EpoR Verwendung, 

in welcher das Epor-Gen mittels Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des projektionsneu-

ronenspezifischen Promotors Nex deletiert werden kann. Durch den Vergleich von WT und 

KO wurde die Rolle des EpoR für die Vermittlung prokognitiver Funktionen in den Verhal-

tenstests CRW und Puzzle Box untersucht. Zum weitergehenden Verständnis der prokogni-

tiven Wirkung von Epo wurde zusätzlich histologisch untersucht, welchen Einfluss der E-

poR auf die Epo-induzierte Neurogenese im CA 1 des Hippocampus hat. Ebenfalls analysiert 

wurde die Genexpression von Epo und EpoR mittels qRT-PCR. 

3.1 Rolle des homodimeren Erythropoietin-Rezeptors für kognitive 

Funktionen 

3.1.1 Complex Running Wheel 

Das Laufen im CRW ist eine kognitiv-motorische Herausforderung, sie erfordert das Erler-

nen des Bewegungsablaufs, Koordination, Motivation und Ausdauer (siehe Abschnitt 2.5.1). 

Vor Durchführung der Verhaltenstestung erfolgte eine dreiwöchige Behandlung mit Epo 

bzw. Placebo an jedem zweiten Tag, beginnend an P 28 bis einschließlich P 48. Zum Aus-

schluss nachwirkender Effekte der letzten Injektion (Stress) wurde eine Pause von sechs Ta-

gen eingehalten, ehe der Verhaltenstest an P 54 durchgeführt wurde (siehe Abbildung 1). 

Das Laufen im CRW fand in der Dunkelphase von 18:00 Uhr bis 06:00 Uhr statt, während 

der die Aktivität der Mäuse am höchsten ist. Die Laufstrecken wurden registriert und in 30-

minütigem Abstand summiert. Durch den Vergleich der Laufstrecken zwischen Epo- bzw. 

placebobehandelten WT und KO wurde einerseits untersucht, ob die per se bekannte Epo-

induzierte Zunahme kognitiver Funktionen auch im Verhaltenstest CRW beobachtet werden 

kann und andererseits, welche Rolle der EpoR dafür spielt. 



Ergebnisse 30 

  

 
Abbildung 5: Complex Running Wheel: Vergleich der Laufstrecken erythropoietin- bzw. placebobe-
handelter Wildtypen und Knockouts der Mauslinie NexCre::EpoR. Nach dreiwöchiger Behandlung mit 
Epo bzw. Placebo (siehe auch Abbildung 1) liefen männliche Mäuse der o.g. Mauslinie im Alter von 54 Tagen 
während der Dunkelphase von 18:00 Uhr bis 06:00 Uhr im CRW. Die Laufstrecken wurden alle 30 min sum-
miert und zum Ende des zugehörigen Zeitraums abgebildet. WT-Epo (rot): n = 8; WT-Placebo (schwarz): 
n = 8; KO-Epo (lila): n = 6; KO-Placebo (blau): n = 6. Darstellung als Mittelwert ± SEM, statistische Analyse 
mit Two-Way ANOVA. Modifiziert nach Wakhloo et al. (2020), Verwendung gemäß Creative Commons Attribution 
4.0 International License.  

In Abbildung 5A werden die durchschnittlichen Laufstrecken Epo- bzw. placebobehandelter 

WT dargestellt. Sie waren zu Beginn (18:00 Uhr – 21:30 Uhr) vergleichbar und nahmen in 

beiden Gruppen zu: Epo-behandelte WT liefen in den ersten 30 min (18:00 Uhr – 

18:30 Uhr) durchschnittlich 149 m, placebobehandelte WT durchschnittlich 126 m. Die 

Laufstrecke nach drei Stunden (21:00 Uhr – 21:30 Uhr) betrug in Epo-behandelten WT 

durchschnittlich 227 m, in placebobehandelten WT durchschnittlich 226 m. Anschließend 

nahm die Laufstrecke placebobehandelter WT deutlich ab, wohingegen die Laufstrecke Epo-

behandelter WT zunächst weiter anstieg und über weitere vier Stunden (bis 01:30 Uhr) auf 

hohem Niveau verblieb und anschließend nur langsam abnahm: Die Laufstrecke Epo-be-

handelter WT betrug nach sechs Stunden (00:00 Uhr – 00:30 Uhr) durchschnittlich 248 m, 

in placebobehandelten WT durchschnittlich 145 m. In der letzten Phase des Tests 

(05:30 Uhr – 06:00 Uhr) liefen Epo-behandelte WT durchschnittlich 120 m, placebobehan-

delte WT durchschnittlich 53 m. Es lag eine signifikante Interaktion von Behandlung und 
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Zeit auf die Laufstrecke (p = 0,0047) vor, sodass die Behandlung von WT mit Epo zu er-

höhten Laufstrecken im CRW führte. 

In Abbildung 5B werden die durchschnittlichen Laufstrecken zwischen Epo-behandelten 

WT und Epo-behandelten KO verglichen. Sie nahmen wie zuvor beschrieben während der 

ersten Phase des Tests (18:00 Uhr – 20:30 Uhr) zu. Anschließend sank die Laufstrecke Epo-

behandelter KO deutlich, wohingegen die Laufstrecke Epo-behandelter WT weiter anstieg 

und vier Stunden (bis 01:30 Uhr) auf hohem Niveau verblieb und danach nur leicht abfiel: 

Die Laufstrecke Epo-behandelter WT betrug nach zwei Stunden (20:00 Uhr – 20:30 Uhr) 

durchschnittlich 204 m und nach sechs Stunden (00:00 Uhr – 00:30 Uhr) durchschnittlich 

248 m, wohingegen sie bei Epo-behandelten KO von durchschnittlich 201 m (20:00 Uhr – 

20:30 Uhr) auf durchschnittlich 132 m (00:00 Uhr – 00:30 Uhr) abnahm. In der letzten Phase 

des Tests (05:30 Uhr – 06:00 Uhr) betrug die Laufstrecke Epo-behandelter WT durch-

schnittlich 120 m, in Epo-behandelten KO durchschnittlich 33 m. Die Interaktion von Ge-

notyp und Zeit wirkte sich signifikant auf die Laufstrecke aus (p = 0,0059). Somit führte eine 

Epo-Behandlung nur in WT, aber nicht in KO, zu erhöhten Laufstrecken. 

In Abbildung 5C werden die Laufstrecken von WT und KO dargestellt, die mit Placebo 

behandelt wurden. Zu Beginn stieg die Laufstrecke placebobehandelter WT von durch-

schnittlich 126 m (18:00 Uhr – 18:30 Uhr) auf durchschnittlich 216 m (20:00 Uhr – 

20:30 Uhr) und sank anschließend auf durchschnittlich 145 m (00:00 Uhr – 00:30 Uhr) bzw. 

durchschnittlich 82 m (03:00 Uhr – 03:30 Uhr). Die Laufstrecke placebobehandelter Knock-

outs stieg anfangs vergleichbar von durchschnittlich 68 m (18:00 Uhr – 18:30 Uhr) auf 

durchschnittlich 186 m (20:00 Uhr – 20:30 Uhr) und nahm anschließend ebenfalls ab auf 

durchschnittlich 166 m (00:00 Uhr – 00:30 Uhr) bzw. durchschnittlich 72 m (03:00 Uhr – 

03:30 Uhr). Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, sodass unter 

Placebo-Behandlung KO und WT vergleichbar abschnitten. 

In Abbildung 5D werden die Laufstrecken placebobehandelter KO und Epo-behandelter 

KO verglichen. Sie nahmen während der ersten Phase in beiden Gruppen zu auf durch-

schnittlich 186 m für placebobehandelte KO und durchschnittlich 201 m für Epo-behan-

delte KO (20:00 Uhr – 20:30 Uhr). Anschließend nahmen die Laufstrecken wieder ab auf 

unter 150 m für Zeiträume nach 24:00 Uhr. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede, 

sodass in KO ungeachtet der Behandlung vergleichbare Laufstrecken vorlagen. 
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3.1.2 Puzzle Box 

Die Puzzle Box wurde als zweiter Verhaltenstest für kognitive Funktionen durchgeführt und 

begann an P 56, einen Tag nach Abschluss des CRW (siehe Abbildung 1). In der Puzzle Box 

müssen Mäuse an fünf aufeinander folgenden Tagen Hindernisse steigender Schwierigkeit 

überwinden, um einen großflächigen, hell ausgeleuchteten Raum verlassen zu können und in 

den präferierten, kleinen und dunklen Bereich übertreten zu können (siehe Abschnitt 2.5.2). 

Hierfür bedarf es Orientierung, Exploration, Planung, Motivation und Ausdauer. Es erfolg-

ten sowohl tagesgleiche als auch tagesübergreifende Wiederholungen von Hindernissen, so-

dass außerdem Kurzzeit- und Langzeitgedächtnis getestet wurden (siehe Tabelle 1). Die Hin-

dernisüberwindungszeiten wurden gemessen und zwischen Epo- bzw. placebobehandelten 

WT und KO verglichen, um den Einfluss des Genotyps und der Behandlung zu untersuchen. 

 
Abbildung 6: Puzzle Box: Vergleich der Hindernisüberwindungszeiten zwischen erythropoietinbe-
handelten Wildtypen und placebobehandelten Wildtypen der Mausline NexCre::EpoR. Nach dreiwö-
chiger Behandlung mit Epo bzw. Placebo (siehe auch Abbildung 1) absolvierten männliche Wildtypen (WT) 
der o.g. Mauslinie (Alter zu Beginn 56 Tage) die Puzzle Box. Zuordnung der Hindernisüberwindungszeiten zu 
Versuchstag und Hindernis (siehe auch Tabelle 1). WT-Epo (rot): n = 8; WT-Placebo (schwarz): n = 9. Dar-
stellung als Mittelwert ± SEM, statistische Analyse mit Two-Way ANOVA. 

In Abbildung 6 werden die Hindernisüberwindungszeiten Epo- bzw. placebobehandelter 

WT dargestellt. Die erste Aufgabe bestand im Auffinden des noch unversperrten Durch-

gangs, dies gelang Epo-behandelten WT mit durchschnittlich 138 s schneller als placebobe-

handelten WT mit durchschnittlich 212 s. Auch die Durchquerung der Hindernisse „Tun-

nel“, „Tunnel mit Einstreu“ und „Papierknäuel“ gelang Epo-behandelten WT schneller als 

den placebobehandelten, wobei Epo-behandelte WT durchschnittlich zwischen 33 s und 

89 s benötigten und placebobehandelte WT durchschnittlich zwischen 73 s und 187 s. Die 

Wiederholung des jeweiligen Hindernisses am Folgetag erforderte in beiden Gruppen mehr 

Zeit als am Vortag. Die Wiederholung des Hindernisses „Papierknäuel“ wurde noch von 

fünf der acht Epo-behandelten WT innerhalb der vorgegebenen Zeit erfüllt, jedoch nur von 
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vier der neun der placebobehandelten WT. In der höchsten Schwierigkeitsstufe „Nestmate-

rial“ schnitten Epo- und placebobehandelte WT vergleichbar ab. Es ergab sich über alle Hin-

dernisse zusammengenommen ein signifikanter Einfluss der Behandlung (p = 0,02). Epo-

behandelte Wildtypen benötigten durchschnittlich weniger Zeit zur Überwindung der Hin-

dernisse als placebobehandelte Wildtypen. 

 
Abbildung 7: Puzzle Box: Vergleich der Hindernisüberwindungszeiten zwischen erythropoietinbe-
handelten Wildtypen und erythropoietinbehandelten Knockouts der Mausline NexCre::EpoR. Nach 
dreiwöchiger Behandlung mit Epo (siehe auch Abbildung 1) absolvierten männliche Wildtypen (WT) und 
Knockouts (KO) der o.g. Mauslinie (Alter zu Beginn 56 Tage) die Puzzle Box. Zuordnung der Hindernisüber-
windungszeiten zu Versuchstag und Hindernis (siehe auch Tabelle 1). WT-Epo (rot): n = 8; KO-Epo (lila): 
n = 8. Darstellung als Mittelwert ± SEM, statistische Analyse mit Two-Way ANOVA. 

Abbildung 7 zeigt die Hindernisüberwindungszeiten Epo-behandelter WT und Epo-behan-

delter KO. Bei vergleichbarem Zeitbedarf für die Passage des offenen Durchgangs überwan-

den Epo-behandelte WT mit durchschnittlich 41 s das Hindernis „Tunnel“ schneller als 

Epo-behandelte KO mit durchschnittlich 104 s. In der Wiederholung des Hindernisses 

„Tunnel“ am Folgetag war keine Gruppe überlegen. Das Hindernis „Tunnel mit Einstreu“ 

absolvierten Epo-behandelte WT im Erstversuch und in der Wiederholung am Folgetag zü-

giger, in der tagesgleichen Wiederholung schlossen die Epo-behandelten KO jedoch auf. Die 

weiteren Hindernisse wurden von beiden Gruppen in vergleichbar Zeit überwunden, die 

Wiederholung „Papierknäuel“ am Folgetag sowie die höchste Schwierigkeitsstufe benötigten 

wie in den übrigen Gruppen deutlich mehr Zeit. Über alle Hindernisse unterscheidet sich 

der Zeitbedarf Epo-behandelter WT und Epo-behandelter KO nur tendenziell (p = 0,12). 
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Abbildung 8: Puzzle Box: Vergleich der Hindernisüberwindungszeiten zwischen placebobehandelten 
Wildtypen und placebobehandelten Knockouts der Mausline NexCre::EpoR. Nach dreiwöchiger Be-
handlung mit Placebo (siehe auch Abbildung 1) absolvierten männliche Wildtypen (WT) und Knockouts (KO) 
der o.g. Mauslinie (Alter zu Beginn 56 Tage) die Puzzle Box. Zuordnung der Hindernisüberwindungszeiten zu 
Versuchstag und Hindernis (siehe auch Tabelle 1). WT-Placebo (schwarz): n = 9 und KO-Placebo (blau): n = 7. 
Darstellung als Mittelwert ± SEM, statistische Analyse mit Two-Way ANOVA. 

In Abbildung 8 werden die Hindernisüberwindungszeiten placebobehandelter WT und pla-

cebobehandelter KO verglichen. Beide Gruppen passierten den offenen Durchgang ver-

gleichbar schnell. Für die Überwindung der Hindernisse „Tunnel“, „Tunnel mit Einstreu“ 

und „Papierknäuel“ benötigten placebobehandelte WT durchschnittlich zwischen 73 s und 

212 s, die placebobehandelten KO durchschnittlich zwischen 68 s und 223 s, beide Gruppen 

schnitten ähnlich ab. Der Zeitbedarf zur Überwindung eines Hindernisses während eines 

Versuchstages nahm in beiden Gruppen ab. Für die Wiederholung des Hindernisses „Pa-

pierknäuel“ am Folgetag sowie die höchste Schwierigkeitsstufe „Nestmaterial“ benötigten 

beide Gruppen deutlich mehr Zeit, nur die zweite Wiederholung „Nestmaterial“ wurde von 

placebobehandelten WT mit durchschnittlich 213 s schneller absolviert als von placebobe-

handelten KO mit durchschnittlich 345 s. Über alle Schwierigkeitsstufen hinweg war keine 

Gruppe signifikant überlegen. 
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Abbildung 9: Puzzle Box: Vergleich der Hindernisüberwindungszeiten zwischen placebobehandelten 
Knockouts und erythropoietinbehandelten Knockouts der Mausline NexCre::EpoR. Nach dreiwöchiger 
Behandlung mit Epo bzw. Placebo (siehe auch Abbildung 1) absolvierten männliche Knockouts (KO) der o.g. 
Mauslinie (Alter zu Beginn 56 Tage) die Puzzle Box. Zuordnung der Hindernisüberwindungszeiten zu Versuchs-
tag und Hindernis (siehe auch Tabelle 1). KO-Placebo (blau): n = 7; KO-Epo (lila): n = 8. Darstellung als Mit-
telwert ± SEM, statistische Analyse mit Two-Way ANOVA. 

Abbildung 9 zeigt die Hindernisüberwindungszeiten von placebo- bzw. Epo-behandelten 

KO. Beide Gruppen absolvierten die erste Schwierigkeitsstufe durchschnittlich in der glei-

chen Zeit von 181 s. Das Hindernis „Tunnel“ wurde im Erstversuch von Epo-behandelten 

KO mit durchschnittlich 104 s schneller abgeschlossen als von placebobehandelten KO mit 

durchschnittlich 197 s. In der tagesgleichen Wiederholung jedoch näherte sich der Zeitbedarf 

der placebobehandelten KO mit 124 s dem der Epo-behandelten KO an. Die Wiederholung 

des Hindernisses „Tunnel“ am Folgetag jedoch schlossen die Epo-behandelten KO erneut 

durchschnittlich schneller ab (78 s vs. 144 s). Ebenfalls absolvierten die Epo-behandelten 

KO die Wiederholung „Tunnel mit Einstreu“ am Folgetag durchschnittlich zügiger (136 s 

vs. 223 s). Auch die tagesgleiche Wiederholung der Hindernisse „Papierknäuel“ und „Nest-

material“ schlossen Epo-behandelte KO durchschnittlich schneller ab. Der Zeitbedarf für 

die übrigen Hindernisse unterschied sich nicht relevant. Über alle Schwierigkeitsstufen der 

Puzzle Box bestand ein signifikanter Einfluss der Behandlung (p = 0,0001). Somit konnte in 

KO durch Epo-Behandlung eine verbesserte Hindernisüberwindungszeit nachgewiesen wer-

den.  

3.2 Rolle des homodimeren Erythropoietin-Rezeptors für 

erythropoietininduzierte Neurogenese 

Im vorangegangenen Abschnitt 3.1 wurde mithilfe der Mauslinie NexCre::EpoR die Rolle 

des EpoR für die von Epo-induzierten prokognitiven Funktionen untersucht. Nach Ab-

schluss der Verhaltenstests CRW und Puzzle Box erfolgte zum weiterführenden Verständnis 
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über die Funktion des EpoR eine Untersuchung zur aus Vorarbeiten bekannten Epo-indu-

zierten Neurogenese im CA 1 des Hippocampus (siehe Abbildung 1). Hierzu wurden Hirn-

schnitte des Hippocampus angefertigt, die Pyramidenzellen durch Ctip2 und DAPI angefärbt 

und quantifiziert (siehe Abschnitt 2.6). Durch den Vergleich Epo- bzw. placebobehandelter 

WT und KO wurde die Rolle des EpoR für die Epo-induzierte Neurogenese im CA 1 des 

Hippocampus untersucht. 

 
Abbildung 10: Erythropoietininduzierte Neurogenese im Cornu ammonis 1: Vergleich zwischen Wild-
typen und Knockouts der Mauslinie NexCre::EpoR. Nach dreiwöchiger Behandlung mit Epo (schwarz) 
bzw. Placebo (weiß) und Absolvierung der Verhaltenstests wurde das Gehirn männlicher Wildtypen (WT) und 
Knockouts (KO) der o.g. Mauslinie im Alter von 62 Tagen gewonnen (siehe auch Abbildung 1). Die Pyrami-
denzellen im Cornu ammonis (CA) 1 des Hippocampus wurden mit Ctip2 und DAPI angefärbt, quantifiziert und 
zur Fläche normiert. Die Anzahl ausgewerteter Hirnschnitte ist im jeweiligen Balken notiert. Darstellung als 
Mittelwert ± SEM mit unterbrochener Ordinatenachse zur Hervorhebung relevanter Bereiche, statistische Ana-
lyse mit Two-Way ANOVA. 

In Hirnschnitten placebobehandelter WT betrug die Anzahl der Ctip2-DAPI-doppelpositi-

ver Zellen im Stratum pyramidale des CA 1 durchschnittlich 11.843 Zellen/mm2. In Epo-be-

handelten WT wurden durchschnittlich 12.463 Zellen/mm2 nachgewiesen, eine signifikante 

Zunahme um 5,2 % (p = 0,04). In WT konnte somit eine Epo-induzierte Neurogenese fest-

gestellt werden. In KO betrug die Anzahl der Pyramidenzellen nach Behandlung mit Placebo 

11.867 Zellen/mm2 bzw. nach Behandlung mit Epo 11.864 Zellen/mm2. Die Anzahl der 

Pyramidenzellen in KO ist somit den placebobehandelten WT vergleichbar und es konnte in 

KO keine Epo-induzierte Neurogenese nachgewiesen werden. 

3.3 Genexpression von Erythropoietin und homodimeren 

Erythropoietin-Rezeptor 

Epo und EpoR interagieren auf molekularer Ebene zur Vermittlung prokognitiver Effekte. 

Dieses Zusammenspiel wurde auch hinsichtlich der Genexpression von Epo und EpoR nä-

her untersucht. Die verwendeten Mauslinien NexCre::EpoR und NexCre::Epo weisen eine 

zellspezifische Deletion von EpoR bzw. Epo auf und erlauben durch den Vergleich von WT 

Epo-induzierte Neurogenese im CA1 des Hippocampus
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und KO Rückschlüsse auf die Bedeutung der Projektionsneuronen. Hierzu erfolgten mittels 

qRT-PCR Untersuchungen zur Genexpression in männlichen und weiblichen Mäusen im 

Alter von 28 Tagen. Einerseits wurde eine sechsstündige Exposition gegenüber Hypoxie 

(6 % O2), andererseits die Wirkung einer intraperitonealen Injektion von Epo sechs Stunden 

vor Gewebegewinnung analysiert (siehe Abbildung 2). Zusätzlich wurden weibliche Mäuse 

der Linie NexCre::EpoR im Alter von elf Monaten (M 11) gegenüber Hypoxie (6 % O2) ex-

poniert, um erste Hinweise auf alterskorrellierte Regulationsmechanismen zu erhalten. 

Abbildung 11A zeigt zu Kontrollzwecken die Genexpression des vom Knockout nicht be-

einflussten Vascular Epithelial Growth Factor (VEGF) in Mäusen der Linie NexCre::EpoR 

(P 28) nach sechsstündiger Hypoxie im Vergleich zu Normoxie. Es gelang, die bekannte hy-

poxieinduzierte Genexpression von VEGF zu reproduzieren (Abbildung 11A, p < 0,0001). 

Sie lag auch in den weiteren hypoxiebehandelten Gruppen vor (Abbildung 11D, J, jeweils 

p < 0,0001). Die Injektion von Epo hingegen führte zu keiner Veränderung der VEGF-Ge-

nexpression (Abbildung 11G, M).  

Abbildung 11B zeigt die Genexpression von Epo in Mäusen der Linie NexCre::EpoR (P 28) 

nach sechsstündiger Hypoxie im Vergleich zu Normoxie. Sowohl in WT als auch KO liegt 

unter Hypoxie eine erhöhte Genexpression vor (p < 0,0001). Sie lag ebenfalls in älteren Mäu-

sen vor (Abbildung 11E, p = 0,0091). In Mäusen des Genotyps NexCre::Epo nahm die Epo-

Expression unter Hypoxie sowohl in WT als auch in KO zu (Abbildung 11K, p = 0,0009). 

Es lag kein signifikanter Effekt des Genotyps vor (p = 0,55). Infolge einer Epo-Injektion 

konnte kein Einfluss auf die Epo-Genexpression festgestellt werden (Abbildung 11H, N). 

In Abbildung 11C wird die Genexpression des EpoR in Mäusen der Linie NexCre::EpoR 

(P 28) nach sechsstündiger Hypoxie im Vergleich zu Normoxie dargestellt. Es lag ein signi-

fikanter Unterschied des Genotyps vor (p < 0,0001). Zusätzlich führte die Exposition in Hy-

poxie zu einer Abnahme der EpoR-Expression (p = 0,0093). In älteren Mäusen (Abbildung 

11F) wurde der signifikante Unterschied des Genotyps (p < 0,0001) wie auch die hypoxiein-

duzierte Abnahme der EpoR-Expression nachgewiesen (p = 0,0041). Der Genotyp war auch 

in injizierten Mäusen der Linie NexCre::EpoR signifikant unterschiedlich (Abbildung 11I, 

p = 0,0008), es bestand jedoch kein signifikanter Effekt einer Epo-Behandlung sechs Stun-

den vor Gewebegewinnung (p = 0,10). In Mäusen des Genotyps NexCre::Epo lag kein Ef-

fekt des Genotyps auf die EpoR-Expression vor und ebenfalls kein Effekt der sechsstündi-

gen Hypoxie (Abbildung 11L, p = 0,80). Die geschlechtsspezifische Auswertung aller Gene 

ergab keinen Anhalt für geschlechtsspezifische Effekte. 
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Abbildung 11: Genexpression von Erythropoietin und homodimeren Erythropoietin-Rezeptor im 
Cornu ammonis 1: Vergleich von Wildtypen und Knockouts der Mauslinien NexCre::EpoR und 
NexCre::Epo. Gewebeentnahme von gemischtgeschlechtlichen Wildtypen (WT) und Knockouts (KO) der 
o.g. Mauslinien am postnatalen Tag (P) 28 bzw. im Alter von 11 Monaten (M) nach sechsstündiger Exposition 
gegenüber Hypoxie (6 % O2) bzw. Normoxie (21 % O2) oder 6 h nach Erythropoietin- bzw. Placebo-Injektion 
(siehe auch Abbildung 2). Messung der Genexpression mittels qRT-PCR aus RNA (VEGF als vom Genotyp 
unabhängiges Kontrollgen). Anzahl der Mäuse in/über den Balken. Aufgrund der Variabilität des absoluten 
Expressionsniveaus zwischen den Kohorten erfolgt jeweils eine Normierung zu Wildtypen unter Normoxie 
bzw. Placebo-Behandlung. Darstellung als Mittelwert ± SEM, statistische Analyse mit Two-Way ANOVA.
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4 Diskussion 

Die vorliegende Arbeit untersucht die Rolle des EpoR in Projektionsneuronen. Hierzu wurde 

die Mauslinie NexCre::EpoR genutzt, in welcher das Epor-Gen mittels Cre-Rekombinase un-

ter der Kontrolle des projektionsneuronenspezifischen Nex-Promotors deletiert werden 

kann. Der Vergleich von WT und KO erfolgte einerseits hinsichtlich kognitiver Funktionen 

in den Verhaltenstests CRW und Puzzle Box. Andererseits wurde die Rolle des EpoR für die 

Epo-induzierte Neurogenese untersucht. Hierfür wurde die Dichte der Pyramidenzellen im 

CA 1 des Hippocampus bestimmt. Zuletzt wurde die Genexpression von Epo und EpoR in 

Gewebe des CA 1 mithilfe der Mauslinien NexCre::EpoR und NexCre::Epo analysiert. 

4.1 Complex Running Wheel 

Mit dem Verhaltenstest CRW wurden kognitive und motorische Funktionen überprüft, da-

runter das Erlernen des Bewegungsablaufs, Koordination, Motivation und Ausdauer. Im 

Vergleich der durchschnittlichen Laufstrecken von Epo- bzw. placebobehandelten WT und 

KO wurde die höchste durchschnittliche Laufstrecke von Epo-behandelten WT erreicht. Sie 

unterschieden sich signifikant gegenüber placebobehandelten WT. Diese Beobachtung be-

stätigt die Überlegenheit Epo-behandelter WT aus vorherigen Untersuchungen, wie operan-

ter Konditionierung mittels Five Choice Serial Reaction Time Task bzw.Touch Screen Paradigm oder 

kontextspezifischer Angstkonditionierung (Adamcio et al. 2008; El-Kordi et al. 2009; 

Hassouna et al. 2016). Somit ist der Verhaltenstest CRW bei Anwendung an WT und KO 

der Linie NexCre::EpoR dazu geeignet, die Rolle des EpoR für die Vermittlung prokogniti-

ver Effekte von Epo zu untersuchen. 

Der Vergleich Epo-behandelter WT und KO offenbarte signifikant höhere Laufstrecken in 

Epo-behandelten WT. Dies zeigt, dass der EpoR in Projektionsneuronen eine wichtige Rolle 

für die Vermittlung des Epo-Effekts auf die Laufstrecke im CRW spielt und andere Epo-

Rezeptoren des zentralen Nervensystems die Deletion des EpoR in Projektionsneuronen 

nicht maßgeblich kompensieren können. Die hier gezeigte Bedeutung des EpoR steht im 

Einklang mit Vorarbeiten von Sargin et al. (2011), in denen ein konstitutiv aktivierter EpoR 

in Pyramidenzellen zu spezifisch verbesserten kognitiven Funktionen führte. 

Für die prokognitiven Effekte einer Epo-Behandlung wird häufig diskutiert, dass diese auf 

einem erhöhten Hämatokrit bzw. einer erhöhten Sauerstoffverfügbarkeit beruhen. Dies kann 
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mithilfe des Vergleichs Epo-behandelter WT und Epo-behandelter KO widerlegt werden: 

Beide Gruppen unterlagen infolge der intraperitonealen Epo-Injektionen den gleichen peri-

pheren Effekten, jedoch waren die Laufstrecken Epo-behandelter KO im CRW signifikant 

geringer. Weitere Evidenz weist in die gleiche Richtung: Epo-Analoga mit non-hämatopoie-

tischen Eigenschaften entfalten ebenfalls prokognitive Wirkung (Leist et al. 2004; 

Sathyanesan et al. 2018). Auch konnte in klinischen Studien keine Korrelation zwischen Hä-

matokrit und neuronaler Epo-Wirkung nachgewiesen werden (Miskowiak et al. 2007; 2018). 

Neben der gezeigten Bedeutung des EpoR für die Vermittlung prokognitiver Effekte einer 

Epo-Behandlung stellt sich die Frage, ob der EpoR eine Rolle für grundlegende kognitive 

Funktionen, also ohne Epo-Behandlung, spielt. 

Im Vergleich placebobehandelter WT mit placebobehandelten KO ist kein signifikanter Un-

terschied feststellbar, sodass die grundlegenden kognitiven Funktionen im CRW unabhängig 

vom EpoR in Projektionsneuronen erbracht werden können. Dies kann als Hinweis gewertet 

werden, dass das Zusammenspiel von Epo und EpoR in Projektionsneuronen vorrangig der 

kognitiven Funktionssteigerung dient. 

Die in dieser Arbeit gezeigte Bedeutung des EpoR für die Vermittlung positiver Epo-Effekte 

im CRW basiert auf der intraperitonealen Verabreichung von Epo. Weitere Untersuchungen 

von Wakhloo et al. (2020) an der Mauslinie NexCre::EpoR erfolgten unter dem Einfluss von 

inspiratorischer Hypoxie (6 % O2) zur endogenen Freisetzung von Epo. In 17 aufeinander 

folgenden Nächten wurden die Laufstrecken von WT und KO unter dem Einfluss inspira-

torischer Hypoxie gemessen. Die Laufstrecke der WT übertraf signifikant die Laufstrecke 

der KO. Dies bestätigt die Rolle des EpoR in Projektionsneuronen und zeigt zusätzlich, dass 

der durch inspiratorische Hypoxie induzierte Epo-Effekt vergleichbar mit dem Epo-Effekt 

nach intraperitonealer Injektion ist (Wakhloo et al. 2020; Butt et al. 2021). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der EpoR in Projektionsneuronen maßgeb-

lich die prokognitiven Effekte einer Epo-Behandlung im CRW vermittelt, jedoch grundle-

gende (basale) kognitive Funktionen unabhängig vom EpoR in Projektionsneuronen er-

bracht werden können.  

4.2 Puzzle Box 

In dem Verhaltenstest Puzzle Box müssen Mäuse an fünf aufeinander folgenden Tagen Hin-

dernisse steigender Schwierigkeit überwinden, um einen großflächigen, hell ausgeleuchteten 

Raum verlassen zu können und in den präferierten, kleinen und dunklen Bereich zu gelangen. 
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Hierzu bedarf es Orientierung, Exploration, Planung, Motivation, Ausdauer und aufgrund 

wiederholter Testung von Hindernissen ebenfalls Erinnerungsvermögen. Die Hindernis-

überwindungszeiten wurden zwischen Epo- bzw. placebobehandelten WT und KO vergli-

chen, um die Rolle des EpoR für Exekutivfunktionen zu untersuchen. 

Es gelang Epo-behandelten WT signifikant schneller als placebobehandelten WT, die Hin-

dernisse zu überwinden. In dem Verhaltenstest Puzzle Box bestehen somit infolge einer Epo-

Behandlung überlegene kognitive Funktionen, vergleichbar dem CRW und vorangegangenen 

Studien (Adamcio et al. 2008; El-Kordi et al. 2009; Hassouna et al. 2016). 

Der Vergleich zwischen Epo-behandelten WT und KO ergab keinen signifikanten Unter-

schied. Die Deletion des EpoR in Projektionsneuronen wirkt sich somit nicht nachteilhaft 

auf die Wirkung von Epo in der Puzzle Box aus. Gleichzeitig offenbarte der Vergleich Epo-

behandelter KO und placebobehandelter KO ebenfalls keinen signifikanten Unterschied, je-

doch eine signifikante Interaktion von Genotyp und Hindernis. Demzufolge wird die pro-

kognitive Wirkung einer Epo-Behandlung nur in ausgewählten Hindernissen vermittelt, was 

darauf hindeutet, dass der Epo-Effekt in WT stärker ausgeprägt sein könnte als in KO.  

Im Vergleich zwischen placebobehandelten WT und placebobehandelten KO bestanden 

keine signifikanten Unterschiede, sodass die grundlegenden, basalen kognitiven Funktionen, 

also ohne Epo-Behandlung, in der Puzzle Box unabhängig vom EpoR erbracht werden kön-

nen. 

Diese Einordnung beruht auf der Auswertung des gesamten Versuchszeitraums. Darüber 

hinaus erlaubt der Versuchsaufbau zu untersuchen, ob bei der Wiederholung von Hinder-

nissen ein Erinnerungseffekt eintritt. Die Hindernisse „Tunnel“, „Tunnel mit Einstreu“, „Pa-

pierknäuel“ und „Nestmaterial“ wurden jeweils an zweiter Stelle von täglich drei Versuchen 

begonnen und insgesamt zwei Mal wiederholt, sodass die erste Wiederholung am gleichen 

Tag und die zweite Wiederholung am Folgetag an erster Stelle stattfand. Dies ermöglicht zu 

untersuchen, ob nach vorheriger erfolgreicher Überwindung des Hindernisses ein Erinne-

rungseffekt zu einer schnelleren Überwindung führt, ob ein solcher Erinnerungseffekt bis 

zum Folgetag andauert und welchen Einfluss Genotyp und Behandlung darauf haben. 

Für die tagesgleiche Wiederholung des Hindernisses „Tunnel“ konnte in den placebobehan-

delten Gruppen unabhängig vom Genotyp beobachtet werden, dass die Wiederholung 

schneller gelang. Die Epo-behandelten Gruppen hingegen erreichten diese schnelle Hinder-

nisüberwindungszeit bereits im Erstversuch und schlossen die Wiederholung wie den Erst-

versuch ab. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass Epo-behandelte Tiere das 
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einfache Hindernis „Tunnel“ bereits im Erstversuch so schnell überwinden, dass nur noch 

wenig Verbesserungspotential besteht. Die placebobehandelten Mäuse hingegen können 

vom Wiederholungsseffekt profitieren. In der nächsthöheren Schwierigkeitsstufe „Tunnel 

mit Einstreu“ schlossen Epo-behandelte WT die tagesgleiche Wiederholung erneut so 

schnell wie den Erstversuch ab, Epo-behandelte KO hingegen konnten sich angesichts hö-

herer Hindernisüberwindungszeit im Erstversuch in der tagesgleichen Wiederholung verbes-

sern, ebenso die placebobehandelten Gruppen. Besonders deutlich zeigt sich ein Wiederho-

lungseffekt in der höchsten Schwierigkeitsstufe „Nestmaterial“: Hier schlossen auch Epo-

behandelte WT in der tagesgleichen Wiederholung deutlich schneller ab als im Erstversuch, 

ebenso die Epo-behandelten KO und placebobehandelten WT. Die placebobehandelten KO 

hingegen konnten sich in der höchsten Schwierigkeitsstufe bei Wiederholung nicht mehr 

verbessern. Zusammengenommen ergibt sich hieraus ein Stufenmodell, nach welchem die 

Epo-behandelten WT in tagesgleichen Wiederholungen von Hindernissen der Puzzle Box am 

besten abschneiden, sie überwinden einfache Hindernisse bereits im Erstversuch zügig, ein 

Wiederholungseffekt zeigt sich daher erst bei dem anspruchsvollsten Hindernis „Nestmate-

rial“. Die Epo-behandelten KO schneiden vergleichbar gut ab, profitieren tendenziell jedoch 

schon ab einer leichteren Schwierigkeitsstufe vom Wiederholungseffekt. Die placebobehan-

delten Gruppen profitieren von Beginn an vom Wiederholungseffekt, wobei die placebobe-

handelten KO anders als die placebobehandelten WT in der höchsten Schwierigkeitsstufe 

nicht mehr profitieren können.  

Die Untersuchung tagesübergreifender Erinnerungseffekte beurteilt das Langzeitgedächtnis. 

Für die Wiederholung am Folgetag des einfachen Hindernisses „Tunnel“ benötigten alle 

Gruppen durchschnittlich die gleiche Zeit wie in der Wiederholung des Vortags. Die Über-

windung des nächstanspruchsvollen Hindernisses „Tunnel mit Einstreu“ hingegen bedurfte 

am Folgetag mehr Zeit als am Vortag. Hierbei war der zusätzliche Zeitbedarf bei Epo-be-

handelten Mäusen geringer als bei placebobehandelten Mäusen. In den anspruchsvollsten 

Schwierigkeitsstufen „Papierknäuel“ und „Nestmaterial“ stieg der Zeitbedarf zur Hindernis-

überwindung am Folgetag in allen Gruppen erheblich, viele Versuchstiere schlossen die Wie-

derholung nicht mehr erfolgreich ab. Es ist somit für Wiederholungen am Folgetag ein Er-

innerungseffekt für leichtere Hindernissen feststellbar, der in anspruchsvollen Hindernissen 

jedoch nicht mehr beobachtet werden kann.  

Zusammenfassend ergibt die Untersuchung der tagesgleichen Wiederholung und der Wie-

derholung am Folgetag Hindernis-spezifische Erinnerungseffekte in Abhängigkeit von Be-
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handlung und Genotyp. Die Epo-behandelten Gruppen sind den placebobehandelten Grup-

pen überlegen. Innerhalb der Epo-behandelten Gruppen sind WT in tagesgleichen Wieder-

holungen geringfügig besser als KO. Somit ergibt sich ein hierarchisches Stufenmodell, das 

die Ergebnisse der Gesamtauswertung bestätigt. 

Das herausgearbeitete Stufenmodell legt nahe, dass der Effekt der Epo-Behandlung auf das 

komplexe Zusammenspiel der verschiedenen kognitiven Funktionen in der Puzzle Box nicht 

ausschließlich über den klassischen EpoR vermittelt wird. Aus vorangegangenen Studien ist 

bekannt, dass neben dem EpoR auch weitere Epo-Rezeptoren im zentralen Nervensystem 

vorliegen (Ostrowski und Heinrich 2018). Eine für bestimmte kognitive Funktionen rele-

vante Rolle dieser weiteren Rezeptoren könnte insbesondere erklären, warum die Epo-Be-

handlung in KO nur in Interaktion mit bestimmten Hindernissen einen signifikanten Effekt 

bewirkt. Entsprechend könnte der EpoR in Projektionsneuronen einen zusätzlichen Epo-

Effekt auf andere kognitive Funktionen vermitteln. Ob die weiteren Epo-Rezeptoren für 

kognitive Funktionen tatsächlich eine relevante Rolle spielen, ist jedoch noch nicht abschlie-

ßend geklärt. Weitergehende Untersuchungen könnten die Rolle der jeweiligen Rezeptoren 

für kognitive Funktionen untersuchen. Dem vorteilhaften Epo-Effekt in KO könnte ande-

rerseits die Epo-Wirkung auf andere Zellen als Pyramidenzellen zugrunde liegen. So expri-

mieren beispielsweise Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten den EpoR (Ott et al. 

2015). Die Funktion dieser Zellen kann durch Epo positiv beeinflusst werden (Bond und 

Rex 2014; Wang et al. 2017; Zhou et al. 2017; Dewan et al. 2020). Der vorteilhafte Epo-

Effekt auf Gliazellen könnte somit zur Verbesserung kognitiver Funktionen beitragen. 

Der Versuchsaufbau der Puzzle Box sieht die Testung von Hindernissen verschiedenen 

Schwierigkeitsgrades vor. Die anspruchsvollen Hindernisse „Papierknäuel“ in der Wieder-

holung am Folgetag sowie „Nestmaterial“ wurden von vielen Mäusen nicht mehr innerhalb 

der vorgegebenen Zeit abgeschlossen, sodass sie manuell in den dunklen Bereich der Puzzle 

Box umgesetzt wurden. Dies beeinträchtigt die Untersuchung der kognitiven Funktionen, 

weil die tatsächlich benötigte Zeit zur Überwindung der Hindernisse und mögliche Unter-

schiede zwischen den Gruppen nicht ermittelt werden können. Eine Anpassung des Ver-

suchsablaufs könnte somit folgerichtig erscheinen. Allerdings verwundert, dass das Hinder-

nis „Papierknäuel“ am Vortag von deutlich mehr Mäusen gelöst wurde und die vorgegebene 

Zeit ausreichend war. Dies deutet darauf hin, dass die Motivation zur Überwindung an-

spruchsvoller Hindernisse maßgeblich von einem vorherigen Erfolgserlebnis abhängen 

könnte. Hierfür spricht, dass auch das Hindernis „Nestmaterial“ im Erstversuch von weni-

gen Mäusen gelöst wurde, die Mäuse daraufhin manuell in den dunklen Bereich der Puzzle 
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Box gesetzt wurden und das Hindernis in der tagesgleichen Wiederholung schließlich von 

deutlich mehr Mäusen gelöst werden konnte. Die Bedeutung der Motivation wird unterstützt 

durch die Beobachtung, dass die Hindernisse an zweiter Stelle des jeweiligen Versuchstages 

schneller überwunden wurden als die Hindernisse an erster Stelle, obwohl der Schwierig-

keitsgrad zunimmt. Somit könnte erwogen werden, bei den anspruchsvollsten Hindernissen 

auf die Wiederholung am Folgetag zu verzichten, da für die höchsten Schwierigkeitsgrade 

ohnehin kein Wiederholungseffekt mehr nachweisbar ist, und stattdessen ein leichteres Hin-

dernis zu wiederholen, das zuverlässig innerhalb der vorgegebenen Zeit überwunden werden 

kann. Dieses Erfolgserlebnis könnte die Motivation für den nächsthöheren Schwierigkeits-

grad steigern, sodass weniger Mäuse die vorgegebene Zeit ausreizten und eine bessere Ver-

gleichbarkeit zwischen den Gruppen bestünde. Die Motivation könnte ebenfalls erhöht wer-

den, indem im dunklen Bereich der Puzzle Box eine zusätzliche Belohnung, beispielsweise 

Enrichment oder Futter, bereitgestellt wird, die nach erfolgreichem Überwinden des Hinder-

nisses zugänglich wären. 

4.3 Erythropoietininduzierte Neurogenese 

Aus Vorarbeiten von Hassouna et al. (2016) ist bekannt, dass infolge des auch in Abbildung 

1 gezeigten dreiwöchigen Behandlungsschemas mit Epo eine Neurogenese im CA 1 beo-

bachtet werden kann. Hierbei nimmt die Anzahl der Pyramidenzellen um 20 % zu. Zur Un-

tersuchung der Rolle des EpoR für die Epo-induzierte Neurogenese wurde das Behandlungs-

schema in der Mauslinie NexCre::EpoR angewendet und die Zelldichte nach dreiwöchiger 

Behandlung mit Epo bzw. Placebo in WT und KO quantifiziert.  

In Epo-behandelten WT lag die Dichte der Pyramidenzellen signifikant und um 5,2 % höher 

als in placebobehandelten WT, sodass die Zunahme der Zelldichte qualitativ reproduzierbar 

ist, quantitativ jedoch geringer ausfällt als von Hassouna et al. (2016) beobachtet. 

Eine daraufhin durchgeführte retrospektive Analyse ergab, dass die geringere Zunahme der 

Zelldichte anteilig auf das folgende Artefakt zurückzuführen sein könnte: In den analysierten 

Hirnschnitten Epo-behandelter WT konnte vermehrt eine abweichende Konfiguration des 

CA 1 festgestellt werden. Hierbei variierte die auf dem Hirnschnitt repräsentierte Ausdeh-

nung des Stratum pyramidale. In Hirnschnitten mit schmalem Stratum pyramidale zwischen Stra-

tum oriens und Stratum radiatum lag eine regelmäßige Dichte der Pyramidenzellen vor. Hirn-

schnitte mit breitem Stratum pyramidale hingegen wiesen zentral eine höhere Dichte an Pyra-

midenzellen auf als an den Grenzen zu Stratum oriens und Stratum radiatum. Bei anzunehmen-

der unbeeinträchtigter Anatomie des CA 1 kann hierfür ein abweichender Schnittwinkel bei 
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der Anfertigung der Hirnschnitte infrage kommen. Da die Hirnschnitte nur aus der linken 

Hemisphäre angefertigt wurden, konnte keine exakte Ausrichtung des Schnittwinkels mit-

hilfe des Vergleichs zur rechten Hemisphäre erfolgen. Wird das CA 1 nicht mehr exakt ko-

ronar geschnitten, sondern in einem abweichenden Winkel, so vergrößert sich die ange-

schnittene Fläche. Hierbei ist die per se regelmäßige Zelldichte des CA 1 an den Außengren-

zen des Hirnschnitts vermindert, weil dort durch abweichenden Winkel zusätzliche Fläche 

aus dem CA 1 abgebildet wird. Dies kann erklären, warum die Zunahme der Zelldichte nach 

Epo-Behandlung mit ca. 5 % geringer ausfiel als von Hassouna et al. (2016) beschrieben. 

Eine weitere mögliche Erklärung für die geringere Zunahme der Zelldichte könnte in der 

geänderten Rezeptur der verwendeten Epo-Spritzen liegen. Hinweisend hierauf ist eine ge-

änderte Empfehlung der Applikationsroute durch den Hersteller, die anders als zuvor Infu-

sionen nicht mehr berücksichtigt. Eine Verringerung der Epo-stabilisierenden Begleitstoffe 

zum Schutz vor missbräuchlicher Verwendung wie beispielsweise Doping könnte zugrunde 

liegen. Somit würde das für die Versuchsdurchführung verdünnte Epo eine geringere biolo-

gische Aktivität als berechnet aufweisen und somit erklären, warum der Effekt auf die Zell-

dichte im CA 1 geringer ausfiel als von Hassouna et al. (2016) beschrieben.  

Es gilt jedoch, dass die potente Wirkung von Epo trotz der o.g. Umstände weiterhin nach-

weisbar ist. Zusammenfassend ist die Zelldichte Epo-behandelter WT ist im Vergleich zu 

Epo-behandelten KO signifikant höher. Somit spielt der EpoR eine relevante Rolle für die 

Epo-induzierte Neurogenese. Die placebobehandelten WT, placebobehandelten KO und 

Epo-behandelten KO weisen eine vergleichbare Zelldichte auf, sodass die Zelldichte des 

Stratum pyramidale durch die Deletion des EpoR unbeeinträchtigt scheint. Vergleichbar dem 

CRW kann dies als Hinweis gewertet werden, dass das Zusammenspiel von Epo und EpoR 

vorwiegend funktionssteigernde Effekte vermittelt. 

4.4 Genexpression von Erythropoietin und homodimerem 

Erythropoietin-Rezeptor 

Die Untersuchung der Genexpression von Epo und EpoR ermöglicht ein besseres Verständ-

nis ihres Zusammenwirkens zur Vermittlung prokognitiver Effekte. In vorangegangenen 

Studien wurde gezeigt, dass der Hippocampus und das CA 1 besonders Epo-responsive Hirn-

areale sind (Hassouna et al. 2016). Daher erfolgte die Untersuchung der Genexpression aus 

Gewebe des CA 1. Die Expression von Epo und EpoR wurde mithilfe von jungen Mäusen 

(P 28) der Linien NexCre::EpoR und NexCre::Epo untersucht. Hierzu erfolgte ein Vergleich 
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der jeweiligen WT und KO nach einer sechsstündigen endogenen Stimulation der Epo-Syn-

these mittels inspiratorischer Hypoxie (6 % O2) im Vergleich zu Normoxie (21 % O2). 

Die Untersuchung der Genexpression von Epo und EpoR unterliegt methodisch der Her-

ausforderung, dass sie sich an der unteren Grenze der Nachweisbarkeit mittels qRT-PCR 

bewegt. Beispielsweise konnte die Genexpression von Epo nur unter Hypoxie detektiert 

werden. In Einzelzell-RNA-Sequenzierung sind Epo und EpoR hingegen gar nicht detek-

tierbar (Wakhloo et al. 2020). Andererseits lag eine erhebliche Variabilität des absoluten Ex-

pressionsniveaus zwischen den Kohorten vor, sodass eine Normierung zum jeweiligen Wild-

typ unter Normoxie bzw. Placebo-Behandlung erfolgte. Dies erlaubt eine verbesserte Beur-

teilung der relativen Veränderungen in Abhängigkeit von der Behandlung. Vor diesem Hin-

tergrund sollten die untersuchten Veränderungen der Genexpression jedoch vorwiegend 

qualitativ und nachrangig quantitativ beurteilt werden. 

In den Mauslinien NexCre::EpoR und NexCre::Epo wurde die bekannte hypoxieinduzierte 

Genexpression von Epo bestätigt (Marti et al. 1996). In der Mauslinie NexCre::Epo nahm 

die Epo-Expression unter Hypoxie sowohl in WT als auch in KO zu. Dies lässt den Schluss 

zu, dass entweder andere Zellen als Pyramidenzellen die Epo-Synthese verantworten oder 

diese den Epo-Knockout in Pyramidenzellen kompensieren können.  

In der Mauslinie NexCre::EpoR war die Expression des EpoR in KO signifikant geringer als 

in WT, ungeachtet der Behandlung. Dieses Ergebnis bestätigt quantitativ den Knockout des 

EpoR. Dennoch konnte in KO eine Expression des EpoR nachgewiesen werden. Dies belegt 

die bekannte Expression des EpoR durch beispielsweise Mikroglia, Astrozyten, Oli-

godendrozyten und Endothelzellen (Bernaudin et al. 1999; Ott et al. 2015). Unter dem Ein-

fluss von Hypoxie nahm die Expression des EpoR in diesen Zellen signifikant ab.  

Somit ergeben sich aus der Genexpression von Epo und EpoR Hinweise auf das Zusam-

menwirken und die Bedeutung verschiedener Zelltypen für die Vermittlung prokognitiver 

Epo-Effekte. Diesbezüglich können weitere Untersuchungen erfolgen. Wie die methodisch 

erschwerte Nachweisbarkeit dokumentiert, bewirken bereits sehr niedrige Konzentrationen 

von Epo eine beachtliche Verbesserung kognitiver Funktionen. Die weitergehenden Unter-

suchungen zur Rolle des EpoR im Zusammenspiel verschiedener Zelltypen könnte daher 

beispielsweise mithilfe weiterer Knockout-Mauslinien der entsprechenden Zelltypen erfol-

gen. 
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4.5 Limitationen 

Die Rolle des EpoR in Projektionsneuronen wurde mithilfe der Mauslinie NexCre::EpoR in 

den Verhaltenstests CRW und Puzzle Box untersucht. In beiden Tests wurde das Zusammen-

wirken mehrerer kognitiver Funktionen erfasst, sodass eine Aussage über die allgemeine kog-

nitive Funktion in Abhängigkeit vom EpoR getroffen werden kann. Die zugrunde liegenden 

spezifischen kognitiven Funktionen können mithilfe der verwendeten Verhaltenstests jedoch 

nicht abgegrenzt werden. Dies sollte insbesondere beachtet werden, da die Vermittlung des 

vorteilhaften Epo-Effekts im CRW maßgeblich vom EpoR abhängig war, in der Puzzle Box 

jedoch nur teilweise. Daher weisen die Ergebnisse dieser Arbeit in Richtung weitergehender 

Untersuchungen mit spezifischen Verhaltenstests. Mithilfe dieser könnte auch die bislang 

begrenzte Aussagekraft zu Störfaktoren präzisiert werden. Grundsätzlich gilt für die Verhal-

tenstestung, dass hoch komplexes Verhalten gemessen wird, in welches eine Vielzahl ver-

schiedener Faktoren einfließt. Trotz standardisierter Durchführung sollten diese als mögliche 

Limitation respektiert werden (Kafkafi et al. 2018). 

Zum weitergehenden Verständnis der Rolle des EpoR wurde die Epo-induzierte Neuroge-

nese und die Regulation der Genexpression in Abhängigkeit vom EpoR untersucht. Beide 

Untersuchungen erfolgten an Gewebe des CA 1 des Hippocampus, sodass eine Aussage über 

die Involvierung weiterer Hirnareale nicht getroffen werden kann. Die Ergebnisse aller Un-

tersuchungen deuten darauf hin, dass ein komplexes Zusammenspiel von Epo und EpoR in 

verschiedenen Zellentypen die positiven Epo-Effekte vermittelt. Die Expressionsanalyse aus 

Gewebe des CA 1 lässt jedoch nur begrenzte Rückschlüsse auf die Rolle einzelner Zellen zu, 

sodass diesbezüglich weitere Untersuchungen erfolgen sollten. 

Obwohl zahlreiche Studien die Wirksamkeit von Epo im Menschen nachweisen konnten 

und Epo ein phylogenetisch konserviertes Glykoprotein darstellt, soll darauf hingewiesen 

werden, dass die Ergebnisse aus dem Mausmodell nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit 

auf den Menschen übertragbar sind. 

4.6 Ausblick 

Die Wirkung von Epo offenbart das Potential des Gehirns im Hinblick auf Neurogenese, 

neuronale Plastizität, Myelogenese, Inflammationskontrolle und kognitiver Leistungssteige-

rung. Somit vermittelt Epo Effekte, die der Pathogenese häufiger Erkrankungen des zentra-

len Nervensystems entgegenstehen: beispielsweise bei neurodegenerativen Erkrankungen, 
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Schlaganfall, Multiple Sklerose, Schizophrenie oder affektiven Störungen. Die für diese Er-

krankungen zur Verfügung stehenden Therapien sind bislang unzureichend, sodass für die 

Patienten ein großer Leidensdruck und für die Gesellschaft beachtliche ökonomische Kosten 

entstehen. Dies verdeutlicht den Bedarf verbesserter Behandlungsmöglichkeiten, die eine 

Reduzierung pathologischer bzw. Wiederherstellung physiologischer Prozesse ermöglichen 

sollten. Hierbei kommt der Wirkung von Epo und den zugrunde liegenden Mechanismen 

eine besondere Bedeutung zu. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der EpoR als maßgeblich 

beteiligte Struktur zur Vermittlung prokognitiver Effekte von Epo identifiziert und stellt so-

mit für die Entwicklung zielgerichteter Therapien ein relevantes Ziel dar. Perspektivisch vor-

stellbar wäre beispielsweise eine zukünftige Anwendung zur Behandlung der Alzheimer De-

menz, bei der bereits in frühen Stadien Neurone des CA zugrunde gehen. Hier könnte eine 

zielgerichtete Therapie entwickelt werden, die auf der Epo-induzierten und EpoR-vermittel-

ten Neurogenese basiert. 
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5 Zusammenfassung 

Der Verlust kognitiver Funktionen kennzeichnet neurodegenerative Gehirnerkrankungen 

und ist bislang nur unzureichend behandelbar. Erythropoietin, benannt nach seiner Rolle für 

die Blutbildung, zeigte in zahlreichen klinischen Studien auch kognitionssteigernde Funktio-

nen. Diese beruhen auf einer gehirnspezifischen Wirkung unabhängig vom Hämatokrit, bei-

spielsweise auf einer Erhöung der synaptischen Plastizität und Neurogenese im Hippocampus. 

Bislang ist jedoch unbekannt, welcher der vier mutmaßlichen Erythropoietin-Rezeptoren des 

Gehirns diese Funktionen vermittelt. Dieses Verständnis ist allerdings Voraussetzung für die 

Entwicklung zielgerichteter Therapien. Daher untersucht die vorliegende Arbeit die Rolle 

des „klassischen“, homodimeren Erythropoietin-Rezeptors (EpoR). Hierzu wird die Maus-

linie NexCre::EpoR verwendet, die eine Deletion des Epor-Gens spezifisch in Projektions-

neuronen erlaubt. Der Vergleich von Wildtypen und Knockouts erfolgt einerseits hinsicht-

lich der erythropoietininduzierten Zunahme kognitiver Funktionen in den Verhaltenstests 

Complex Running Wheel und Puzzle Box, andererseits hinsichtlich der erythropoietininduzierten 

Neurogenese und Genexpression im Cornu ammonis (CA) 1 des Hippocampus, welche histolo-

gisch bzw. mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion beurteilt 

werden. Im Complex Running Wheel erreichen erythropoietinbehandelte Wildtypen die höchs-

ten Laufstrecken, wohingegen erythropoietinbehandelte Knockouts den placebobehandelten 

Wildtypen und Knockouts ähneln. In der Puzzle Box sind Wildtypen tendenziell überlegen, 

jedoch profitieren auch Knockouts von einer Erythropoietin-Behandlung. Dies deutet auf 

eine differenzierte Bedeutung des homodimeren EpoR für spezifische Gehirnfunktionen 

hin. Die erythropoietininduzierte Neurogenese im CA 1 liegt in Wildtypen, jedoch nicht in 

Knockouts vor. Die Genexpression in den Mauslinien NexCre::EpoR und NexCre::Epo gibt 

Hinweise auf eine Wechselwirkung zwischen verschiedenen Zelltypen zur Vermittlung der 

Effekte von Erythropoietin. Zusammenfassend ist der (homodimere) EpoR in Projektions-

neuronen unabdingbar für die erythropoietininduzierte Zunahme kognitiver Funktionen im 

Complex Running Wheel sowie für die Neurogenese im CA 1. Für spezifische Hirnfunktionen 

besteht eine differenzierte Bedeutung des homodimeren EpoR. Gleichzeitig erscheinen die 

basalen kognitiven Funktionen placebobehandelter Mäuse durch den Knockout des EpoR 

unbeeinträchtigt. Demnach dient der homodimere EpoR in Projektionsneuronen vorrangig 

der Optimierung kognitiver Funktionen. Zukünftig könnte hieraus eine gezielte Therapie für 

kognitiven Funktionsverlust bei neurodegenerativen Erkrankungen entwickelt werden. 
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6 Summary 

Cognitive dysfunction and decline are clinical hallmarks of neurodegenerative brain diseases 

and yet await sufficient therapy. Proven in numerous clinical studies, erythropoietin, named 

after its function in stimulating hematopoiesis, also enhances cognitive function. Mechanis-

tically, erythropoietin exerts specific brain functions, independent of hematocrit, for instance 

an increase of synaptic plasticity and hippocampal neurogenesis. However, little is known about 

the brain erythropoietin receptor (EpoR) mediating these effects. Amongst four suspected 

brain EpoR, the ‘classical’, homodimeric EpoR is investigated in this thesis, aiming at reveal-

ing therapeutic targets suitable for counterbalancing cognitive decline. Utilizing the mouse 

line NexCre::EpoR, which allows a specific knockout of Epor gene in principal neurons, 

wildtypes and knockouts are compared with regard to erythropoietin-induced cognitive im-

provement in the behavioral tests complex running wheel and puzzle box. In addition, erythro-

poietin-mediated hippocampal neurogenesis and gene expression patterns in cornu ammonis 

(CA) 1 are assessed by immunohistochemistry and reverse transcription polymerase chain 

reaction, respectively. In the overnight complex running wheel, erythropoietin-treated wildtype 

mice perform superior, whereas erythropoietin-treated EpoR knockout mice match placebo 

treated wildtype and knockout mice. In puzzle box, wildtype mice tend to surpass knockout 

mice but both genotypes are responsive to erythropoietin treatment, indicating a varying role 

of the homodimeric EpoR on principal neurons depending on specific brain functions. CA 

1 neurogenesis is observed in wildtype mice following erythropoietin treatment, while knock-

out mice remain baseline irrespective of treatment. Gene expression patterns in knockout 

mice of NexCre::EpoR and NexCre::Epo mouse lines give first hints of an interaction be-

tween different cell types that collectively support erythropoietin brain function. In summary, 

the ‘classical’, homodimeric EpoR in principal neurons is indispensable for mediating en-

hanced cognitive function in complex running wheel, and also plays an important role for CA 1 

neurogenesis. Additionally, a different involvement of the homodimeric EpoR for specific 

brain function is noticed. Baseline cognitive function, represented by placebo treated mice, 

is not diminished in EpoR knockout mice, indicating that the homodimeric EpoR in princi-

pal neurons primarily serves as an ‘upgrading system’. Ultimately, this might be a promising, 

targeted approach for an advanced therapy of cognitive decline in brain diseases. 
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