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 Einleitung 

Einleitend wird der Weg von der Entdeckung des srGAP3-Proteins bis hin zur Frage-

stellung dieser Arbeit beschrieben.  

Ausgangspunkt der Forschung bildete 2002 die genetische Untersuchung eines geistig 

behinderten 16-jährigen Mädchens. Bei ihr wurde eine Translokation des kurzen Arms 

des dritten Chromosoms festgestellt (Endris et al. 2002). Wie für das sogenannte 3p-

Syndrom typisch, litt das Mädchen unter Hypotonie und einer starken mentalen Retar-

dierung in Form von extremer psychomotorischer Retardierung mit ataktischer Gangart, 

ruckartigen Armbewegungen, periodischem autoaggressiven Verhalten und dem nicht 

Erlernen der Sprache (Endris et al. 2002). Interessanterweise konnten jedoch andere cha-

rakteristische Symptome, wie Mikrozephalie, Herz- und Nierenfehler, Ohrdeformitäten 

und andere Wachstumsstörungen nicht festgestellt werden (Verjaal et al. 1978; Gunnars-

son et al. 2010). Es folgte eine genauere genetische Analyse. Sie ergab den Nachweis eines 

Strangbruchs außerhalb jeder bis dahin bekannten codierenden Strangregion. Die Ver-

mutung lag nahe, dass hier ein neues Gen betroffen sein musste. Weiterführende Unter-

suchungen bestätigen dies. Die betroffene Genregion codiert für ein transmembranpro-

tein-abhängiges Eiweiß, das „SLIT-ROBO RHO-GTPase-activating protein 3“ 

(srGAP3), oder „Mental disorder-associated GTPase-activating protein“ (MEGAP) 

(Endris et al. 2002), oder „WAVE-associated Rac-GTPase-activating protein“ (WRP) 

(Soderling et al. 2002).  

Es war bereits bekannt, dass Rho-GTPasen die Differenzierung von Neuronen beeinflus-

sen (Nakayama et al. 2000a; Nakayama et al. 2000b; Neumann et al. 2002) und bei 

Fehlfunktion mit mentaler Retardierung einhergehen können, wie zum Beispiel bei dem 

Verlust von Oligophrenin 1 (Allen et al. 1998; Billuart et al. 1998; Bergmann et al. 2003). 

SrGAP3 könnte demnach, über Aktivierung von Rho-GTPasen, regulatorisch auf die 
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neuronale Differenzierung wirken. Dahingehend konnte in Zellversuchen ein hemmender 

Einfluss von srGAP3 auf die Ausbildung von Adhäsionskontakten (Bacon et al. 2011), 

Lamellipodien (Krause et al. 2004; Endris et al. 2011; Chen et al. 2014) und Filopodien 

(Soderling et al. 2006; Soderling et al. 2007; Chen et al. 2014) nachgewiesen werden.  

In Expressionsanalysen bei der Maus zeigte sich eine starke Exprimierung von srGAP3 

im Bereich des Hippocampus‘ (Endris et al. 2002; Waltereit et al. 2008) (Abb. 1.1). Als 

eine der wenigen Regionen im Gehirn besitzt der zum Hippocampus gehörende Gyrus 

dentatus die Fähigkeit der adulten Neurogenese. Es konnte gezeigt werden, dass Störun-

gen dieser Funktion und Schäden im Hippocampus mit mentaler Retardierung einherge-

hen (Thompson et al. 1987; Jun et al. 2012; Schoenfeld et al. 2015). Aufgrund der starken 

Expression von srGAP3, dem Einfluss auf die neuronale Differenzierung und der damit 

in Verbindung stehenden Nähe zur adulten Neurogenese fokussiert sich die vorliegende 

Arbeit auf die Region des Hippocampus‘.  
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Ein folgend etabliertes Knockout-Mausmodell für srGAP3 wies einen stark auffälligen 

Phänotyp auf. Sowohl umfangreiche strukturelle, als auch habituelle Veränderungen 

konnten bei den Tieren festgestellt werden (Waltereit et al. 2012). Der Schädel der 

Knockoutmäuse war durch einen sichtbar ausgeprägten Hydrozephalus charakterisiert 

(Abb. 1.2). Das Volumen der Ventrikel aber auch die Gesamtgehirnmasse selbst stellte 

sich als vergrößert dar (Koschützke & Bertram et al. 2015).  

 

Abbildung 1.1: Expression von srGAP3 im Gehirn der Maus 

In-situ Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten srGAP3-Riboproben, Koronar-

schnitt 

PPtA: posteriorer parietaler AssoziationsKortex; Hi: Hippocampus; DG: Gyrus den-

tatus; A: Amygdala; Pir: piriformer Kortex; ACo: anteriorer kortikaler Kern der 

Amygdala  

(modifiziert nach Endris et al. 2002) 
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In Zusammenhang mit mentaler Retardierung kommen auch bei anderen Mausmodellen 

Hydrozephalen vor, wie zum Beispiel bei dem Verlust von Myosin IXa (Abouhamed et 

al. 2009), Oligophrenin1 (Khelfaoui et al. 2007) oder dem Zelladhäsionsmolekül L1 

(Demyanenko et al. 1999). 

Bei den srGAP3-Knockoutmäusen starben circa 10 % der der Tiere postnatal. Dies 

könnte in Zusammenhang mit dem Hydrozephalus stehen. Überlebten die Tiere diese 

Phase, erreichten sie das Erwachsenenalter, wiesen aber trotz dessen Anzeichen eines 

Hydrozephalus mit Vergrößerung der Ventrikel auf. (Waltereit et al. 2012).  

Habituell wiesen die srGAP3-defekten Tiere spontane Tics in Form von ständigem Put-

zen und Hüpfen auf. In verhaltensbiologischen Untersuchungen konnte eine psychomo-

torische Retardierung festgestellt werden. Neben den Tics zeigten sich diese in Einschrän-

kungen der motorischen Aktivität und des Sozialverhaltens. Die kognitiven Fähigkeiten 

                    SV 

                      VC 

                                        3V 

                               HI 

                                    TH 

Abbildung 1.2: Vergleich Koronarschnitt Kontrolltier/srGAP3-Knockout-

maus 

Links: Halbierter Koronarschnitt einer Wildtypmaus; Rechts: Halbierter Koronal-

schnitt einer srGAP3 Knockoutmaus; Golgi-Imprägnierung; 10-fache Vergrößerung 

VC: visueller Kortex; SV: Seitenventrikel; HI: Hippocampus; TH: Thalamus;  

3V: 3. Ventrikel 
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des Langzeitgedächtnisses schienen intakt zu sein, wobei sich die Funktionen des Kurz-

zeitgedächtnisses dagegen vermindert darstellten (Waltereit et al. 2012).  

1.1 Ziele der Arbeit 

An die Voruntersuchungen anschließend zielt die vorliegende Arbeit darauf ab, den Ein-

fluss von srGAP3 auf den Hippocampus aufzuklären. Der Gyrus dentatus wird diesbe-

züglich als wichtigster Informationseingang des Hippocampus‘ (Stafstrom 2005; Ander-

sen, 2007) ins Zentrum der Forschung gestellt. Mit Hilfe der Untersuchungen soll ein 

besseres Verständnis über die Wirkung und die Funktion von srGAP3 erreicht werden. 

In der Folge könnten die Ergebnisse dazu beitragen die genaue Pathogenese des beschrie-

benen Krankheitsbildes und Erkrankungen mit ähnlichen Symptomen, wie Schizophrenie 

oder Formen von Autismus und Depression, besser verstehen und behandeln zu können. 

1.2 Forschungsfragen und -hypothesen 

Folgende Fragen und Hypothesen sollen in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des Knock-

out-Mausmodells untersucht beziehungsweise überprüft werden: 

 

(F1): Beeinflusst srGAP3 das hippocampale Volumen?  

(H1): Knockoutmäuse weisen einen vergrößerten Hippocampus auf. 

Die Kopfform der SrGAP3-Knockoutmäuse lässt auf eine deutliche Volumenzunahme des 

Gehirns schließen. Untersuchungen zeigten neben stark vergrößerten Ventrikeln, auch 

eine Zunahme der Hirngesamtmasse und des Hirngesamtvolumens (Koschützke & Ber-

tram et al. 2015). Eine Vergrößerung des Hippocampalen Volumens ist demnach ebenfalls 

zu vermuten. 
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(F2): Welche Wirkung besitzt srGAP3 auf die Neurogenese und/oder die 

Zytogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus‘ aus? 

(H2): Bei den srGAP3-Knockoutmäusen kommt es zu einem Anstieg der Neurogenese- 

und Mitoserate. 

Eine mögliche Volumenzunahme des Hippocampus‘ könnte auch eine Zellzunahme zur 

Folge haben. Des Weiteren agiert srGAP3 als Regulatorprotein während der Neurogenese 

(Kap. 2.8).  

 

(F3): Beeinflusst SrGAP3 im Gyrus dentatus die Komplexität des neuronalen 

Netzwerks? 

(H3): Die SrGAP3-Deletion wirkt fördernd auf die Komplexität des neuronalen Netz-

werkes. 

Neben einer quantitativ-zellulären Veränderung in der fokussierten hippocampalen Re-

gion könnte ebenfalls eine qualitative Beeinflussung der zellulären Kommunikation durch 

die srGAP3-Deletion erfolgen. Begründet werden kann diese Vermutung durch einen 

hemmenden Einfluss von srGAP3 auf die Ausbildung von Filopodien, Lamellipodien und 

Adhäsionskontakten (Kap. 2.8). 

1.3 Überblick der verwendeten Methoden 

Die Untersuchung von Volumenveränderung des Hippocampus‘ erfolgt mittels eines 

Kleintier-Magnet-Resonanz-Tomogramms. Eine vektorenbasierte Software ermöglicht 

dabei die Beurteilung ohne deformierende Eingriffe.  

Zur Analyse der mikroskopischen Strukturen werden zur quantitativ-zellulären Beurtei-

lung der neuronalen Veränderungen immunhistochemische Färbungen durchgeführt. Als 

Marker der adulten Neurogenese dient der Antikörper für Doublecortin (DCX) (von Boh-
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len und Halbach 2007)  (Kap. 3.7.1). Ergänzend wird der Anti-Phospho-Histon-3-Anti-

körper ausgewählt. Dieser markiert alle Zellen, die sich kurz vor oder in der Mitose be-

finden gilt damit als ein Marker der mitotischen Aktivität (von Bohlen und Halbach 

2011) (Kap. 3.7.2). 

Qualitative Auswirkungen des Gendefekts auf das neuronale Netz werden mit Hilfe der 

Silberimprägnierung nach Golgi untersucht. Dabei wird die Oberfläche von Zellen mit 

Silber beschichtet und dadurch unter dem Mikroskop sichtbar. Sowohl der Dendriten-

baum, als auch die dendritischen Dornen können mit dieser Methode beurteilt werden 

und lassen dadurch Rückschlüsse auf den neuronalen Verknüpfungs- und Vernetzungs-

grad zu (Spigelmann et al. 1998) (Kap. 3.7.4). 
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 Neuroanatomische Grundlagen 

2.1 Limbisches System 

Das limbische System bezeichnet eine funktionelle Einheit von verschiedenen Kortexare-

alen und Kerngebieten. Dazu zählen Hippocampus mit Gyrus dentatus und Fornix, 

Gyrus cinguli, Gyrus parahippocampalis mit Area entorhinalis, Corpus amygdaloideum 

(Amygdala) und Corpus mamillare (Abb. 2.1). Weiterhin bilden große Bereiche des 

Riechhirns, Indusium griseum und Thalamusanteile Anteile des limbischen Systems (Tre-

pel, 2008). Verbindungen innerhalb des Systems bestehen beispielsweise über den Papez 

Neuronenkreis. Darüber hinaus gibt es ausgedehnte Verbindungen zu anderen Hirnab-

schnitten, wie dem Neokortex, Thalamus, oder dem Hirnstamm. Es wird demnach ein 

Erregungsaustausch zwischen neokortikalen, mesenzephalen und dienzephalen Struktu-

ren ermöglicht (Bähr et al., 2003).  

 

 

Abbildung 2.1: Limbisches Sys-

tem beim Menschen 

SC: Sulcus centralis; 

Fx: Fornix;  

Sp: Septum;  

Cm: Corpus mamillare; 

Ca: Corpus amygdaloideum; 

Hi: Hippocampus; 

Gcs: Gyrus cinguli sinistra; 

Gcd: Gyrus cinguli dextra 

(modifiziert nach Sejnowski et al. 

2014) 
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2.2 Topografie und Morphologie des Hippocampus‘ 

Der Hippocampus stellt eine zentrale Schaltstelle dar. Ihm gehören der Gyrus dentatus, 

das Ammonshorn und das Subiculum an (Trepel, 2008). Weiter fassend bildet die Hip-

pocampusformation eine wichtige funktionelle Einheit. Neben dem Hippocampus zählt 

zusätzlich der entorhinale Kortex, das Prä- und Parasubiculum zu dieser Formation (An-

dersen, 2007).  

Beim Menschen liegt der Hippocampus beidseitig im Lobus temporalis und bildet einen 

nach occipital verlaufenden paarigen Bogen (Abb. 2.1). Dieser umläuft anterior begin-

nend nach occipital-medial den 3. Ventrikel und setzt sich in den Fornix fort. Im Tem-

porallappen verdickt sich der Hippocampus nach anterior und besitzt auf der Oberfläche 

kleine Furchen. Diese tatzenähnliche Struktur wird als Pes hippocampus bezeichnet. 

Nach ventromedial wird der Hippocampus vom Gyrus parahippocampalis umfasst und 

steht nach dorsal mit den Seitenventrikeln in direktem Kontakt (Schiebler et al., 2007). 

Im mittleren Bereich finden sich zahnartige Ausstülpungen, welche nach medial in den 

Seitenventrikel hineinragen. Diese werden der Form nach als Margo denticulatus (lat. 

dens: Zahn) bezeichnet und beschreiben das superficiale Segment des Gyrus dentatus‘ 

(Abb. 2.2) (Duvernoy et al., 2013).  
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Bei der Maus besitzt der Hippocampus eine andere Lage. Seine Form umschließt im 

Gegensatz zum Menschen langgestreckt paarig den Thalamus und Hypothalamus. Dabei 

zeigt er sich als doppelter Halbmond nach anterior öffnend (Abb. 2.3). Die Hippocam-

pusformation ist nicht ventro-dorsal, sondern anterior-posterior angeordnet. Dies bedeu-

tet, dass sich nach posterior, mit dem Gyrus dentatus und dem Ammonshorn beginnend, 

das Subiculum, das Prä- und Parasubiculum und der entorhinale Kortex anschließt. Me-

dial liegen dem Hippocampus nicht die Seitenventrikel, sondern der 3. Ventrikel an. Die 

Seitenventrikel umfassen hier die laterale Fläche des Hippocampus (Moser et al. 2014; 

Paxinos et al., 2001). 

Abbildung 2.2: Hippocampusfor-

mation des Menschen 

Eröffnung des Lobus temproralis, Blick 

vom Seitenventrikel, Skala: 3,6 mm 

(1) intraventrikulare Sicht auf den Cor-

pus hippocampi; (2) Fimbria; (3) Tae-

nia fimbriae (rechter Pfeil); (4) Zähne 

der Margo denticularis; (5) Sulcus su-

perficialis; (6) Subiculum und Gyrus pa-

rahippocampalis; (7) Cauda hippo-

campi; (8) Calcar avis; (9) Trigonum 

collaterale; (10) Eminentia collateralis 

(modifiziert nach Duvernoy, H. et al., 

2013) 
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2.3 Funktionsweise und Histologie des Hippocampus‘ 

Die anatomische Unterteilung des Hippocampus‘ in Gyrus dentatus, Ammonshorn und 

Subiculum begründet sich auf dessen Funktionsweise. Als „trisynaptischer Kreis“ agieren 

diese Regionen miteinander.  

Der Gyrus dentatus stellt die wichtigste Afferenz des Hippocampus‘ dar. Ihn erreichen 

Informationen aus dem entorhinalen Kortex, welche über das erste Neuron des trisynap-

tischen Kreislaufs in die CA1-Region des Ammonshorns weitergeleitet werden. Dort ver-

bindet das zweite Neuron die CA1-Region mit der CA3-Region, woraufhin das dritte 

Neuron über das Subiculum die CA3-Region wieder mit dem entorhinalen Kortex ver-

bindet (Stafstrom 2005; Andersen, 2007) (Abb. 2.4). 

Abbildung 2.3: Lage der Hippo-

campusformation bei der Maus 

(A) Lage der Hippocampusforma-

tion 

(B) Hippocampusformation im 

Transversalschnitt 

 

DG: Gyrus dentatus 

CA 1-3: Cornu Ammonis Regionen 

PrS: Präsubiculum 

PaS: Parasubiculum 

MEC: medialer entorhinaler Kortex 

LEC: lateraler entorhinaler Kortex 

Layer II-V: Layer des entorhinalen 

Kortex 

(modifiziert nach Moser et al. 2014) 
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Entwicklungsgeschichtlich gehört der Hippocampus zum dreischichtigen Archikortex.  

Im Gyrus dentatus werden Stratum moleculare, Stratum granulosum und Stratum mul-

tiforme voneinander unterschieden (Duvernoy et al., 2013). 

In der mittleren Schicht befindet sich das Stratum granulosum (Abb. 2.5: 9). Die darin 

enthaltenen Zellkerne der glutamatergen Neurone werden Körnerzellen genannt. Ihre 

Dendriten reichen in das Stratum moleculare (Abb. 2.5: 8), welches in eine innere und 

eine äußere Schicht weiter untergliedert werden kann. Die äußere Schicht beinhaltet die 

Abbildung 2.4: Funktionsschema Hippocampusformation 

(Hippocampusformation (2000) URL: http://www.spektrum.de/le-

xika/images/neuro/fff456.jpg) 
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distalen Dendriten. Sie empfangen, über den Tractus perforantes, eingängige Informati-

onen aus dem entorhinalen Kortex (Abb. 2.4). Die innere Schicht wird von proximalen 

Dendriten durchzogen. Sie werden durch Kommissuren- und Assoziationsfasern des Hilus 

aus dem ipsi- und kontralateralen Hippocampus innerviert (Brylka, 2008).  

Im Stratum multiforme (Abb. 2.5: 10) durchziehen die Axone der Körnerzellen das Ge-

webe und projizieren als Moosfaserbündel auf die Pyramidenzellen der CA3- und CA4-

Region des Ammonshorns (Duvernoy et al., 2013). 

 

 

 

Abbildung 2.5: Histologischer Aufbau des menschlichen Hippocampus‘ 

(1) Alveus (2) Stratum oriens (3) Stratum pyramidale (3‘) Stratum lucidum 

(4) Stratum radiatum (5) Stratum lacunosum (6) Stratum moleculare des Ammons-

horns (7) Sulcus hippocampus (8) Stratum moleculare des Gyrus dentatus (9) Stra-

tum granulosum (10) Stratum multiforme; (11) Fimbria (12) Margo denticulatus 

(13) Sulcus fimbriodentatus (14) Sulcus hippocampus superficiale (15) Subiculum 

(modifiziert nach Duvernoy, H. et al., 2013) 



2 Neuroanatomische Grundlagen 

23 

 

Das Ammonshorn wird in 4 Regionen unterteilt (CA1 – CA4) und besitzt, entsprechend 

dem Informationsfluss von apikal nach basal 6 Schichten: Stratum moleculare, Stratum 

lacunosum, Stratum radiatum, Stratum pyramidale, Stratum oriens und der Alveus 

(Duvernoy et al., 2013).  

Die Pyramidenzellen befinden sich mittig im Stratum pyramidale (Abb. 2.5: 3). Sie be-

sitzen doppelte Dendritenbäume, welche sowohl in die apikale (apikale Dendriten), als 

auch in die basale Schicht (basale Dendriten) reichen.  

Die am weitesten apikal gelegene Schicht bildet das Stratum moleculare (Abb. 2.5: 6). 

Es liegt dem Tractus perforans an (Abb. 2.4). Fasern aus dem entorhinalen Kortex stellen 

hier synaptische Kontakte zu apikalen Dendriten der Pyramidenzellen her. 

Im Stratum lucidum (Abb. 2.5: 3‘) erreichen die Moosfasern der Körnerzellen aus dem 

Gyrus dentatus ebenfalls apikale Dendriten der Pyramidenzellen.  

Die kommissuralen und septalen Fasern kontaktieren im Stratum radiatum und lacuno-

sum (Abb. 2.5: 4, 5) die apikalen Dendriten.  

Basal des Stratum pyramidale werden im Stratum oriens (Abb. 2.5: 2) über sogenannte 

Schaffner-Kollateralen die Regionen des Ammonshorns (CA1 – CA4) untereinander ver-

netzt. Außerdem gibt es Verbindungen zum Subiculum und zum entorhinalen Kortex 

(Brylka, 2008). 

Über den Alveus und die Fimbria hippocampi (Abb. 2.5: 1, 11) werden die Axone der 

Pyramidenzellen mit dem Fornix verbunden (Duvernoy et al., 2013).  

 

Das Subiculum (Abb. 2.5: 15) beschreibt die Übergangszone zwischen Hippocampus und 

den entorhinalen Kortex. Es gehört zum dreischichtigen Archikortex und beinhaltet wie 

der Gyrus dentatus ein Stratum moleculare, ein Stratum pyramidale und ein Stratum 

multiforme (Duvernoy et al., 2013). Das Stratum pyramidale enthält die Perikarien der 

Neurone. Das Stratum moleculare liegt der apikalen Schicht der CA1-Region an und 
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beinhaltet die Dendriten mit kommissuralen Fasern. Im Stratum multiforme befinden 

sich gleichsam die Axone, welche neben hippocampusinternen Verschaltungen und Wei-

terleitung über den Fornix den entorhinalen Kortex im Gyrus parahippocampalis ansteu-

ern. Dieser führt über den Tractus perforans Fasern wieder zum Gyrus dentatus. Dadurch 

wird die trisynaptischen Verschaltungskette der Hippocampusformation zum Ausgangs-

punkt zurückgeführt und bildet ein modellierbares Kreislaufsystem (Stafstrom 2005). Ne-

ben glutamatergen Körner- und Pyramidenzellen kommen noch verschiedene Interneu-

rone vor. Diese nehmen Einfluss auf die Stärke der Weiterleitung und beschränken sich 

nicht auf einzelne Zellschichten (Bähr et al., 2003; Rolls 2015). 

 

Über Verbindungen zum Hypothalamus, den Septumkernen und dem Gyrus cinguli 

nimmt der Hippocampus Einfluss auf das vegetative Nervensystem und die Regulation 

von endokrinen, viszeralen und emotionalen Geschehnissen. Über die Verknüpfungen zu 

kognitiven Arealen des Neokortex ist er maßgeblich an Lernprozessen und der Ausbildung 

des Gedächtnisses beteiligt (Bähr et al., 2003). Insbesondere besitzt der Hippocampus 

die Funktion Informationen vom Kurzzeit- in das Langzeitgedächtnis überführen zu kön-

nen (Zola-Morgan et al. 1986; Squire 1986). Eine Läsion des Hippocampus kann somit 

zu unterschiedlichsten Formen von Gedächtnisstörungen und mentaler Retardierung füh-

ren (Thompson et al. 1987) und steht unter anderem daher im Focus der Forschungsar-

beit. 

2.4 Neuronaler Feinbau 

Die Grundstruktur der Hippocampalen Neurone lässt sich in drei Teile untergliedern 

Dendriten, Zellkörper und Axon. Die Afferenzen erreichen das Neuron über ein oder 

mehrere Dendriten, welche aus dem Zellkern entspringen. Mit Hilfe von Aktionspotenzi-
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alen werden Informationen zum nächsten Neuron über das Axon gesendet. Der interzel-

luläre Informationsaustausch selbst findet über den synaptischen Kontakt zwischen dem 

Axon des ersten und dem Dendrit des nächsten Neurons statt. Der Dendrit besitzt auf 

der Oberfläche sogenannte Spines, die mit den Synapsen am Ende der Axone interagie-

ren. Eine Interaktion erfolgt hauptsächlich über Neurotransmitter. Je nach chemischer 

Substanz wird in der Folgezelle entweder eine Verstärkung oder eine Verringerung des 

Membranpotenzials erzeugt. Überschreitet das Membranpotenzial eine bestimmte 

Grundspannung wird ein Aktionspotenzial ausgelöst. Dieses erzeugt, je nach Zelle und 

Neurotransmitter in der Folgezelle wiederum eine Verstärkung oder Verringerung des 

Membranpotenzials (Trepel, 2008).  

Im Hippocampus besitzen die Körner- und Pyramidenzellen den Neurotransmitter Glu-

tamat, welcher eine potenzialverstärkende Funktion in der Folgezelle besitzt (Leranth et 

al., 2007; Duvernoy et al., 2013). Interneurone besitzen häufig Gamma-Amino-Butter-

säure (GABA) als Neurotransmitter. Dieser zählt zu den hemmenden Neurotransmittern.  

Es konnte gezeigt werden, dass durch Verlust von Neuronen und dem Rückgang von 

Zell-Zell-Verbindungen im Hippocampus die Fähigkeit von Lern- und Gedächtnisprozes-

sen abnehmen (Zola-Morgan et al. 1986; Kitamura et al. 2014). 

Zur Beurteilung von neuronalen Zell-Zell-Verbindungen spielen die dendritischen Dornen 

(„Dendritic Spines“)eine bedeutende Rolle (Smrt et al. 2010). Im Gegensatz zu den axo-

nalen Synapsen, lassen sich Spines gut anfärben und bieten einen verlässlichen Anhalt 

für bestehende synaptische Kontakte (Yuste, 2010). Die dendritischen Dornen lassen sich 

in Hals- und Kopfbereich untergliedern. Der Hals liegt dem Dendriten an und der Kopf 

bildet die Zone des synaptischen Kontaktes aus. Abbildung 2.6 gibt eine Übersicht über 

die häufigsten Spineklassen. Es werden filopodienartige (Filopodia), dünne (Thin), kurze 

(Stubby), pilzartige (Mushroom) und verzweigte (Branched) Spines unterschieden. Die 

filopodienartigen Spines verfügen über einen langen dünnen Hals, als auch über einen 
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dünnen Kopf und sind deutlich länger, als die ähnlich gebauten Thin Spines. Stubby 

Spines kommen sehr häufig während der frühen postnatalen Entwicklung vor. Sie besit-

zen keinen Hals, denn der Kopf liegt dem Dendritenast direkt an. Mushroom Spines 

zeichnen sich durch einen breiten Spinekopf aus und sind typischerweise während des 

Erwachsenenalters zu finden. Branched Spines weisen zwei oder mehr Verästelungen auf 

und sind im Vergleich zu den anderen Spineklassen weniger häufig (Yuste, 2010). 

 

 

2.5 Fähigkeit der adulten hippocampalen Neurogenese 

Eine Besonderheit des Hippocampus‘ ist die fast einzigartige Fähigkeit der adulten Neu-

rogenese. Neben dem Gyrus dentatus des Hippocampus ist bisher nur aus dem Riechhirn 

Abbildung 2.6: Spineklassen 

(A) Typische Spineformen des Kortex‘; Geometrische Charakteristika unterhalb 

aufgeführt 

(B) Sekundärer Dendrit einer Pyramidenzelle der Lamina II/III des primären visu-

ellen Kortex der Maus; Golgi imprägniert; die unterschiedlichen Spineklassen sind 

farblich übereinstimmend mit Bild (A).; Skala 5 µm 

(modifiziert nach Risher, W. C. et al. 2014) 
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und der subventrikulären Zone bekannt, dass sich Neurone noch im Erwachsenenalter 

aus Vorläuferzellen (Progenitorzellen) entwickeln können. Zur Untersuchung der Neuro-

genese werden Neurogenesemarker zur Hilfe genommen. In Form von Antikörpern kön-

nen mit ihnen neu entstandene Zellen gekennzeichnet und sogar in das jeweilige Stadium 

der neuronalen Entwicklung eingeordnet werden. Dies ist durch die unterschiedliche Ex-

primierung von Proteinen während bestimmter Entwicklungsphasen der Zellen möglich. 

Bei der Entstehung neuer Neurone aus der subgranularen Zone des Gyrus dentatus kön-

nen fünf Stadien unterschieden werden. In der Proliferationsphase steigert sich die Tei-

lungsrate der neuronalen Vorläuferzellen. Aus diesen differenzieren sich im zweiten Sta-

dium junge Neurone (Differenzierungsphase). Während des Stadiums der Migration er-

reichen die neuen Zellen das Stratum granulosum des Gyrus dentatus. Dort beginnen sie 

Axone in Richtung des Stratum multiforme und Dendriten in die Molekularschicht aus-

zubilden (Targeting). Im letzten Stadium erfolgt die synaptische Integration der Neurone 

in die hippocampale Struktur (Abb. 2.7) (von Bohlen und Halbach 2007).  
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2.6 Migration und Targeting im Rahmen der Neurogenese 

Sowohl in der embryonalen als auch in der adulten Neurogenese bewegt sich eine neue 

Nervenzelle vom Ort ihrer Entstehung zur Zielposition und integriert sich dort in das 

neuronale Netzwerk. Doch woher kennen die Zellen ihre Zielposition und wie bewegen sie 

sich an diesen Ort? 

Die zielgerichtete Wegfindung erfolgt durch Chemotaxis. Dabei werden in der Zielregion 

chemische Substanzen ausgeschüttet. Der Brain-derived neurotrophic factor (BNDF), 

Abbildung 2.7: Stadien der Neurogenese und Neurogenesemarker 

(1) Proliferationsphase (blau); (2) Differenzierungsphase (grün); (3) Migrations-

phase (gelb); (4) Phase des Targeting (orange); (5) Synaptische Integration (rot) 

Unterhalb der Stadienübersicht ist der Zeitraum der Exprimierung der Neurogene-

semarker entsprechend der Farbmarkierung aufgezeigt. 

(modifiziert nach Bohlen Und Halbach, O. von 2007) 
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oder der Nervenwachstumsfaktor (NGF) sind nervensystemspezifische Beispiele dafür 

(Behar et al. 1994; Behar et al. 1997). Die migrierenden Zellen erkennen mit Hilfe von 

Rezeptoren auf ihrer Zelloberfläche diese Stoffe. Je nach Substanz kann in Abhängigkeit 

vom Konzentrationsgradienten eine lockende oder abstoßende Wirkung auf die Zellen 

entstehen (Lodish, 2000). 

Die Zellbewegung selbst erfolgt durch das Zusammenspiel von Polarisation, Protrusion, 

Adhäsion, Translokation und Retraktion (Vicente-Manzanares et al. 2007). Polarisation 

beschreibt die signalgesteuerte Ausrichtung der Zelle. Dabei werden Regulatoren durch 

extrazellulären chemotaktischen Signale aktiviert. Sie generieren in der Zelle einen Mig-

rationsrand in Bewegungsrichtung („leading edge“) und einen entgegengesetzten Nach-

zugsrand („trailing edge“) (Ridley et al. 2003; Swaney et al. 2010) (Abb. 2.8).  
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Für die eigentliche Bewegung, der Protrusion, von Neuronen spielt der sogenannte 

Wachstumskegel (growth cone“) eine bedeutende Rolle. Er befindet sich am Migrations-

rand und ermittelt die Bewegungsrichtung der Zelle (Abb. 2.9 ).  

Abbildung 2.8: Zellmigration 

Nach der Polarisation (dargestellt als blauer Farbverlauf) durch extrazelluläre Sub-

strate erfolgt die Protrusion. Aktinfilamente induzieren die Formation von Lamelli-

podien und Filopodien. Die Adhäsion beginnt mit der Bildung von jungen fokalen 

Komplexen, die zu fokalen Adhäsionen reifen. Zur Translokation wird der Hauptteil 

des Zellkörpers mit Unterstützung von kontraktilen Kräften durch Aktin/Myosin in 

Migrationsrichtung verlagert. Schließlich wird der restliche Zellkörper nach Abbau 

von Adhäsionskontakten und Zytoskelettstrukturen nachgezogen – Retraktion.  

(modifiziert nach Yamazaki, D. et al. 2005b) 
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Seine Oberfläche ist durch dynamisch auswachsende Zellfortsätze charakterisiert, die als 

Filopodien und Lamellipodien bezeichnet werden. Filopodien werden von parallel gebün-

delten Aktinfilamenten durchzogen und ragen weit aus dem Zellkörper heraus. Lamelli-

podien bilden eher flächige Vorstülpungen und zeichnen sich durch stark verzweigte 

Netzwerke von Aktinfilamenten aus. Mit den Zellfortsätzen untersucht der Wachstums-

kegel die extrazelluläre Umgebung. Werden chemotaktische Lockstoffe detektiert, wächst 

er als Leitneurit („leading neurite“) aus der Zelle auf die Zielposition zu. Die Bewegung 

selbst geschieht mit Hilfe von Polymerisationsvorgängen des Zytoskeletts und Adhäsio-

nen der Zelle an der extrazellulären Matrix durch fokale Kontakte (Kap. 2.7). Entspre-

chend der Bewegungsrichtung erfolgt der Auf- bzw. Abbau der Strukturen. 

Im nächsten Schritt, der Translokation, wird der Zellkörper mit dem Zellkern dem Leit-

neuriten nachgezogen. Der Abbau der Zelladhäsionskontakte und des Zytoskeletts be-

schreibt die Retraktion. Erreicht die Nervenzelle ihre endgültige Zielposition, fungiert der 

Abbildung 2.9: Wachstumskegel 

Links: Schema eines Wachstumskegels; Rechts: Elektronenmikroskopische Auf-

nahme einer Zelle mit ausgeprägtem Wachsumskegel 

(modifiziert nach http://www.bio.miami.edu/ktosney/images/ResHomSEMgc.jpg 

und https://classconnection.s3.amazonaws.com/101077/flashcards/718838/jpg/pic-

ture12.jpg) 
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Wachstumskegel als auswachsendes Axon. Die Migration geht damit in das Targeting 

über. Das Axon wächst auf die Zielzellen zu und bildet über Synapsen synaptische Kon-

takte aus. Ähnlich dem Auswachsen des Axons und der Bildung von Synapsen erfolgt 

die Aussprossung des Dendritenbaumes mit den dendritischen Spines. Diese verbinden 

sich wiederum mit Synapsen von sendenden Neuronen. Die dadurch neu entstehenden 

vor- und nachgeschalteten Verknüpfungen führen schließlich zur Integration des Neurons 

in das neuronale Netzwerk (Purves et al., 2001). 

2.7 Die Dynamik der Zytoarchitektur während der Zellbewegung 

Der Kreislauf der Zellbewegung wird durch die Registrierung von ausgeschütteten 

chemotaktischen Stoffen mittels Rezeptoren auf der Zelloberfläche initiiert. Die Rezepto-

ren bewirken daraufhin Konformationsänderungen von Transmembranproteinen, 

wodurch die Weitergabe von Bewegungsinformationen aus dem Extra- in den Intrazellu-

larraum ermöglicht wird. Slit-Robo stellt ein solches Transmembransystem dar (Prasad 

et al. 2007). Es beeinflusst in der Zelle bewegungsrelevante Folgesysteme (Abb. 2.10). 

Zytoskelettmodellierende Rho-GTPasen, wie CDC42, RhoA, oder Rac1 werden durch 

das Slit-Robo-System aktiviert. Es katalysiert die Bindung von GTP und somit die Ak-

tivierung der GTPasen. Diese können daraufhin mit Zielproteinen interagieren, welche 

wiederum Effektoren für die Zellbewegung beeinflussen (Charest et al. 2007; Govek et al. 

2011). Das Zielprotein Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASp) oder Wiskott-Aldrich 

syndrome protein family member 1 (WAVE1) spielt hierbei eine bedeutende Rolle. Es 

initiiert die Bindung von Arp2 an Arp3 und bildet damit den Arp2/3-Komplex. Als 

Effektor trägt dieser sowohl Vernetzung bestehender Aktinfilamente, als auch zu ihrer 

Neuentstehung bei. Für die Vernetzung verknüpft der Arp2/3-Komplex Aktinfilamente 

mit „capping-end“ End-zu-Seit oder End-zu-End miteinander. Bei der Generierung neuer 

Filamente bindet der Arp2/3-Komplex Aktin-Monomere. Lagern sich an diese weitere 



2 Neuroanatomische Grundlagen 

33 

 

Aktin-Monomere an, verlängern sich die entstehenden Stränge und entwickeln sich zu 

neuen Aktinfilamenten (Mullins et al. 1998; Shakir et al. 2008). Erreichen die neuen 

Filamente die Zellmembran, erzeugen die fortlaufenden Aktinanlagerungen eine mecha-

nische Kraft. In der koordinierten Polymerisation wird die vorgelagerte Zellmembran 

dadurch in Richtung der Migration gedrückt. Der eigentliche Bewegungsvorgang beginnt 

(Watanabe et al. 2002). An der gegenüberliegenden „Nachzugsfront“ findet der entge-

gengesetzte Prozess statt. Hier werden Aktinfilamente durch Depolymerisation abgebaut 

und dadurch die Zellmembran nachgezogen (Le Clainche et al. 2008). Der vorgeschaltete 

Aufbau und nachgeschaltete Abbau von Aktin wird auch als Aktin-Tretmühle („actin-

treadmill“) bezeichnet und führt im kombinierten Ablauf zur Bewegung der Zelle (Pol-

lard et al. 2003; Pollard 2007). 
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Abbildung 2.10: Modell der „Aktin-Tretmühle“ 

(1) Extrazelluläre Signale aktivieren Rezeptoren und Transmembranproteine. 

(2) Die damit assoziierte Signaltransduktion bewirkt die Aktivierung von Rho-fa-

mily GTPasen und PIP2. (3) Diese aktivieren WASp/Scar Proteine. 

(4) WASp/Scar Proteine führen zur Verbindung des Arp2/3 Komplexes und Bin-

dung von Aktin-Monomeren. (5) Rapide Polymerisation an den „barbed ends“ des 

neuen Aktinstranges (6) drücken die Zellmembran in Migrationsrichtung. (7) Cap-

ping-Proteine beenden die Polymerisation. (8) Aktinfilamente werden durch Hydro-

lyse von Aktin-gebundenem ATP zu ADP abgebaut (weiße Untereinheiten verfärben 

sich gelb). Darauf folgt die Dissoziation des γ-Phosphats (Untereinheiten verfärben 

sich rot). (9) ADF/Cofilin unterstützt die Phosphatdissoziation, trennt ADP-Aktin-

filamente und fördert die Dissoziation von ADP-Aktin von den Enden der Filamente. 

(10) Profilin katalysiert den Austausch von ADP durch ATP (Untereinheiten wird 

weiß). (11) Profilin-gebundenes ATP-Aktin steht wieder für die Verlängerung der 

„barbed ends“ zur Verfügung. (12) Rho-family GTPasen aktivieren außerdem die 

PAK und LIM-Kinase, welche ADF/Cofilin phosphorylieren. 

(modifiziert nach Pollard, T. D. 2007) 
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2.8 SrGAP3 im molekularen Kontext – Stand der Forschung 

SrGAP3 beeinflusst sowohl das Zytoskelett, als auch extrazelluläre Adhäsionskontakte. 

Beide Strukturelemente spielen essentielle Rollen für die Neurogenese, neuronale Diffe-

renzierung und die neuronale Integration (siehe Kap. 2.5 bis 2.7). 

Bisher sind drei funktionelle Regionen bekannt, mit denen srGAP3 interagiert und regu-

latorische Wirkungen erzielt: die F-Bar-Domäne, die SH3-Domäne und die Rho-GAP-

Domäne (Abb. 2.11).  

 

 
Abbildung 2.11: Molekulare Beziehungen von srGAP3 



2 Neuroanatomische Grundlagen 

36 

 

Die „inverse FCH-Bin-Amphiphysin-Rvs-Untereinheit“ (IF-Bar-Domäne) (Abb. 2.11 – 

orange) spielt für die Protrusion der Zelle eine bedeutende Rolle (Coutinho-Budd et al. 

2012). Sie ermöglicht die Bindung an Phospholipide und damit die Anheftung an die 

Zellmembran (Carlson et al. 2011).  

 

SrGAP3 kann daraufhin mit seiner „C-terminal Src homology 3“-Untereinheit (SH3-

Domäne) (Abb. 2.11 – grün) (Soderling et al. 2002) die Bindung zum Transmembran-

komplex Slit-Robo herstellen (Wong et al. 2001; Bacon et al. 2011). Diese Verknüpfung 

ermöglicht in der Folge eine direkte Beeinflussung von srGAP3 durch extrazelluläre Sig-

nale (Ma et al. 2007; Andrews et al. 2008; Dickinson et al. 2010).  

Weitere Bindungspartner der SH3-Dömane sind WAVE1 (Soderling et al. 2002) und 

Lamellipodin (Endris et al. 2011). Diese können über verschiedene Signalkaskaden Ein-

fluss auf die Ausbildung von Filopodien nehmen (letzter Abschnitt dieses Kapitels 2.8). 

Adhäsionskontakte können von srGAP3 sowohl direkt über die SH3-Domäne (Endris et 

al. 2011), als auch indirekt über die Rho-GAP-Domäne beeinflusst werden.  

 

Die „Rho-Protein-GTPase-aktivierende Untereinheit“ (Rho-GAP-Domäne) (Abb. 

2.11 – blau) stimuliert die GTPase-Aktivität von Rho-Proteinen (Endris et al. 2002; 

Chen et al. 2011). GTPasen katalysieren die Reaktion von GTP zu GDP. Aktive Rho-

Proteine liegen in GTP-gebundener Form vor und Rho-Proteine in GDP-gebundener 

Form sind inaktiv. Die GTPase der srGAP3-Rho-GAP-Domäne führt somit zur Inakti-

vierung der Rho-Proteine (Ma et al. 2013; Bacon et al. 2013). Für das Rho-Protein Rac1 

konnte eine starke und für Cdc42 eine moderate Hemmung nachgewiesen werden. RhoA 

wird dagegen von srGAP3 nicht beeinflusst (Yang et al. 2006). Zusätzlich wirkt srGAP2 

fördernd auf die Rho-GAP-Domäne von srGAP3 und somit hemmend auf Rac1 und 

CDC42 (Ma et al. 2013). 
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Die Rho-Proteine selbst wirken fördernd auf die Ausbildung von fokalen Kontakten (No-

bes et al. 1995), Adhäsionskontakten (DeMali et al. 2003) und über Arp 2/3 fördernd 

auf die Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien (siehe Kap 2.7).  

Im Detail bindet und verstärkt CDC42 die Aktivität des „Wiskott-Aldrich-Syndrom-

Proteins“ (WASP) (Rohatgi et al. 2000; Haddad et al. 2001). Dieses fördert seinerseits 

die Aktivierung von Arp 2/3-Komplexen (Govek et al. 2005; Takenawa et al. 2007) und 

beeinflusst die Polarisierung der Zelle (Bouma et al. 2011).  

Rac1 verstärkt die Aktivität des „WASP-family verprolin-homologous protein 1“ 

(WAVE1) (Ma et al. 2013). WAVE1 fördert ebenfalls die Aktivierung von Arp 2/3-

Komplexen und damit die Initiierung neuer Aktinfilamente und deren Verknüpfung (Su-

etsugu et al. 2003; Soderling et al. 2006; Shakir et al. 2008; Chen et al. 2014). Über die 

Bindung der SH3-Domäne von srGAP3 (Soderling et al. 2002) kann WAVE1 eine För-

derung der srGAP3-Rho-GAP-Domäne bewirken (Soderling et al. 2007). In der Folge 

entsteht, durch die Hemmung von Rac1, eine negative Feedbackhemmung von WAVE1. 

Aufgrund der Verbindung von WAVE1 zur SH3-Region von srGAP3 besitzt srGAP3 

auch das Synonym WAVE1-related protein (WRP) (Carlson et al. 2011). 

Neben der Aktivierung von Arp 2/3 verstärkt WAVE1 die Aktivierung von Ena/Vasp-

Proteinen (Chen et al. 2014). Diese führen über eine Verhinderung des cappings von 

Aktinfilamenten (Krause et al. 2003; Bear et al. 2009; Winkelman et al. 2014) (Abb. 2.10 

(7)) zu einer Hemmung der Verzweigungsrate bei gleichzeitiger Förderung der Initiierung 

und Verlängerung von Aktinfilamenten (Skoble et al. 2001; Krause et al. 2003). Über 

diesen Weg (WAVE1 -> Ena/Vasp -> Arp 2/3) werden somit eher die Ausbildung von 

Filopodien gefördert und die Ausbildung von Lamellipodien reduziert (Krause et al. 2003; 

Lebrand et al. 2004; Bear et al. 2009; Winkelman et al. 2014).  

SrGAP3 kann jedoch auch mit Bindung von Lamellipodin an der SH3-Domäne (Endris 

et al. 2011) fördernd auf die Ausbildung von Lamellipodien wirken (Krause et al. 2004). 
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Zusammenfassend konnten bisher umfassende Mechanismen aufgezeigt werden, mit de-

nen srGAP3 regulierend auf die Ausbildung von Adhäsionskontakten, Filopodien und 

Lamellipodien wirken kann.  
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 Material und Methoden 

3.1 Antikörper und Chemikalien 

Phospho-Histon H3 Antikörper 

Anti-P-Histone H3 (Ser 10)-R: sc-8656-R  

Polyklonale Kaninchen-Antikörper  

Santa CRUZ Biotechnology, INC. 

 

Doublecortin Antikörper  

Anti-Doublecortin (C-18): sc-8066  

polyklonale Ziegen-Antikörper 

Santa CRUZ Biotechnology, INC. 

 

Cy3-konjugiertes Ziegen-anti-Kaninchen IgG (H+L) 

Code Number: 111-165-003 

Lot Number: 86700 

Gefriergetrocknetes Pulver 

Puffer: 0.01M Natriumphosphat, 0.25M NaCl, pH 7.6 

Stabilisator: 15 mg / ml Rinderserumalbumin (IgG-Frei, Protease-Frei) 

Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid 

Jackson Immuno Research Laboratories, INC. 

Dianova Forschungsreagenzien, Immunodiagnostik 
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Cy3-konjugiertes Streptavidin 

Code Number: 016-160-084 

Lot Number: 86400 

Gefriergetrocknetes Pulver 

Konzentration: 1.8 mg / ml 

Puffer: 0.01M Natriumphosphat, 0.25 M NaCl, pH 7.6 

Stabilisator: 15 mg / ml Rinderserumalbumin (IgG-Frei, Protease-Frei) 

Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid 

Jackson Immuno Research Laboratories, INC. 

Dianova Forschungsreagenzien, Immunodiagnostik 

 

Biotinyliertes anti-Ziegen IgG (H+L) 

Lot No. W0328 

Puffer: 10 mM Phosphat, pH 7.8, 0.15M NaCl 

Konservierungsmittel: 0.08 % Natriumazid  

Vector Laboratories, INC. 

Linaris Biologische Produkte GmbH 

 

Ziegenserum 

Code Number: 005-000-121 

Lot Number: 90574 

Gefriergetrocknetes Pulver 

Konzentration: 60.0 mg / ml 

Puffer: 0.01 M Natriumphosphat, 0.25M NaCl, pH 7.6 

Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid 

Dianova Forschungsreagenzien, Immundiagnostik 
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Pferdeserum 

Code Number: 008-000-121 

Lot Number: 88966 

Gefriergetrocknetes Pulver 

Konzentration: 60.0 mg / ml 

Puffer: 0.01 M Natriumphosphat, 0.25M NaCl, pH 7.6 

Konservierungsmittel: 0.05 % Natriumazid 

Dianova Forschungsreagenzien, Immundiagnostik 

 

Mowiol der Firma Calbiochem 

Es werden 10 g Mowiol in 40 ml PBS über Nacht verrührt. Am nächsten Tag wird 

20 ml Glycerol (Glycerin für Fluoreszenz-Mikroskopie) hinzugefügt und für ca. 8-10 h 

verrührt. Nach einer 15-minütigen Zentrifugation bei 6000 U/ min wird die Lösung bei 

-20 °C bis zur Benutzung eingefroren. 

3.2 Geräte und Hilfsmittel 

Magnet-Resonanz-Tomograph 

7 Tesla ClinScan animal scanner BioSpin der Firma Bruker, Ettlingen, Deutschland 

Innerer Durchmesser: 15,4 cm 
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Mikroskope 

Axioplan 2 Imaging, Zeiss, Germany 

Objektive: 

 Vergrößerung Marke Name des Objektivs Seriennummer 

 2,5 x / 0,075 Zeiss Plan NEOFLUAR 440310 

 5 x / 0,15 Zeiss Plan NEOFLUAR 440320 

 10 x / 0,30 Zeiss Plan NEOFLUAR 440331 

 20 x / 0,50 Zeiss Plan NEOFLUAR 1004989 

 40 x / 0,75 Zeiss Plan NEOFLUAR 440351 

 63 x / 1,25 Oil Zeiss Plan NEOFLUAR 440460 

 100 x / 1,4 Oil  Zeiss Plan APOCHROMAT 440780 

 

Kamera: 

AxioCam HRc, Zeiss 

Tisch: 

Märzhäuser Wetzlar, Type EK32, 75 x 50 mm 

Steuereinheit: 

Märzhäuser Wetzlar, Type L-Step 12/2, S/N 021023704  

Immunfluoreszenzlicht: 

HXP 120 CQ-HXP 120-z/10026c 
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Olympus BX63 

Objektive: 

 Vergrößerung Marke Name des Objektivs Seriennummer 

 2 x / 0.08 Olympus PLAN APO N FN26.5 

 10 x / 0.40 Olympus UPLANSAPO 0.17/FN26.5 

 20 x / 0.75 Olympus UPLANSAPO 0.17/FN26.5 

 40 x / 0.95 Olympus UPLANSAPO 0.11-0.23/FN26.5 

 100 x / 1.40  Olympus UPLANSAPO FN26.5 OIL PH3 

Tisch: 

BX3 UCD8A mit  

BX3 Filtermodulrevolver 

BX3 Frontlinse 

BX3 LED 

BX3 Polarisator Steuereinheit: BX3-cbh 

Immunfluoreszenzlicht: 

HXP 120 CQ-HXP 120-z/10026c 

 

Kanülen  

Sterican von Braun 20G x 1 , 90 x 40 mm 

 

Objektträger und Deckgläser  

R. Langenbrick Labor- und Medizintechnik 

SuperFrost® Plus Microscope slides 

Deckgläser 24 x 50 mm mit der Glasdicke von 0,13 - 0,16 mm 
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Gelatinisierte Objektträger 

Es werden 1,5 g Gelatine mit 72 ml Aqua dest. erhitzt. Weiterhin wird 0.1 g Kalium-

chrom-III-Sulfat in 2 ml Aqua dest. erhitzt. Nach dem Erkalten der Lösungen werden 

beide miteinander vermischt und 30 ml Ethanol hinzugefügt. Die Objektträger werden 

vor dem Bestreichen mit der Lösung mit Ethanol gereinigt. 

Das Auftragen der Lösung wird nach dem Trocknen noch zwei Mal wiederholt. 

 

PBS-Lösung 10    %-ig 

Zur Herstellung eines Liters werden 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na2HPO4, 2 g KH2PO4 

in einen Messzylinder gegeben und mit Aqua bidest. aufgefüllt und verrührt. 

 

PFA-Lösung 2    %-ig 

Für 100 ml dieser Lösung werden 2 g Paraformaldehyd (Pulver) in einen Erlenmeyer-

kolben gegeben. Nach der Zugabe von 80 ml Aqua dest. und drei Tropfen einer 1 

molaren NaOH-Lösung wird das Gemisch auf 50 °C erhitzt bis die Lösung klar durch-

sichtig erscheint. Im nächsten Schritt werden 10 ml 10 %-ige PBS-Lösung hinzugege-

ben und der pH-Wert bestimmt. Dieser sollte zwischen 7,3 und 7,4 sein. Zum Ab-

schluss wird die Lösung mit 10 ml Aqua dest. verdünnt und bei -20 °C eingefroren. 

 

Spatel 

VWR International, VWR Disposable Spatulas 

 

Magnetrührer  

RCT basic von IKAMAG® 

Magnetstäbchen-Sortiment von Roth® 
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3.3 Software 

 Programm Version Herausgeber 

 AxioVision  Carl Zeiss Microscopy 

 Citavi 3.4.0.2 Swiss Academic Software 

 Foxit Reader 6.1.2.1224 Foxit Corporation 

 GIMP 2.6.11 The GIMP Team 

 GraphPad Prism 4 4.0.2.315 GraphPad Software 

 ImageJ2x 2.1.4.7 Rawak Software, Inc. 

 Inkscape 0.48.5 Free Software Foundation, Inc. 

 MIPAV 5.0.0.0 MIPAV 

 Microsoft Office Access 2003 11.0.5614.0 Microsoft Corporation 

 Microsoft Office Access 2013 15.0.4553.1000 Microsoft Corporation 

 Microsoft Office Excel 2003 11.0.5612.0 Microsoft Corporation 

 Microsoft Office Excel 2013 15.0.4569.1504 Microsoft Corporation 

 Microsoft Office Word 2013 15.0.4569.1504 Microsoft Corporation 

 Neurolucida 9.1.2.0 MBF Bioscience 

 Neurolucida 7.2.0 MBF Bioscience 

 RadiAnt DICOM Viewer 1.9.16.7446 Medixant 

 SumatraPDF 2.4 Krzysztof Kowalczyk 

 TeXnicCenter 2.02 The TeXnicCenter Team 
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3.4 Mausmodell 

Alle Tierexperimente wurden in Übereinstimmung mit den Richtlinien des Deutschen  

Tierschutzgesetzes, sowie mit Erlaubnis des Landesamts für Landwirtschaft, Lebensmit-

telsicherheit und Fischerei (LALLF) Mecklenburg-Vorpommern (Deutschland) durchge-

führt. 

Für die Entwicklung eines Mausmodells der Erkrankung wurde in das Genom der Maus 

ein Stop-Codon hinter das Exon 3 des srGAP3-Gens eingefügt. Dieses simuliert damit 

die Translokation im srGAP3-Gen (Abb. 3.1). Die in dieser Arbeit verwendeten Mäuse 

wurden im Zentralinstitut für Seelische Gesundheit in Mannheim von der Arbeitsgruppe 

unter Dusan Bartsch generiert und gezüchtet. 

 

 

 

Zur Herstellung wurde ein Genabschnitt aus der Genbibliothek des Deutschen Ressour-

cenzentrums für Genomforschung Berlin, Deutschland verwendet (RPCIP711J22374Q2, 

Abbildung 3.1: Genetik srGAP3 

Die Lokalisationen der 22 Exons des srGAP3-Gens sind mit roten vertikalen Strichen 

markiert. Das gesamte Genom umfasst ca. 250 kb. Exon 1 und Exon 2 sind durch ca. 

100kb vpneinander getrennt. Der Strangbruch befindet sich zwischen Exon 3 und 

Exon 4 und ist als grüne gestrichelte Linie markiert. 

Chr.: Chromosom; der(3): Strangabschnitt des Chromosoms 3 

(modifiziert nach Endris, V. et al. 2002) 
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RPCI-21). Der Genabschnitt enthält das srGAP3-Gen und wurde durch ein Stop-Codon 

ergänzt. Weiterhin erfolgte der Einbau eines Resistenzgens für Neomycin und eines TK-

Gens, welches die Sensibilität für Gancyclovir herstellt. 

Der fertige Genabschnitt konnte daraufhin in Blastozysten von C57BL/6J-Mäusen inji-

ziert werden. Die sich daraus entwickelnden chimären Mäuse wurden zunächst mit 

C57BL/6J-Mäusen gekreuzt und danach mit FLP-entfernenden Mäusen 

(Tg(ACTFLPe)9205Dym/J). Diese entfernten das Neomycinresistenzgen. Zuletzt er-

folgte eine Rückkreuzung mit den C57BL/6J-Mäusen für 6-8 Generationen (Waltereit et 

al. 2012; Endris et al. 2002). 

3.5 Präparation und Perforation 

Die drei bis vier Monate alten Mäuse wurden mit Diethylether für 4 min in einem ge-

schlossenen Glaszylinder getötet und daraufhin auf einer Platte an allen 4 Extremitäten 

fixiert. 

Es erfolgte ein horizontaler Hautschnitt bis auf die Körperfaszie. (Abb. 3.2a) Das Fell 

wurde dann nach kranial bis zur Clavicula und nach kaudal bis zum ventralen Becken-

rand unterminiert. Durch einen Schnitt kaudal des Rippenbogens, welcher beidseits nach 

lateral am Rippenbogen entlang bis zur Wirbelsäule fortgesetzt wurde, konnte der Bauch-

raum zugänglich gemacht werden. Zur Eröffnung der Brusthöhle wurde das Diaphragma 

mit einem zirkulären Schnitt durchtrennt (Abb. 3.2b). Nach dem vorsichtigen Entfernen 

des Herzbeutels ist, neben dem Abklemmen der Aorta abdominales mit einem Bulldog, 

der rechte Vorhof eingeschnitten und der linke Ventrikel mit einer 20G Kanüle punktiert 

worden. Diese war mit einer Pumpe verbunden, welche mit 200 ml PBS mit 30 ml / h 

vornehmlich die obere Körperregion der Maus zuerst spülten und danach mit 150 ml 4-

prozentiger PFA-Lösung fixierten. 
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Zur Präparation des Gehirns wurde zunächst der Kopf abgetrennt. Die Entfernung des 

Fells erfolgte durch einen medialen Schnitt dorsal der Wirbelsäule nach rostral. Darauf-

hin wurde mit einem Skalpell die Nervi optici beidseits durchtrennt und die Nacken- und 

Kaumuskulatur entfernt (Abb. 3.2c). Mit einer kleinen Schere erfolgte zunächst ein 

Schnitt entlang der Sutura lamboidea und die Entfernung des Os occipitale (Abb. 3.2d). 

Mit einem weiteren Schnitt nach rostral entlang der Sutura sagittalis konnten die Ossae 

Abbildung 3.2: Präparation und Perforation  

(a) Hautschnitt (b) Eröffnung des Bauch- und Brustraumes (c) Präparation der Schä-

delknochen (d) Entfernung des Os occipitale (e) Entfernung der Ossa parietale

(f) Fertige Hirnpräparation, oben das Gehirn einer Wildtypmaus, unten das Gehirn 

einer srGAP3-defizienten Maus 

(b) 

(d) (e) (f) (c) 

(a) 
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parietale gelöst werden (Abb. 3.2e). Das Gehirn wurde abschließend mit einem Spatel 

aus der Schädelbasis gelöst und für wenigstens 3 Tage in 4 - prozentiger PFA-Lösung 

weiter fixiert (Abb. 3.2f). 

3.6 Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) 

Mit Hilfe der Bilder eines 7-Tesla-Kleintier-Tomographen erfolgte die makroskopisch-

anatomische Untersuchung des Hippocampus‘.  

Die zu untersuchenden Mäuse wurden kurz vor der Untersuchung mit Diethylether se-

diert und innerhalb von 5 min in den MRT-Scanner umgelagert. Der Scan der post-mor-

tem-Sequenz dauerte 08:38 Stunden. Er erfolgte in einer 3D T2-gewichteten turbo-spin 

echo (TSE) sequence. Diese bestand aus 96 transversalen Schichten ohne Spaltraum. Die 

Schichtdicke betrug 100 µm. Die Matrix umfasste 512 x 512 Pixel und wurde durch den 

Scanner auf 1024 x 1024 Pixel erweitert. Das Sichtfeld (FoV) betrug 25  mm. Die dreidi-

mensionale Auflösung maß 24 µm x 24 µm x 100 µm pro Pixel. Das Volumen eines Voxels 

ergab 0.058 nl. Die Repetitionszeit (TR) betrug 2500 ms und die Echozeit (TE) 55 ms. 

Durch die fixierte Lage des Gehirns konnten Bilder mit minimalen Inhomogenitäten und 

Artefakten erzeugt werden (von Bohlen und Halbach et al. 2014). 

Die aufgenommenen Daten wurden in MIPAV eingelesen. Schicht für Schicht erfolgte 

die beidseitige Umrahmung des Hippocampus. Daraufhin konnte mit dem Programm ein 

dreidimensionales Bild erzeugt und eine Volumenberechnung durchgeführt werden (Haak 

et al. 2015). 
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3.7 Färbungen und Imprägnierungen 

3.7.1 Anti-Doublecortin-Färbung 

Doublecortin (DCX) ist ein hirnspezifisches Protein, welches zu den Mikrotubuli-assozi-

ierten Proteinen (MAPs) gezählt wird. Seine Funktion ist nicht vollständig geklärt, aber 

es scheint die Polymerisation von Mikrotubuli in Neuronen während der neuronalen Ent-

wicklung zu fördern. Als Besonderheit kann Doublecortin nur im Zeitraum von der frühen 

neuronalen Entwicklungsphase bis zur letzten Phase, der synaptischen Integration de-

tektiert werden. Auf dem Hintergrund dessen spielt es für die Neurogeneseforschung eine 

wichtige Rolle und wird in dieser Arbeit als Neurogenesemarker verwendet (Brown et al. 

2003; Claudia Karl, 2004; von Bohlen und Halbach 2007; von Bohlen und Halbach 2011).  

Die Färbung selbst erfolgt als Doppelimmunmarkierung. Dabei bindet nach dem ersten 

Antikörper (Anti-DCX) ein zweiter, fluoreszierender Antikörper an diesen. Mit einem 

Fluoreszenzlicht werden die primär markierten Zellen damit sekundär sichtbar gemacht. 

Zu Beginn wurden die in PBS-Lösung liegenden Gehirne mit einem Vibratom (Leica® 

VT1000S vibratome) in 30 µm dicke Schnitte geteilt. Diese wurden in Wells umgelagert, 

welche mit 20 - prozentigem Ethanol befüllt waren. Nach mehreren Waschschritten er-

folgte zunächst die Blockierung mittels 0,4 % Triton für 30 min und einer PBS-Lösung 

mit 3 % Rinderserumalbumin und 0,3 % Triton für zwei Stunden. Daran schloss sich die 

Färbung mit dem primären Antikörper (Anti-Doublecortin-Antikörper) an. Dieser wurde 

in einem Verdünnungsverhältnis von 1:100 in PBS mit 3 % Rinderserumalbumin und 

0,1 % Triton für 8 Stunden bei 4 °C belassen. Der sekundäre Antikörper war das Cy3-

konjugierte affine pure goat anti-rabbit IgG, welcher in einem Verhältnis von 1:2000 für 

zwei Stunden einwirkte. 
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Als Gegenfärbung wurde DAPI gewählt. Der Farbstoff wurde 1:10000 mit Aqua bidest. 

verdünnt und für 5 min auf den Schnitten belassen, bevor abschließend das Eindeckeln 

mit Mowiol® erfolgte. 

 

 

3.7.2 Anti-Phospho-Histon-3-Färbung 

Mit der Anti-Phospho-Histon-3-Färbung (PH3) werden Zellen kurz vor und während der 

Mitose markiert. Ein spezifischer Antikörper bindet dabei an die phosphorylierte Ami-

nosäure Serin 10 am Ende der Aminosäurenkette des Histons 3. Normalerweise liegt das 

Histon 3 hauptsächlich unphosphoryliert im Zellkern vor. Mit der Kondensation des 

Chromatins ändert sich dieser Zustand. Beginnend in der G2-Phase und während der 

Mitose ist das Histon 3 phosphoryliert und kann von dem Anti-PH3-Antikörper gebun-

den werden (Gurley et al. 1978; Hendzel et al. 1997; Murphey et al. 2006; von Bohlen 

und Halbach 2011). 

Abbildung 3.3: Doublecortinfärbung im Gyrus dentatus 

Pfeil: Doublecortin-positive Zelle; Smo: Stratum moleculare; Sg: Stratum granulare; 

Sm: Stratum multiforme; 400-fache Vergrößerung 
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Für die Färbung wurden die Gehirne, entsprechend der Anti-DCX-Färbung mit dem 

Vibratom in PBS-Lösung in 30 µm dicke Scheiben geschnitten. Diese konnten danach auf 

SuperFrost® Plus Objektträger aufgezogen und luftgetrocknet werden. In einem 10 mM 

Natrium-Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 6,0 erfolgte in der Mikrowelle mit 700 W 

die Demaskierung der Antigene für 20 min. Die Demaskierung wurde gefolgt von der 

Blockierung mit einer Lösung aus 5 % Ziegenserum, 5 % Rinderserumalbumin und 0,1 % 

Triton in PBS für eine Stunde. 

Im nächsten Schritt wurde dann der primäre Antikörper (Anti-PH3-Antikörper) hinzu-

gegeben. Dieser befand sich in einer Verdünnung von 1:100 mit 5 % Rinderserumalbumin 

und 0,1 % Triton in PBS und wurde für zwei Stunden auf den Schnitten belassen. 

Als sekundärer Antikörper wurde Cy3-konjugiertes affine pure goat anti-rabbit IgG in 

einer Verdünnung von 1:200 mit 5 % Rinderserumalbumin und 0,1 % Triton in PBS für 

eine Stunde verwendet. Vor dem Eindeckeln mit Mowiol® erfolgte auch hier eine Gegen-

färbung mit DAPI. Diese wurde in gleicher Weise wie bei der Doublecortin-Färbung 

(siehe Kap. 3.7.1) durchgeführt. 
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3.7.3 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen 

Die einzelnen Hirnschnitte wurden mit festem Verlauf von occipital nach frontal auf den 

Objektträger aufgezogen. Daher war eine Beurteilung mit Bezug zur Lage im Gehirn 

möglich. Den Orientierungspunkt bildete der am weitesten frontal liegenden Schnitt, 

welcher in der DAPI-Färbung das Stratum granulosum des Gyrus dentatus nur noch als 

eine Schicht zeigte. Unter Berücksichtigung der Schnittdicken von 30 µm wurde nach 

dessen Identifikation die Einteilung vorgenommen. 

Zur weiteren Klassifizierung erfolgte die Unterscheidung zwischen ventraler (unterer) und 

dorsaler (oberer) Schicht innerhalb des Gyrus dentatus. Zudem fand eine Einteilung in 

vier Zonen von zentral nach lateral statt, um eine noch spezifischere Aussage über die 

Zellverteilung treffen zu können (Abb. 3.5). Die fluoreszierenden Zellen in der jeweiligen 

Region wurden direkt gezählt und in eine Microsoft-Access-Datenbank eingetragen. 

Abbildung 3.4: Anti-Phosphohiston 

3-Färbung im Gyrus dentatus 

Pfeil: Phosphohiston 3-positive Zelle; 

Smo: Stratum moleculare; Sg: Stratum 

granulare; Sm: Stratum multiforme 

1000-fache Vergrößerung, Öl 
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3.7.4 Golgi-Imprägnierung 

Bei der Golgi-Imprägnierung wird Silber zur Markierung von Neuronen verwendet. Die 

Zelloberfläche wird hierbei mit Silber beschichtet und dadurch unter dem Mikroskop 

sichtbar. Sowohl der Dendritenbaum, als auch die von den Dendriten abgehenden Spines 

können mit dieser Methode dargestellt und beurteilt werden (Spigelmann et al. 1998; 

Pannese 1999; Risher et al. 2014; Baloyannis 2015). 

Für die Golgi-Imprägnierung dieser Arbeit wurde das FD Rapid GolgiStainTM Kit ver-

wendet. Hierfür wurden den perfundierten und fixierten Gehirnen die Bulbi olfactorii und 

der Hirnstamm im Bereich der Lamina quadrigemina entfernt. 

Im nächsten Schritt wurde nach dem Waschen mit Aqua bidest. das Gehirn in ein Ge-

misch aus jeweils 3,5 ml Lösung A und Lösung B gegeben. Eine Erneuerung der Lösung 

erfolgte am folgenden Tag. 

Abbildung 3.5: Einteilung des Gyrus den-

tatus zur Auswertung 

CA1: Cornu ammonis Region 1; Fh: Fissura hip-

pocampi; LV: linker Ventrikel; Pm: Pia mater; 

Sg: Stratum granulosum; Slm: Stratum lacuno-

sum moleculare; Sm: Stratum moleculare; So:

Stratum oriens; Sr: Stratum radiatum 



3 Material und Methoden 

55 

 

Nach zwei Wochen in Dunkelheit bei Raumtemperatur wurde das Gewebe in die Lösung 

C überführt und für eine Woche bei 4 °C dunkel gelagert. Auch hier erfolgte am darauf-

folgenden Tag eine Erneuerung der Lösung. 

Nach dieser Vorbereitung wurden die Gehirne mit dem Vibratom (Leica® VT1000S vib-

ratome) in der Lösung C 120 µm dick geschnitten. Die Schnitte wurden daraufhin mit 

einem Glasspatel auf gelatinisierte OT aufgezogen und bei Raumtemperatur getrocknet. 

Eine zweifache Spülung mit Aqua bidest. leitete den nächsten Schritt ein. Die Schnitte 

wurden für 10 min mit einer Mixtur aus 10 ml Lösung D, 10 ml Lösung E und 20 ml Aqua 

bidest. eingelegt. Nach erneuter Spülung erfolge die Dehydrierung in aufsteigender Alko-

holreihe. Abschließend wurden die OT mit Xylol gewaschen und mit Merckoglas® einge-

deckelt. 

3.7.5 Auswertung der Golgi-Imprägnierung 

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Neurolucida, mit welchem man eine 3D-

Rekonstruktion der Dendriten und ihren dendritischen Dornen erstellen kann. Dies ist 

möglich durch das Zusammenspiel der Projektion des Schnittes auf den Bildschirm und 

die gleichzeitige Registrierung der Z-Achse des Mikroskoptisches. 

Die Auswahl hinsichtlich eines geeigneten Dendritenbaumes zur Rekonstruktion geschah 

nach folgenden Gesichtspunkten. Als erstes wurde die Nervenzelle als Beginn des Dend-

ritenbaumes identifiziert. Zweitens sollten die Verzweigungen wenige Strangabbrüche 

aufweisen. Falls diese vorhanden waren, sollten sie möglichst weit distal zu finden sein, 

um ein annähernd vollständiges Bild der Vernetzung zu bekommen. (Abb. 3.6a) Bei der 

Auswahl eines Dendritenabschnittes zur Rekonstruktion der dendritischen Dornen waren 

folgende Kriterien ausschlaggebend: eine repräsentative Länge von ca. 40 µm, eine gute 

Sichtbarkeit und eine nicht zu hohe Spinedichte, da die dendritischen Dornen sonst nicht 

befriedigend nachgezeichnet werden konnten (Abb. 3.6b). 
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Zur Rekonstruktion des Dendritenbaumes selbst wurde die Z-Achse des Mikroskoptisches 

so angepasst, dass der zu markierende Abschnitt beim Zeichnen scharf zu sehen war. 

Gleiches galt für das Nachzeichnen der dendritischen Dornen. Das Mikroskop wurde zu-

erst am Grund des Spinehalses und Kopf der dendritischen Dornen scharf gestellt und 

jeweils markiert. Da die Z-Achse vom Programm registriert und aufgezeichnet wurde, 

konnte aus diesen Daten die 3D – Rekonstruktion ermittelt werden. 

Eingelesen wurden die Zeichnungsdaten in den Neurolucida Explorer, welcher daraufhin 

die Rohdaten als Zahlenwerte zur weiteren Auswertung generierte (Abb. 3.7). 

(a) (b) 

Abbildung 3.6: Evaluation der Golgi Imprägnierung 

(a) Beispiel eines Dendritenbaumes zur Evaluation, Gyrus Dentatus, Golgi-Imprägnie-

rung bei 200-facher Vergrößerung; (b) Beispiel eines Dendritenabschnittes zur Spinere-

konstuktion, Gyrus Dentatus, Golgi-Imprägnierung bei 1000-facher Vergrößerung 
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3.8 Methoden der Evaluierung 

Die Statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft® Access, Microsoft® Excel und 

GraphPad Prism 4. Zur Analyse wurde der ungepaarte t-test, two-way ANOVA und der 

Tukey’s multiple comparisons test verwendet. Die gezeigten Diagramme verwenden Mit-

telwertdaten mit Signifikanzniveaus von *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.001. 

 

(a) (b) (c) 

Abbildung 3.7: Analyse im Neurolucida Explorer 

(a) Dendritenbaum in XY-Darstellung (b) Dendritenbaum in XZ-Darstellung (c)

Dendritenabschnitt mit markierten dendritischen Dornen 
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 Ergebnisse 

4.1 Die Deletion von srGAP3 hat Einfluss auf das hippocampale 

Volumen 

Eine signifikante Vergrößerung des Hippocampusvolumens lässt sich im Knockoutstamm 

nachweisen (Abb. 4.1). 

 

Im Detail sind die Volumina der Hippocampi der Wildtypmäuse mit 25,04 ± 0,5663 mm3 

signifikant kleiner (p = 0,0379), als die Volumina der Knockouttiere mit 

27,95 ± 0,9398 mm3 (Abb. 4.1). Damit ergibt sich eine prozentuale Vergrößerung des Hip-

pocampus‘ von 11,62 % im Vergleich zum Wildtypstamm. 

Weiterhin fiel eine Verschiebung und Formveränderung des Hippocampus‘ auf. 

4.2 Einfluss der Deletion von srGAP3 auf die Neurogenese 

4.2.1 Doublecortin (DCX) 

In der Anti-Doublecortin-Färbung können zwischen den Knockoutmäusen und den Wild-

typmäusen keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (Abb. 4.2a) 
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Abbildung 4.1: Hippocampusvermes-

sung 

Volumen des Hippocampus in mm3 
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Innerhalb der Vergleichsstämme zeigt der ventro-dorsale Vergleich des Gyrus Dentatus 

einen signifikanten Anstieg an Doublecortin-positiven Zellen im ventralen Anteil (Abb. 

4.2b). Eine generelle Zunahme an Doublecortin-positiven Zellen von frontal nach occipi-

tal ist ebenfalls auffällig (Abb. 4.2c). 

 

 

Beim Vergleich der Gesamtzellzahl an Doublecortin-positiven Zellen zeigen sich starke 

Schwankungen im Knockoutstamm: 195,0 ± 36,40 Zellen, während der Kontrollstamm 

nahezu reproduzierbare Ergebnisse liefert: 167,4 ± 5,018 Zellen (Abb.4.2a). 
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Abbildung 4.2: Doublecortin 

(a) Anzahl DCX-positiver Zellen je Mausstamm (b) Anzahl DCX-positiver Zellen im 

oberen und unteren Anteil des Gyrus Dentatus im Vergleich (c) Schwankungen der 

Anzahl der DCX-positiven Zellen im fronto-occipitalen Verlauf je Maus 



4 Ergebnisse 

60 

 

In der ventro-dorsalen Gegenüberstellung der Doublecortin-positiven Zellen kann im two-

way ANOVA ein signifikanter Reihenfaktor mit p = 0,0082 und F = 12,1954 nachgewie-

sen werden (Abb. 4.2b). 

Der fronto-occipitale Verlauf der positiv gefärbten Zellzahlen nimmt in beiden Stämmen 

beim Vergleich von 180 µm zu 1260 µm signifikant (p = 0,033) zu (Abb. 4.2c). Der Knock-

outstamm weist jedoch sehr deutliche Schwankungen auf (Mittel: 186,26 Minimum: 48; 

Maximum: 300). 

4.2.2 Phospho-Histon 3 (PH3) 

Die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus wird durch srGAP3 nicht moduliert 

Beim Vergleich der PH3-positiven Zellen sind keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den untersuchten Mausstämmen nachzuweisen. 

In der Gesamtschau (Abb. 4.3a) und insbesondere im ventralen Anteil des Gyrus denta-

tus (Abb. 4.3b), kann jedoch eine nicht signifikante Tendenz der Verringerung Ph3-

positiver Zellen im Knockoutstamm festgestellt werden. Weiterhin lässt sich erkennen, 

dass die Streuung der Knockoutstämme deutlich breiter ausfällt, als in der Vergleichs-

gruppe (Abb. 4.3c). 
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In der detaillierten Betrachtung können insgesamt 67,99 ± 6,036 bei den Wildtypmäusen 

und 51,47 ± 12,52 PH3-positive Zellen im Knockoutstamm gezählt werden (4.3a). Im 

ventro – dorsalen Vergleich (Abb. 4.3b) ergeben die Messungen ventral 32,15 ± 4,659 

(wt) und 20,89 ± 4,620 (ko) PH3-positive Zellen. Dorsal verzeichnet der Knockoutstamm 

32,15 ± 4,659 und der Vergleichsstamm 35,84 ± 2,677 PH3-positive Zellen. 
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Abbildung 4.3: Phospho-Histon 3 

(a) Anzahl PH3-positiver Zellen je Mausstamm (b) Anzahl PH3-positiver Zellen im 

ventralen und dorsalen Anteil des Gyrus Dentatus im Vergleich (c) Anzahl der PH3-

positiver Zellen im fronto-occipitalen Verlauf je Maus 
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4.3 Einfluss der Deletion von srGAP3 auf die Morphologie der 

Dendriten 

4.3.1 Neuronaler Verzweigungsgrad 

Der neuronale Verzweigungsgrad wurde mit der Sholl-Analyse im Neurolucida Explorer 

ermittelt und bleibt vom Gendefekt unverändert. Die Anzahl der Verzweigungspunkte 

und die Anzahl der Verzweigungen zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

untersuchten Mausstämmen (Abb. 4.4a und b). Ebenso unterscheidet sich die Länge der 

Verzweigungen nicht signifikant (Abb. 4.4c). In beiden Vergleichsgruppen kann die 

größte räumliche Ausdehnung der Neurone im Radius zwischen 50 und 100  µm verzeich-

net werden (Abb. 4.4d). 
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Je ermitteltem 25 µm Radius befinden sich 0,865 ± 0,053 Verzweigungspunkte bei den 

Wildtypmäusen und 0,816 ± 0,038 Verzweigungspunkte bei den SrGAP3 – defizienten 

Mäusen (Abb. 4.4a). Die Anzahl der Verzweigungen, die von den Verzweigungspunkten 

ausgehen, betragen pro 25 µm Radius 3,731 ± 0,257 (wt) und 3,506 ± 0,174 (ko) Verzwei-

gungen (Abb. 4.4b). Die Längen der Verzweigungen je rekonstruiertem Dendritenbaum 

messen 217,5 ± 20,15 µm beim Wildtypstamm und 225,9 ± 22,96 µm im Knockoutstamm 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Abbildung 4.4: Verzweigungsgrad 

(a) Anzahl der Verzweigungspunkte je 25 µm Radius räumlicher Ausdehnung der 

Neurone (b) Anzahl der Verzweigungen je 25 µm Radius räumlicher Ausdehnung der 

Neurone (c) Länge der Verzweigungen je rekonstruiertem Dendritenbaum (d) Ver-

gleich der Anzahl der Verzweigungen im Verhältnis zum Radius der räumlichen Aus-

dehnung der Neurone 
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(Abb. 4.4c). Bei der Untersuchung der lokalen Häufung ist ein Maximum an Verzwei-

gungen von 6,13 (wt) bzw. 5,78 (ko) im Radius zwischen 50 und 100 µm festzustellen. 

Der Spaltenfaktor im two-way ANOVA weist keine Signifikanz bei p = 0,374 und 

F = 0,798 auf (Abb. 4.4d). 

 

Nicht dargestellt sind die Vergleiche der Verzweigungen mit der zusätzlichen Untertei-

lung nach frontal und occipital. Die Gesamtlänge des untersuchten Bereichs ergibt 

1560 µm. Zwischen der Wildtyp- und der Knockoutgruppe, sowie innerhalb der Stämme 

finden sich keine signifikanten Unterschiede im fronto – occipitalen Verlauf. 

4.3.2 Neuronaler Vernetzungsgrad 

Der neuronale Vernetzungsgrad weist bezüglich der dendritischen Dornen keine signifi-

kanten Veränderungen auf.  

Sowohl Länge, Dichte, als auch die Klasse der dendritischen Dornen zeigen keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen (Abb. 4.5a, c und d). Eine Tendenz 

des vermehrten Vorkommens von Stubby-Spines lässt sich im Knockoutstamm registrie-

ren. Diese weist jedoch keine Signifikanz auf (Abb. 4.5d). In beiden Gruppen kann eine 

signifikante Häufung der Spinelänge zwischen 0,5 µm und 1 µm nachgewiesen werden. 

(Abb. 4.5b). 
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Die durchschnittliche Spinelänge beträgt 1,492 ± 0,041 µm bei den Wildtypmäusen und 

1,490 ± 0,057 µm beim Knockoutstamm (Abb. 4.5a). 39,2 % der untersuchten dendriti-

schen Dornen der Wildtypmäuse und 40,9 % der dendritischen Dornen der Knockout-

mäuse besitzen eine Spinelänge von 0,5 µm bis 1 µm (Abb. 4.5b). Die durchschnittliche 

Anzahl von dendritischen Dornen je µm beträgt 2,337 ± 0,115 bei den Wildtyptieren und 

2,401 ± 0,128 bei den Knockoutmäusen (Abb. 4.5c). Bei den Spineklassen zeigen sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleichsstämmen, jedoch eine signifi-

kante Mehrzahl an Mushroom-Spines (p < 0,0001). 48,8 % der Wildtypspines und 47,1 % 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Abbildung 4.5: Vernetzungsgrad 

(a) Spinelänge in µm je Mausstamm (b) Häufigkeitsverteilung der Spinelänge in µm 

(c) Anzahl der dendritischen Dornen je µm je Mausstamm (d) Häufigkeit des Auf-

tretens eines Spinetyps im Vergleich zur Gesamtzahl der dendritischen Dornen 
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der Knockoutspines sind Mushroom-Spines. Weiterhin zeigt sich eine nicht signifikante 

Tendenz des vermehrten Auftretens von Stubby-Spines im Knockoutstamm (Abb. 4.5d). 

Im fronto – occipitalen Vergleich konnten sowohl bei der Spinelänge, als auch der Spine-

dichte keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Eine Veränderung des Vernet-

zungsgrades im Verlauf der Hirnlänge konnte ebenfalls nicht gezeigt werden.  

 



 

67 

 

 Diskussion 

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass es durch die Deletion von srGAP3 

zur Vergrößerung des hippocampalen Volumens kommt. Es konnten dabei weder Verän-

derungen der Neurogenese, noch des neuronalen Netzwerks im Gyrus dentatus nachge-

wiesen werden. 

5.1 Beantwortung der Forschungsfragen und Überprüfung der 

Forschungshypothesen 

5.1.1 SrGAP3 beeinflusst das hippocampale Volumen 

Nachdem die ersten Untersuchungen der Knockouttiere auffällige Vergrößerungen des 

Gesamtgehirnvolumens und der Ventrikel zeigten (Koschützke & Bertram et al. 2015), 

konnte mit Hilfe des Kleintier-MRTs die Hypothese der Vergrößerung der Hippocampus-

formation bestätigt werden. Die Hippocampusformation stellt sich im Knockoutstamm 

um 11,62 % signifikant vergrößert dar (Bertram et al. 2016).  

Daran anknüpfende Untersuchungen zeigten eine regionsspezifische Volumenzunahme im 

Bereich des Stratum oriens der CA1-Region und der Molekularschicht des Gyrus denta-

tus. Eine Zunahme der perikaryenbeinhaltenden Schichten, des Stratum pyramidale und 

granulosum, konnten hingegen nicht festgestellt werden (Bertram et al. 2016). Der Ver-

lust von srGAP3 führt demnach weder zur Erhöhung, noch zur Erniedrigung der Zellzahl 

(siehe Kap. 5.1.2).  
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5.1.2 SrGAP3 scheint die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus nicht zu 

beeinflussen 

Es wurde vermutet, dass aufgrund des srGAP3-Gendefektes eine Regulationsstörung der 

neuronalen Entwicklung stattfindet. In der Folge könnten fehlgeleitete Neurone apopto-

tisch abgebaut und die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus daraufhin kompensato-

risch verstärkt worden sein. Ein ähnlicher Mechanismus ist bereits von Kompensations-

mechanismen nach Hirnschäden bekannt (Skaggs et al. 2014; Merson et al. 2014; Um-

schweif et al. 2014; Larson et al. 2014; Qu et al. 2015).  

Die dahingehend durchgeführten Untersuchungen zeigten jedoch weder einen Einfluss 

von srGAP3 auf die adulte Neurogenese noch auf die Mitoserate im Gyrus dentatus.  

5.1.3 SrGAP3 scheint die Komplexität des neuronalen Netzwerks im Gyrus 

dentatus nicht zu beeinflussen 

Die Silberimprägnierung nach Golgi wurde aufgrund der bisher bekannten Funktion des 

srGAP3-Proteins (Kap. 2.8) und der damit in Verbindung stehenden vermuteten Verän-

derungen auf das neuronale Netzwerk ausgewählt. Wie in Kapitel 3.7.4 beschrieben kön-

nen mit dieser Methode Neurone einschließlich ihres Dendritenbaumes und deren Spines 

dargestellt werden. Dadurch lassen sich sowohl Aussagen über die Länge und Verzwei-

gungsrate des Dendritenbaumes, als auch über die Diversität der Spines in Art, Länge 

und Dichte treffen (Spigelmann et al. 1998; Pannese 1999; Risher et al. 2014; Baloyannis 

2015).  

Ein Einfluss von srGAP3 auf genau diese Bereiche konnte im Zellversuch bereits gezeigt 

werden (siehe Kap. 2.8). SrGAP3 befindet sich während der Neurogenese vornehmlich 

am Migrationsrand (Endris et al. 2011) und führt dort unter anderem zur Hemmung der 
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Ausbildung von Filopodien, Lamellipodien (Yang et al. 2006; Ma et al. 2013) und Adhä-

sionskontakten (DeMali et al. 2003). Eine verhinderte Hemmung dieser Funktion durch 

die Deletion von srGAP3 würde demnach zu einer Verstärkung der Ausbildung führen. 

In der Folge wäre eine Vergrößerung der Dendritenlänge oder eine Verstärkung der Ver-

zweigungsrate im Gyrus dentatus zu detektieren.  

Lu et al. 2013 wiesen im Zellversuch bei srGAP3-Knockdown-Neuronen der Subventri-

kular- und der Ventrikularzone längere und geringer verzweigte Dendriten nach. In 

Neuro2A Zellen zeigte sich im srGAP3-Knockdown-Versuch im Gegensatz dazu ein deut-

licher Anstieg der Verzweigungsrate (Chen et al. 2011). Der Einfluss auf die Länge der 

Dendriten konnte mit einer srGAP3-Überexpression ebenfalls nachgewiesen werden 

(Chen et al. 2011).  

Im Mausmodell konnten im Hippocampus hingegen keine Veränderungen der Dendriten-

morphologie weder in der CA1- (Soderling et al. 2007), noch in der CA3-Region (Wal-

tereit et al. 2012) und darüber hinaus auch nicht im Gyrus dentatus (Kap. 4.3.1), (Ber-

tram et al. 2016) festgestellt werden.  

Eine Alternation der Spines aufgrund des Verlustes von srGAP3 erwies sich im Gyrus 

dentatus desgleichen als nicht nachweisbar. In der CA1- und der CA3-Region des Am-

monshorns konnten dahingehend indes Veränderungen belegt werden. Die CA3-Region 

zeigte eine Verlängerung der Spines (Waltereit et al. 2012) und die CA1-Region eine 

Verringerung der Spinedichte (Soderling et al. 2007). Letzteres kann auch bei Schizo-

phrenie und Depression festgestellt werden (Konopaske et al. 2014; Choi et al. 2014; Ren 

et al. 2015; Xu et al. 2016).  
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5.2 Zusammenschau der Ergebnisse und Ausblick 

In der Zusammenschau der Ergebnisse liefert die vorliegende Arbeit sehr überraschende 

Erkenntnisse.  

Das Fehlen von srGAP3 bewirkt beim Menschen eine sehr starke mentale Retardierung 

mit extremen Einschränkungen des täglichen Lebens (Endris et al. 2002). Bei der Maus 

zeigen sich zwar deutliche makroskopische Veränderungen des Gehirns mit Anzeichen 

eines Hydrozephalus, Vergrößerung des Hirnvolumens und der Hirnmasse (Koschützke 

& Bertram et al. 2015). Es gibt jedoch kaum mikroskopische Veränderungen im Bereich 

des Hippocampus‘, trotz dessen es die Region mit der höchsten srGAP3-Expression ist 

(Endris et al. 2002; Waltereit et al. 2008; Bertram et al. 2016) (Abb. 1.1). Sogar in den 

durchgeführten Verhaltenstests konnten bisher nur ausgesprochen mild ausgeprägte Ver-

haltensveränderungen festgestellt werden (Bertram et al. 2016).  

 

Zwei Erklärungsansätze der vorliegenden Ergebnisse könnten einen Weg zu möglichen 

neuen Forschungsfragen weisen, welche im Folgenden weiter diskutiert werden: 

 

Eines der Besonderheiten der srGAP3-defizienten Mäuse ist, dass die stark ausgedehnten 

Ventrikel mit einer Zunahme des Hirnvolumens einhergehen. Beim klassischen Hydroze-

phalus kommt es zwar ebenfalls zur Vergrößerung der Ventrikel, jedoch auf Kosten der 

Hirnmasse (druckinduzierter Hydrozephalus) oder zumindest bei gleichbleibender Hirn-

masse (Normaldruckhydrozephalus) (Matsumae et al. 1996). Möglicherweise stellt diese 

Hirnvolumenzunahme einen Kompensationsmechanismus zum Hydrozephalus bei der 

Maus dar, welcher beim Menschen nicht vorhanden zu sein scheint. Die dahingehende 

Vergrößerung des Hippocampusvolumens kann bei Erkrankungen mit ähnlichen Symp-

tomen, wie dem Tourette-Syndrom (Peterson et al. 2007) und Erkrankungen des autis-

tischen Formenkreises ebenfalls beobachtet werden. (Rojas et al. 2004; Barnea-Goraly et 
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al. 2014). Die Aufklärung der Hydrozephalusentstehung könnte möglicherweise auch Er-

klärungen für die Entstehung von Hydrozephalen in anderen Mausmodellen, wie bei-

spielsweise in den einleitend erwähnten Gendefekten von Oligophrenin1 (Khelfaoui et al. 

2007), Myosin IXa (Abouhamed et al. 2009), oder dem Zelladhäsionsmolekül L1 (Demy-

anenko et al. 1999), liefern. 

Im Rahmen einer Expressionsanalyse konnte srGAP3-mRNA im periaquäduktalen Grau 

und in den Ependymzellen nachgewiesen werden (Bacon et al. 2009). Ein Aquäduktver-

schluss aufgrund periaquäduktaler Gewebsvermehrung konnte dahingehend bereits aus-

geschlossen werden (Koschützke & Bertram et al. 2015). Es gibt jedoch Hinweise, dass 

der srGAP3-Defekt zu abnormen Astrogliazellen im Bereich der Periventrikularregion 

führt. Mögliche Läsionen und Blutungen könnten daraufhin Verschlusshydrozephalen 

hervorrufen (Kim et al. 2012). Bei der Untersuchung der Ependymzellen fand sich eine 

Reduktion der Ziliendichte, welche ebenfalls ursächlich für einen Hydrozephalus sein 

könnte (Koschützke & Bertram et al. 2015).  

Für die weitere Aufklärung dieser Problematik wären Ventrikeldruckmessungen während 

der Phase der Ventrikelvergrößerung oder die Untersuchung der Wirkung von Shunts 

zur Druckentlastung sinnvolle Forschungsansätze. Zusätzlich könnte die Untersuchung 

der Gehirne von postnatal gestorbenen Knockoutmäusen neue Erkenntnisse über die 

Hydrozephalusentwicklung und die mögliche kompensatorische Volumenvergrößerung 

liefern.  

 

Der zweite Erklärungsansatz der Ergebnisse beschäftigt sich mit der Vermutung eines 

Anstiegs von Neuronen, welche aus dem Kortex in den Hippocampus projizieren. Diese 

Vermutung gründet sich, neben den Ergebnissen dieser Arbeit, auf die bereits gefundenen 

Schichtverdickungen im Stratum oriens der CA1-Region und im Stratum moleculare des 

Gyrus dentatus im Hippocampus (Bertram et al. 2016) (Kap. 5.1.1.), sowie des Corpus 
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callosums und der Capsula interna (Waltereit et al. 2012). Faservermehrungen als Ursa-

che der Schichtverdickungen könnten aus molekularer Sicht für die nachgewiesenen hem-

menden Eigenschaften von srGAP3 auf das neuronale Wachstum sprechen (Bacon et al. 

2013; Ma et al. 2013). Der Genverlust von srGAP3 könnte demnach eine Faservermeh-

rung bedingen (Waltereit et al. 2012). 

Im vergrößerten Stratum oriens der CA1-Region befinden sich Gliazellen, Interneurone, 

Schaffner-Kollateralen und Fasern anderer Hirnregionen, welche in diese Schicht proji-

zieren. Eine Schichtverdickung aufgrund des Anstiegs von Gliazellen erscheint zur Erklä-

rung eher unwahrscheinlich. Zum einen exprimieren Gliazellen fast keine srGAP-Proteine 

(Madura et al. 2004) und zum anderen konnte in diesen Schichten keine vermehrte Häu-

figkeit pH3-positiver Zellen gefunden werden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass es 

zur Vermehrung der anderen genannten Fasern kommt.  

Die vergrößerte Molekularschicht des Gyrus dentatus beinhaltet distale und proximale 

Dendriten der Körnerzellen, Kommissuren- und Assoziationsfasern des Hilus und eben-

falls projizierende Fasern aus anderen Hirnregionen (Brylka, 2008). Der mögliche Anstieg 

von Kommissuren- und Assoziationsfasern müsste in der Konsequenz mit einer Erhöhung 

der Spinedichte, oder der Dendritenzahl einhergehen. Es wurde jedoch weder eine Erhö-

hung, noch eine Erniedrigung der Dendritenzahl und Spinedichte festgestellt (Kap. 4.3 

und 5.1.3). Als verantwortliche Strukturen für die Schichtverdickungen kommen dem-

nach projizierende Neurone aus anderen Hirnregionen in Frage.  

Die Schichtverdickungen des Corpus callosums und der Capsula interna (Waltereit et al. 

2012) könnten dabei jedoch hinweisgebend sein. Beide Regionen beinhalten Axone, wel-

che vom Kortex in Richtung des Hippocampus projizieren. Der Ursprung der Projekti-

onsneurone und möglicher neurostruktureller Veränderungen der srGAP3-Knockout-

mausgehirne wäre folglich im Kortex zu suchen.  
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Die Expression von srGAP3-mRNA ist im Kortex zwar deutlich geringer (Waltereit et 

al. 2012), aber die Auswirkungen auf die mentale Retardierung möglicherweise relevan-

ter. Eine strukturelle Veränderung des Kortex‘ könnte auch Begründungen für die relativ 

milden Auffälligkeiten in den bisher durchgeführten Verhaltenstests geben. Der „Morris 

water maze“ und der „Open field test“ stellen eher einfache und grundlegende Verhal-

tenstests dar (Koschützke & Bertram et al. 2015). In Untersuchungen, welche den Kortex 

stärker fordern würden, wie beispielsweise in einer Skinner-Box (Arnold et al., 1996; 

Nelson et al. 1997), könnten eventuell größere Unterschiede zwischen den Knockout- und 

Kontrollmäusen gefunden werden. Möglicherweise zeigen sich im Kortex die vermuteten 

histologischen Veränderungen der Neuronenanzahl und Neuronenmorphidität. Denn es 

scheint sehr unwahrscheinlich, keine strukturellen Ursachen für eine derart stark ausge-

prägte mentale Retardierung zu finden, wie sie bei der einleitend beschriebenen erkrank-

ten Patientin festgestellt werden konnte.  
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 Abstract 

Im Jahr 2002 wurde bei einer stark mental retardierten Patientin im Rahmen einer Ge-

nanalyse ein Strangbruch am kurzen Arm des dritten Chromosoms festgestellt. Das da-

von betroffene Gen codiert für ein bis dahin unbekanntes Protein, welches als SrGAP3 / 

MEGAP / WRP benannt wurde. Es gehört zur Familie der Rho-GTPasen aktivierenden 

Proteine. Diese Rho-GTPasen nehmen über verschiedene Signaltransduktionsketten Ein-

fluss auf die Wegfindung, Differenzierung und Verknüpfung von Neuronen während ihrer 

Entwicklung. Mit Hilfe eines Knockoutmausmodells konnten in vorangegangenen For-

schungsarbeiten starke Veränderungen der Gehirnarchitektur, sowie Schichtverdickun-

gen im Bereich des Hippocampus‘ festgestellt werden. Die Beziehung von srGAP3 zu den 

Rho-Proteinen und den damit entstehenden Einfluss auf die neuronale Entwicklung ließ 

den Hippocampus als Region der adulten Neurogenese in den Fokus der Forschungsarbeit 

rücken.  

Die durchgeführten Untersuchungen erfolgten im srGAP3-Knockoutmausmodell mittels 

Kleintier-MRT, Golgi-Imprägnierung und immunhistochemischen Färbungen (gegen 

Doublecortin und Phosphohiston 3).  

In den Ergebnissen konnte durch den srGAP3-Knockout zwar eine Volumenzunahme des 

Hippocampus‘, jedoch weder eine signifikante Veränderung der Neuronenanzahl, der 

Neuronenmorphidität, noch der Spinedichte oder der Spinelänge im Hippocampus fest-

gestellt werden. 

Als Erklärung der präsentierten Ergebnisse und möglicher Forschungsansatz wäre eine 

Zunahme an kortikalen Neuronen, welche in den Hippocampus projizieren, denkbar. Die-

ser Anstieg könnte sowohl eine faserbedingte Volumenzunahme, die gleichzeitig fehlenden 

neurostrukturellen Veränderungen im Hippocampus, als auch die milden verhaltensbio-

logischen Auffälligkeiten in den bisher durchgeführten Tests erklären.  
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