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1 Einleitung

Das menschliche Gehirn umfasst ein mächtiges Netzwerk an verschiedenartigen Nerven-
zellen. Diese Vielfalt an Neuronen ist notwendig, um die zum Teil überaus komplexen
Vorgänge innerhalb dieses komplizierten Geflechtes zu ermöglichen.
Jede dieser Nervenzellen besteht wiederum aus einer enormen Fülle an spezifischen neu-
ronalen Proteinen. Dabei bleibt es trotz umfassender Forschung noch eine Utopie, die
Gesamtheit an Nervenzellen inklusive ihrer einzelnen Bausteine vollständig zu identifi-
zieren, geschweige denn ihre Funktion im Gesamtgeschehen restlos zu verstehen. Umso
mehr werden die neuronalen Proteine und Nervenzellen weiterhin bedeutende Zielobjekte
der Wissenschaft sein, nicht nur um die Neugier des Forschergeistes nach Wissen um die
grundlegenden Zusammenhänge zu stillen, sondern vor allem auch um pathologische Vor-
gänge zu entschlüsseln. Dies ist elementar, um Krankheitsentstehung zu verstehen und
Ansatzpunkte zu finden, dieser entgegenzuwirken.
Die hier vorliegende Arbeit beschäftigt sich nun mit einem dieser noch weitgehend unver-
standenen Eiweiße, dem neuronalen calciumbindenden Protein 2 (NECAB2). Bisherige
Studien befassten sich vor allem mit Lokalisation und Struktur von NECAB2.
Dabei handelt es sich um ein im ZNS (zentrales Nervensystem) exprimiertes Protein, wel-
ches in besonders hohem Maße in Teilen der Basalganglien, insbesondere dem Striatum
[1], sowie in der Hippocampusformation [2], [3] nachweisbar ist. Subzellulär befindet sich
NECAB2 als zytosolisches Protein sowohl in Axonen als auch in Dendriten [4]. Eine Struk-
turanalyse von NECAB2 offenbarte zudem eine Aufteilung in drei verschiedene Domänen,
welche ferner eine Bindungsstelle für Calciumionen umfassen [4].
Zwei Studien von Canela et al. untersuchten die Funktion von NECAB2 in der Zelle und
konnten eine Einflussnahme auf deren Signaltransduktion nachweisen, generiert durch
calciumabhängige Interaktion des Proteins mit Neurotransmitterrezeptoren. Eine Poten-
zierung der nachfolgenden Signalwege konnte zum einen für den Adenosin-Rezeptor 2A
(A2AR) im Striatum [1] und zum anderen für den metabotropen Glutamatrezeptor 5
(mGlu5) in der CA1-Region des Hippocampus [2], gezeigt werden. Bisher wurde des Wei-
teren sowohl eine Einflussnahme von NECAB2 auf den Prozess der Exozytose vermutet
[5] als auch über eine Funktion als Transkriptionsfaktor spekuliert [6].

Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein NECAB2-Knockout Modell der Maus genutzt, um
die Auswirkungen eines Fehlens dieses Proteins im Vergleich zum Wildtyp zu analysieren.
Es kamen drei verschiedene Methoden zur Anwendung, um Eigenschaften und Funktions-
weisen des NECAB2-Proteins unter verschiedenen Gesichtspunkten näher zu beleuchten.
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Mithilfe dieser gewählten Methoden sollen insbesondere die folgenden Fragestellungen be-
arbeitet werden:

1. Beeinflusst NECAB2 die dendritische Plastizität und die strukturelle Morphologie von
Neuronen im Striatum und Hippocampus?
Hierzu wurden Hirnschnitte Golgi-Cox imprägniert, eine histologische Methode, welche
die Neuriten von Nervenzellen präzise darstellt. Analysiert wurden die neuronale Morpho-
logie mit Anzahl, Länge und Verzweigung der Dendriten, die Dichte an Spines sowie die
Komplexität der Neuronen im Putamen und im Sektor 1 des Cornu ammonis (CA1).

2. Hat der NECAB2-Knockout Einfluss auf die Bindungsdichten von Neurotransmitter-
rezeptoren im Hippocampus und Striatum sowie möglicherweise konsekutiv in den korti-
kalen Regionen einiger somatomotorischer und somatosensorischer Rindenbereiche?
Methode der Wahl hierfür ist die In-vitro Rezeptorautoradiographie. Dabei können die
Bindungsdichten spezifischer radioaktiv markierter Liganden gemessen werden. In den
Zielregionen Hippocampus, Putamen, dem primären somatomotorischen Kortex M1 sowie
den somatosensorischen Rindenregionen S1 und S2 wurden jeweils die Ligandenbindungs-
dichten von N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-, α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Pro-
pionsäure (AMPA)-, und γ-Aminobuttersäure(GABAA)-Rezeptoren analysiert.

3. Beeinflusst NECAB2 die Expression der neuronalen Proteine Mikrotubuli-assoziiertes
Protein 2 (MAP2), Synaptobrevin und Synaptophysin und bedingt damit Änderungen in
der synaptischen Plastizität und dendritischen Dynamik im Hippocampus?
Zur Beantwortung dieser Frage wurden die oben genannten Proteine immunhistochemisch
markiert, sodass anschließend in den Hippocampi eine semiquantitative Auswertung ihrer
Densität erfolgen konnte.



2 Literaturdiskussion

2.1 Neuronale Proteine

In den folgenden Abschnitten sollen die wichtigsten Punkte zu den neuronalen Proteinen
diskutiert werden, welche für die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind.

2.1.1 NECAB2

Das neuronale calciumbindende Protein 2 – NECAB2 – ist Mitglied einer besonderen
Gruppe calciumbindender Proteine, deren Familie sich bisher noch NECAB1 und NE-
CAB3 zuordnen lassen. Diese neue Gruppe calciumbindender Proteine wurde 2001 erst-
mals von Bernier et al. als Produkt des Transkriptionsfaktors Pax6 beschrieben [6] und
später von Sugita et al. genauer identifiziert und hinsichtlich der Struktur sowie des Vertei-
lungsmusters analysiert [4]. Im Folgenden wird aufgrund der Relevanz für die vorliegende
Arbeit insbesondere auf NECAB2 detailliert eingegangen.
NECAB1 und -2 werden ausschließlich im zentralen Nervensystem exprimiert, während
NECAB3 zusätzlich in verschiedenen weiteren Gewebearten, insbesondere in der Skelett-
muskulatur, zu finden ist [4]. Weitere Studien zur genaueren Lokalisation von NECAB2
demonstrierten ein besonders hohes Vorkommen im Striatum [1], im Hippocampus [2], [3]
und im Rückenmark [5]. Subzellulär zeigt sich das Verteilungsmuster dieses Proteins so-
wohl präsynaptisch in Axonen als auch postsynaptisch in Dendritenästen und Spines. Im
Rückenmark konnte NECAB2 in besonders hohem Maße in präsynaptischen Axontermi-
nalen, sogenannten Boutons, lokalisiert werden [5]. Dabei beschränkt sich die Verteilung
von NECAB2 als hydrophilem, zytosolischem Protein ohne transmembranären Anteil [4]
nicht ausschließlich auf das Zytosol, sondern weist teilweise Assoziation zu Zellorganel-
len wie dem endoplasmatischen Retikulum oder intrazellulären Vesikeln auf [1]. In der
Hippocampusformation wurde von Canela et al. ein hohes Vorkommen an NECAB2 ins-
besondere in der CA1-Region nachgewiesen [2]. Eine spätere Studie von Zimmermann et
al., die sich einer anderen Nachweismethode für das Protein bedienten, konnte ein be-
sonders hohes Vorkommen von NECAB2 in der hippocampalen CA2-Region aufzeigen
[3]. Auch im Hinterhorn des Rückenmarks konnte ein erhöhtes Vorhandensein von NE-
CAB2 nachgewiesen werden. Dabei war das Protein dort insbesondere in exzitatorischen,
glutamatergen Zellen zu lokalisieren [5], [7]. Dieser Beobachtung entsprechend sind auch in
der Hippocampusformation die NECAB2 enthaltenden Neurone mehrheitlich glutamater-
ge, hippocampale Projektionszellen und nur eine Minderheit davon wurde als GABAerge



2. LITERATURDISKUSSION 4

Interneurone identifiziert [3].
Die strukturelle Betrachtung der NECAB-Proteine zeigte im groben Überblick drei Teile,
eine N-terminale EF-Hand, benachbart die sogenannte NECAB-Homologie-Region (NHR)
und am C-terminalen Ende ein DUF176-Motiv oder ABM (antibiotic biosynthesis mo-
nooxygenase motif), das bisher nur aus Bakterien bekannt ist [4].
Das Motiv der EF-Domäne ist bei vielen calciumbindenden Proteinen zu finden und wur-
de bereits 1973 durch Kretsinger et al. erstmals benannt und seitdem ausführlich erforscht
[8]. Die Bindung eines Calciumions führt zu einer Konformationsänderung, was konseku-
tiv die Interaktion mit anderen Proteinen erlaubt [9]. Für NECAB2 wurde einerseits das
Vorhandensein zweier terminaler EF-Hände beschrieben [7], während andererseits bei den
NECABs nur von einer singulären EF-Hand mit einer Bindungsstelle für Calcium ausge-
gangen wird [4], [1]. Der EF-Hand benachbart liegt die sogenannte NECAB-Homologie-
Region, eine Struktur, welche im Abgleich mit bestehenden Datenbanken keine Homolo-
gien zu bisher sequenzierten Proteinen erkennen lässt [4]. Dabei handelt es sich um eine
Sequenz, welche in ihrer Sekundärstruktur eine Doppelhelix ausbilden kann [4]. Dieses Mo-
tiv scheint relevant, um Proteinen durch Strukturänderungen eine Oligomerisierung sowie
Interaktion mit anderen Eiweißmolekülen zu ermöglichen [10]. Die dritte Domäne am C-
terminalen Ende der NECAB-Proteine beinhaltet eine enzymatische ABM(antibiotic bio-
synthesis motif)-Einheit mit bislang größtenteils unverstandener Funktion, welche seither
nur bei bakteriellen Eiweißen identifiziert wurde. Bei Bakterien der Gattung Escherichia
coli beispielsweise stellt diese Enzymformation einen Teil einer Redoxreaktion dar, welche
die Bildung toxischer, reaktiver Sauerstoffspezies in der Zelle minimiert [11].
Aufgrund der strukturellen Gegebenheiten kann vermutet werden, dass NECAB2 calciu-
mabhängig mit anderen Proteinen interagiert. Diese Hypothese wird durch zwei Studien
von Canela et al. bestätigt, die sich mit der Interaktion von NECAB2 mit Rezeptorprotei-
nen befasst haben. Die Informationen im nun folgenden Abschnitt entstammen vollständig
der Studie von Canela et al. [1], welche die Interaktion von NECAB2 mit dem Adenosin-
rezeptor 2A (A2AR) im Rattenmodell untersuchten. Neben der Existenz von A2AR in den
Neuronen des Striatum [12] konnte eine Koexpression von NECAB2 dokumentiert und
anschließend eine Interaktion der beiden Proteine in Abhängigkeit von der intrazellulären
Calciumkonzentration nachgewiesen werden. Dabei kommt es zur Bindung der NECAB-
Homologie-Region an das C-terminale Ende des A2AR, wobei sehr hohe Konzentrationen
an Calcium wiederum eine Dissoziation der Moleküle zur Folge haben. Die Verbindung von
NECAB2 und A2AR hatte verschiedene Konsequenzen. In Zellen mit Koexpression von
NECAB2 konnte ein Einfluss auf die Rezeptorquantität an der Zellmembran nachgewiesen
werden. Weiterhin konnte eine vermehrte Assoziation von NECAB2 mit der Zellmembran
dokumentiert werden. Zusätzlich veränderte die Interaktion der beiden Proteine auch die
Qualität der vom Rezeptor initiierten Signalverarbeitung. Dem A2AR nachgeschaltet ist
der sogenannte ERK(extracellular signal-regulated kinases)-Signalweg, der bei Rezepto-
raktivierung durch Phosphorylierung eines Nachbarproteins gestartet wird. Durch eine
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Bindung von NECAB2 an den Rezeptor kommt es zur vermehrten Phosphorylierung und
damit zu einer potenzierten Aktivierung des konsekutiven Signalweges mit vermehrter
Bildung von cAMP, was letztendlich zu einer Änderung der Transkription von Proteinen
führen kann.
In einer späteren Studie von Canela et al. [2] wurde die Interaktion von NECAB2 mit
einem weiteren Rezeptor, dem metabotropen, Gq-Protein-gekoppelten Glutamatrezeptor
5, Isoform a und b (mGlu5a,b), analysiert. Die Resultate werden in der nachstehenden Pas-
sage zusammengefasst. Ein gemeinsames Verteilungsmuster von NECAB2 und mGlu5 in
den postsynaptischen Kompartimenten wie Dendritenschaft und Spines der hippocampa-
len Pyramidenzellen der Ratte, insbesondere in der CA1-Region, wurde dokumentiert. In
Analogie zu oben zitierter Studie [1] kommt es in Verbindung mit dem Rezeptor mGluR5
zu einer Translokation von NECAB2 in Richtung der Zellmembran. Es konnte dargelegt
werden, dass es ebenso zu einer calciumabhängigen Interaktion der Proteine kommt, wobei
bei steigender intrazellulärer Calciumkonzentration ebenfalls eine Abnahme der Eiweiß-
verbindung zu beobachten ist. Im Unterschied zur Interaktion mit A2AR nimmt NECAB2
keinen Einfluss auf die quantitative Rezeptorexpression von mGlu5 an der Zelloberflä-
che. Funktionell führte die Interaktion von NECAB2 mit mGlu5 zu einer Verstärkung der
Signaltransduktion und nimmt damit ebenfalls potenzierenden Einfluss auf die Rezeptor-
funktion von mGlu5 mit konsekutiv vermehrter Bildung von IP3 und DAG.
Andere Untersuchungen implizierten bezüglich der Funktion von NECAB2, aufgrund sei-
ner vorwiegend präsynaptischen Verteilung in exzitatorischen Zellen des Rückenmarks,
eine Rolle im Prozess der synaptischen Übertragung bei der Schmerzweiterleitung. Der
Vermutung von Zhang et al. nach scheint präsynaptisches NECAB2 calciumabhängig die
Exozytose zu verstärken [5]. Bernier et al. beschrieben die Proteine der NECAB-Familie
weiterhin als Produkte eines Transkriptionsfaktors, welche mutmaßlich selbst die Expres-
sion von anderen Proteinen induzieren können [6].

Obige Studienergebnisse zusammenfassend konnte bereits gezeigt werden, dass NECAB2
in Abhängigkeit von der intrazellulären Calciumkonzentration, vermittelt durch EF-Hände,
eine Konformationsänderung durchläuft, welche einerseits die Bindung mit anderen Pro-
teinen ermöglicht sowie andererseits die Voraussetzungen zur Homodimerisation liefert.
Weiterhin gibt es sowohl Hinweise auf eine Einflussnahme des Proteins im präsynaptischen
Prozess der Exozytose von Neurotransmittern als auch auf eine Funktion im postsynap-
tischen Kompartiment durch Interaktion mit Rezeptoren und Einwirkung auf neurona-
le Signaltransduktionen und konsekutiv die zelluläre Funktion. Auch eine Wirkung als
Transkriptionsfakor wird diskutiert. Da NECAB2 sich insbesondere in exzitatorischen,
glutamatergen Zellen befindet und dieses System scheinbar in unterschiedlicher Art und
Weise beeinflusst, handelt es sich möglicherweise um einen wichtigen modulatorischen
Faktor in der exzitatorischen Neurotransmission. Auf Grundlage dieser bisherigen Er-
kenntnisse wurden die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit formuliert und eine Ana-
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lyse von Neurotransmitter Rezeptorbindungsdichten, von morphologischen Alterationen
und eine semiquantitative Auswertung dendritischer Proteine durchgeführt.
Da der Abgleich mit Datenbanken für sequenzierte Proteine zeigte, dass die NECAB-
Proteine von Mensch und zumindest Ratte sich in ihrer Aminosäuresequenz nicht unter-
scheiden [4], scheinen funktionelle Überlegungen aus dem Tiermodell potentiell auf den
Menschen übertragbar zu sein.

2.1.2 MAP2

Die Abkürzung MAP2 steht für Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2, womit schon eine
wichtige Eigenschaft dieses neuronalen Eiweißes genannt wird, nämlich die Verbindung
zu Teilen des Zytoskelettes, das aus den zwei Hauptkomponenten Tubulin und Aktin so-
wie verschiedenen Intermediärfilamenten zusammengesetzt wird.
Man kann vier übergeordnete MAPs sowie weitere Subtypen differenzieren [13]. Das in
der vorliegenden Arbeit analysierte MAP2 ist spezifisch in Neuronen und dort wieder-
um ausschließlich in Dendriten und in den dendritischen Spines lokalisiert [14], [15]. Die
Assoziation zu den Tubulinmolekülen ist durch eine Bindung von MAP2 an deren C-
terminalem Ende möglich [13]. Diese Konnexion von Tubulin und MAP2 hat eine sta-
bilisierende Wirkung auf die Mikrotubuli. Zusätzlich können dadurch Querverbindungen
zu anderen Zellbestandteilen hergestellt werden [13], [16]. Die Bindung von MAP2 an die
Mikrotubuli bewirkt deren festeren Zusammenhalt, was jedoch konsekutiv eine vermin-
derte Dynamik und Polymerisation dieses Zytoskelettanteils zur Folge hat [17].
Die Aktivität von MAP2 kann durch Phosphorylierung seiner spezifischen Bindungsstel-
len für Phosphat [17] reguliert werden [18]. Wann eine Phosphorylierung stattfindet, wird
bedarfsgerecht über Signalkaskaden reguliert, welche von aktivierten Neurotransmitter-
rezeptoren ausgehen. Beispielsweise führt die Aktivierung des NMDA-Rezeptors zu einer
Dephosphorylierung von MAP2 [19], [20], was konsekutiv eine Destabilisierung des Mikro-
tubuligerüstes bewirkt, damit aber auch die Möglichkeit zum Umbau und zur Polymeri-
sation eröffnet. Auch für die Aussprossung neuer Zellfortsätze scheint das Vorhandensein
von MAP2 unverzichtbar [21]. Weiterhin besitzt MAP2 die Fähigkeit, eine Querverbin-
dung zwischen Mikrotubuli und Aktinfilamenten herzustellen [16]. Ein solche Verbindung
ist grundlegend für verschiedene zelluläre Prozesse, wie beispielsweise für den Transport
von Organellen entlang des Zystoskelettes oder für die Zellteilung [22]. Auch in dendriti-
schen Spines, den Orten der Synapsenbildung mit anderen Neuronen, ist die Verbindung
von Aktinfilamenten und Mikrotubuli über MAP2 bedeutungsvoll für die Ausbildung der
dendritischen Dornen [22]. Folglich scheint MAP2 einen wichtigen Mediator für die syn-
aptische Plastizität darzustellen [17], [22].
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2.1.3 Synaptobrevin

Bei Synaptobrevin (Syb) oder auch Vesikel-assoziiertem Protein 2 (VAMP2) handelt es
sich um ein kleines Eiweißmolekül, welches einen integralen Bestandteil der Membranen
präsynaptischer Vesikel und das quantitativ am häufigsten exprimierte vesikuläre Protein
darstellt.
Strukturell konnten drei verschiedene Domänen identifiziert werden [23]. Homologien zu
anderen bereits bekannten Proteinen konnten nur für die prolinreiche N-terminale Region
dokumentiert werden. Diese ähnelt einem Abschnitt von Synapsin, einem weiteren vesiku-
lären Eiweiß, welches für die Interaktionen der Vesikel mit dem Zytoskelett verantwortlich
ist [23]. Funktionell stellt Syb als vesicle(v)-SNARE (SNARE : soluble N-ethylmaleinimid-
sensitive factor receptor) einen wichtigen Bestandteil der Exozytosemaschinerie dar. Die
Exozytose der neurotransmitterbeladenen Vesikel wird vorrangig durch folgende drei so-
genannte SNARE-Proteine ermöglicht, das vesikuläre Synaptobrevin und die in der neu-
ronalen Plasmamembran befindlichen Proteine Syntaxin 1 (Syx1) und SNAP25 (auch
target(t)-SNARE). Um die Exozytose zu ermöglichen, muss eine Fusion der Vesikel mit
der Plasmamembran stattfinden, wobei die gegenseitige Abstoßung der negativ geladenen
Membranen durch Komplexbildung der SNARE-Proteine und einhergehende Strukturver-
änderungen überwunden wird.
Neben diesen wesentlichen Komponenten existiert noch eine Vielzahl an sogenannten
SNARE-assoziierten Proteinen, welche die Neurotransmitterausschüttung präzise regulie-
ren (siehe dazu auch Kapitel 2.1.4). Dazu gehört beispielsweise auch der N-Ethylmaleinimid-
sensitive Faktor (NSF), auf welchem die Namensgebung des SNARE-Komplexes beruht
[24]. Hinweise auf die wichtige Rolle zusätzlicher anderer Faktoren bei dem Prozess der
Exozytose lieferte unter anderem die Untersuchung eines Synaptobrevin-Knockout Maus-
modells. Das Fehlen von Synaptobrevin führte zu einer ausgeprägten Störung der Exozy-
tose, wobei 10 % der Neurotransmitterfreisetzung davon jedoch unbeeinträchtigt blieben
[25]. Nichtsdestoweniger hat Synaptobrevin einen essentiellen Anteil an physiologischer
neuronaler Funktion, was durch die Analyse von Mäusen mit einer Nullmutation des Syb-
Gens deutlich wird, welche neurologische Defekte und eine erhöhte Jungtiersterblichkeit
aufwiesen [26].

2.1.4 Synaptophysin

Synaptophysin (Syp) ist das erste aus präsynaptischen Vesikelmembranen identifizierte
und isolierte Protein [27], [28]. Es handelt sich um ein transmembranäres Glykoprotein,
dessen Funktionsweise bisher noch nicht vollständig entschlüsselt ist. Einen maßgebenden
Fortschritt in der Forschung um die Funktion von Syp war die Erkenntnis, dass Synapto-
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physin und Synaptobrevin zu einem Komplex fusionieren können [29]. Diese Fusion kann
durch weitere Moleküle, beispielsweise die Bindung von Cholesterol, erleichtert werden
[30]. Durch die Konnexion der beiden Moleküle ist es für Synaptobrevin nicht möglich,
eine Bindung mit SNAP25 und Syx1 einzugehen, um den SNARE-Komplex zu bilden, wo-
durch die neurotransmitterbeladenen Vesikel aufgrund elektrostatischer Abstoßung nicht
mit der Plasmamembran fusionieren können und konsekutiv die Transmitterausschüttung
verhindert wird. Der Studie von Hinz et al. zufolge könnte die Funktion dieser Komplex-
bildung sein, dass eine Reserve an Syb in der Zelle gespeichert wird, welche bei Bedarf
bereitgestellt werden kann, um damit die Neurotransmitterausschüttung anzupassen und
somit die Effizienz der synaptischen Übertragung zu erhöhen [31]. Dabei scheint das Pro-
tein für den Vorgang der Exozytose alleine nicht absolut relevant zu sein, was die Analyse
eines Syp-Knockout Modelles impliziert. Dieser alleinige Knockout zeigte im Vergleich mit
dem Wildtyp keine signifikanten phänotypischen Unterschiede [32], [33].
Darüber hinaus scheint die Menge an Syb/Syp-Komplex in wenig aktiven neuroendokri-
nen Zellen und insbesondere in embryonalen Neuronen gering zu sein und mit Heranreifen
des Neurons an Quantität zuzunehmen, woraus eine Einflussnahme auf Anpassungs- und
Umbauvorgänge des Neurons, also auf synaptische Plastizität, postuliert wurde [31].

2.2 Neurotransmitterrezeptoren

Die Kommunikation und Reizweiterleitung zwischen Nervenzellen ist ein komplexer Vor-
gang. Grob skizziert, führen Veränderungen der Membranpermeabilität für bestimmte
Ionen durch Öffnung zugehöriger spezifischer Ionenkanäle zu einer konsekutiven Alterati-
on des zellspezifischen Ruhemembranpotenzials, welches sich schließlich entlang der Zelle
ausbreiten kann.
Bei den chemischen Synapsen, die den Hauptanteil an Verbindungen zwischen Neuronen
darstellen, muss ein Spalt (synaptischer Spalt) zwischen den beteiligten Neuronen, genau-
er zwischen der sogenannten prä- und postsynaptischen Membran, überwunden werden.
Um dies zu ermöglichen, bedarf es besonderer Prozesse, welche die Ausschüttung von
Überträgerstoffen (Neurotransmittern) und die Reaktion passender Rezeptoren beinhal-
ten. Es existiert eine Reihe an unterschiedlichen Transmittern, die prinzipiell entweder
eher inhibitorisch oder exzitatorisch wirken können. Die Wirkung ist jedoch zusätzlich
abhängig von der Art des vorliegenden Rezeptors an der postsynaptischen Membran.
Grundsätzlich lassen sich Rezeptoren anhand ihrer entweder ionotropen oder metabotro-
pen Wirkung unterscheiden. Zum einen gibt es große, ionotrope Rezeptoren mit meh-
reren Transmembrandomänen, welche selbst Ionenkanäle darstellen, die durch Bindung
eines Liganden direkt in ihrer Funktion beeinflusst werden und in der Regel zu einer
schnelleren Reaktion führen. Zum anderen finden sich eher kleinere, metabotrope Rezep-
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torproteine, deren Aktivierung eine langsamere Signalkaskade initiiert, welche wiederum
durch Beeinflussung von Kinasen mittels intrazellulärer Signalstoffe (second messengern)
zur indirekten Öffnung eines Ionenkanals führen kann. Ein sogenanntes exzitatorisches
postsynaptisches Potential (EPSP) kann im Allgemeinen durch veränderte Permeabilität
für Kationen zur Depolarisation der postsynaptischen Membran führen, während analog
dazu ein inhibitorisches postsynaptisches Potenzial (IPSP) mit verändertem Anionenfluss
eine Hyperpolarisation der Postsynapse auslösen kann [34].
In der vorliegenden Arbeit wurden die Rezeptorbindungsdichten zweier ionotroper, exzita-
torischer Glutamatrezeptoren und eines ionotropen, inhibitorischen Rezeptors analysiert.
Aus diesem Grund folgt in den nachstehenden zwei Kapiteln ein kurzer Überblick über
Aufbau und Funktionsweise dieser Strukturen.

2.2.1 Exzitatorische Neurotransmitterrezeptoren

Auch die Rezeptoren des wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat kön-
nen sowohl in ionotrope, ligandengesteuerte Ionenkanäle als auch in metabotrope G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren unterteilt werden. Die ligandengesteuerten Ionenkanäle
lassen sich weiterhin in drei Subtypen differenzieren, welche nach folgenden synthetischen
rezeptoraktivierenden Agonisten benannt sind: α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-
Propionsäure (AMPA), Kainat und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA).
Aufgrund der Relevanz für diese Arbeit sollen vor allem kurz die ionotropen NMDA- und
AMPA-Rezeptoren diskutiert werden.
Strukturell betrachtet handelt es sich bei den ionotropen Glutamatrezeptoren um te-
tramere Proteine, die aus vier Subeinheiten (GluR1-4) mit helicalen transmembranären
Domänen zusammengesetzt sind. Unterschiede entstehen besonders durch Alterationen
der Subeinheiten. Dabei hebt sich vornehmlich der NMDA-Rezeptor ab. Bei AMPA- und
Kainat-Rezeptoren existiert eine Bindungsstelle allein für Glutamat. Gelangt Glutamat
über den synaptischen Spalt an den Rezeptor, so führt diese Bindung direkt zu einer
Rezeptoraktivierung mit nachfolgender Durchlässigkeit für die Kationen Natrium und
Kalium. Die dadurch ausgelöste schnelle Änderung des Membranpotenzials stellt die groß-
amplitudige, frühe Komponente des exzitatorischen postsynaptischen Potentials (EPSP)
dar.
NMDA-Rezeptoren hingegen besitzen einen komplizierteren Aufbau und unterscheiden
sich sowohl in den zu ihrer Aktivierung notwendigen Gegebenheiten als auch in ihrer
Kinetik und Ionenpermeabilität von AMPA- und Kainat-Rezeptoren. Um den Rezeptor
in seiner Funktion als Ionenkanal zu aktivieren, bedarf es einerseits der Bindung von
Glutamat sowie Glycin als Kofaktor [35] und andererseits eines zusätzlichen elektrischen
Stimulus in Form einer Depolarisation der postsynaptischen Membran [36], [37]. An den
meisten zentralen Synapsen liegt eine Koexpression von AMPA- und NMDA-Rezeptoren
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vor, sodass es bei repetitiven Stimuli durch die schnelle Aktion der AMPA-Kanäle zu
einer Depolarisation und somit zu einer Akivierung auch der NMDA-Rezeptoren kommen
kann [38]. Aufgrund der vergleichsweise langsamen Kinetik des Rezeptors tragen aktivier-
te NMDA-Rezeptoren zur späten Phase eines EPSPs bei [34].
Eine weitere Besonderheit der Rezeptoren ist, neben der Permeabilität für Natrium und
Kalium, auch eine Leitfähigkeit für Calciumionen [39]. Calcium hat bei vielen intrazellulä-
ren Prozessen eine Schlüsselrolle inne, woraus eine Einflussnahme der Rezeptoren auf zel-
luläre Prozesse resultiert. Besonders hervorzuheben ist dabei die herausragende Rolle der
NMDA-Rezeptoren bei der Langzeit-Potenzierung (LTP) als Grundlage einer Form synap-
tischer Plastizität in Neuronen [40] (siehe auch Kapitel 2.3.2.1). Es herrscht jedoch keine
einheitliche Meinung darüber, wie diese Prozesse im Detail ablaufen. Während beispiels-
weise einerseits permanente [41] oder passagere [42] Aussprossung von Spines beschrieben
wurde, konnten andererseits keine morphologischen Veränderungen dokumentiert werden
und stattdessen wurde eine Neugewichtung bestehender Synapsen vermutet [43]. Eine
Entgleisung dieser Prozesse, insbesondere eine Überaktivität des glutamatergen, exzita-
torischen Systems mit übermäßiger Aktivität von NMDA-Rezeptoren und konsekutivem
massivem Calciumeinstrom in die Zelle, kann zu schwerwiegenden neuronalen Schäden
führen. Die Störung des Equilibriums der intrazellulären Calciumkonzentration und Ent-
stehung toxischer, freier Radikale kann zu einem Untergang von Neuronen führen, was
das pathologische Korrelat bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen darstellt [44].

2.2.2 Inhibitorische Neurotransmitterrezeptoren

Inhibitorische Synapsen sind gegenüber den exzitatorischen Verbindungen quantitativ
deutlich in der Minderheit. Im zentralen Nervensystem existieren zwei inhibitorische Neu-
rotransmitter, zum einen der weitaus häufigere hemmende Überträgerstoff γ -Aminobutter-
säure (GABA) und zum anderen die Aminosäure Glycin. GABA selbst interagiert mit zwei
Rezeptoren, welche sich in Analogie zu den exzitatorischen Glutamatrezeptoren in eine
ionotrope (GABAA-Rezeptor) und eine metabotrope (GABAB-Rezeptor) Form untertei-
len lassen [45].
Der ionotrope GABAA-Rezeptor ist ein pentameres Protein und bildet einen Chloridkanal
aus. Es existieren acht Gruppen an Untereinheiten (α, β, γ, δ, ε, θ, π, ρ ), welche sich
weiterhin in 19 verschiedene Subtypen kategorisieren lassen [34]. Durch die hohe Anzahl
an Untereinheiten ergibt sich eine Vielzahl an möglichen Varianten ionotroper GABA-
Rezeptoren, die sich anhand ihrer Affinität zum Liganden oder anhand ihrer zusätzlichen
Bindungsstellen unterscheiden [46]. Je nach Komposition entwickeln die Rezeptoren un-
terschiedliche Funktionen und Eigenschaften [47], [48] und nehmen damit Einfluss auf die
synaptische Plastizität [49]. Normalerweise führt die Aktivierung von GABAA-Rezeptoren
zu einer Inhibition von Neuronen durch Hyperpolarisation, welche meist durch Chlo-
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ridströme vermittelt ist und inhibitorische postsynaptische Potenziale (IPSPs) evozieren
kann [50], [51]. Demgegenüber können GABA-Rezeptoren bei bestimmten Umgebungsbe-
dingungen allerdings auch eine Depolarisation der Zielzelle durch Ausstrom der Anionen
auslösen und so zu einem exzitatorischen Signal beitragen [34], [45], [52].

2.3 Hirnstrukturen

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Regionen des Gehirns hinsichtlich der
Auswirkungen eines NECAB2-Knockouts untersucht. Im Vordergrund standen dabei Re-
gionen, welche physiologisch ein hohes Vorkommen an NECAB2 aufweisen. Dies ist zum
einen das Striatum [1] und zum anderen die Hippocampusformation [2]. Neben der wesent-
lichen Analyse dieser beiden Areale wurden zusätzlich einige kortikale Regionen, im Spe-
ziellen der primäre somatomotorische Kortex (M1) sowie der primäre (S1) und sekundäre
somatosensorische Kortex (S2), hinsichtlich ihrer Rezeptorbindungsdichten untersucht.
Diese Gebiete kommunizieren durch verschiedene Neuronenprojektionen mit Hippocam-
pus oder Striatum und stellen damit sogenannte remote regions dar.
In den nachstehenden Abschnitten sollen in Kürze die wichtigsten strukturellen und funk-
tionellen Aspekte, insbesondere des Striatums und der Hippocampusformation, zusam-
mengefasst werden.

2.3.1 Corpus Striatum

Das Corpus Striatum, oder auch nur Striatum genannt, ist eine subkortikal gelegene Struk-
tur des Großhirnes, welche entwicklungsgeschichtlich sowohl im humanen Gehirn als auch
in dem der Maus dem Telencephalon entstammt [53]. Unterschiede in der endgültigen
Anatomie sind vorrangig den Besonderheiten anderer Hirnstrukturen, wie beispielsweise
dem prominenten Neocortex im humanen Gehirn, geschuldet [54], [55]. Dabei kann man
das Striatum nochmals aufteilen in den Nucleus caudatus und das Putamen. Das Stria-
tum agiert als wesentliches Element der zentralen Bewegungsorganisation als Bestandteil
der sogenannten Basalganglien, einer Gruppe von subkortikal gelegenen umschriebenen
Gebieten grauer Substanz. Diese auch als Stammganglien bezeichneten Strukturen um-
fassen neben dem Striatum die Substantia nigra mit deren Aufteilung in Pars compacta
(SNc) und Pars reticulosa (SNr), den Globus pallidus unterteilt in Pars externa und Pars
interna sowie den Nucleus subthalamicus [55].
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2.3.1.1 Zytoarchitektur und Projektionsbahnen

Mit einem prozentualen Anteil zwischen 90 % [55], [56] und 95 % [57] agieren die soge-
nannten Medium Spiny Neurons (MSN) als wichtigste Projektionsneuronen im humanen
Striatum wie auch in dem des Nagers [54]. Wie so oft in der Historie der Anatomie gesche-
hen, war auch hier die Deskription der äußeren Form ausschlaggebend für die Benennung
der Neuronen. Dabei handelt es sich um Nervenzellen mit einem Zellkörper eines Durch-
messers von circa 15 bis 18 µm, dem meist drei bis fünf primäre Dendriten entspringen,
welche vor der ersten Verzweigung nur wenige Spines besitzen, während ihre Äste ab
der 2. Ordnung dicht mit solchen Dornen besetzt sind. Die Dendriten bilden in ihrem
Verlauf eine hohe Anzahl an Verzweigungen und der Gesamtdurchmesser der einzelnen
Neuronen erreicht oftmals ein Ausmaß von etwa 200 bis 300 µm [57]. In Abbildung 1
ist ein unter dem Lichtmikroskop bei 40facher Vergrößerung aufgenommenes Exemplar
eines typischen MSN optisch dargeboten. Aufgrund der dreidimensionalen Ausbreitung
des Neurons entlang der z-Achse des Hirnschnittes sind nicht alle Dendriten gleichzeitig
scharf einzustellen.
Die restlichen 5–10 % der striatalen Nervenzellen bestehen aus Interneuronen. Diese eher
inhomogene Gruppe lässt sich weiterhin anhand der zugehörigen Neurotransmitter auf-
teilen [55], [57].

Funktionell ist das Striatum als Bestandteil der Basalganglien notwendig zur Abstimmung
der Bewegungsausführung. Es erhält extrinsische afferente Signale aus der Substantia ni-
gra und Input aus motorischen Thalamuskernen, welche wiederum Afferenzen aus der
Peripherie und aus dem Kortex weiterleiten. Afferenzen aus der Großhirnrinde bilden exzi-
tatorische glutamaterge Synapsen [58], wohingegen Projektionen aus der Substantia nigra
über verschiedene Dopaminrezeptoren sowohl aktivierende als auch hemmende Einflüsse
ausüben können [57]. Des Weiteren erreichen intrinsische Signale ausgehend von verschie-
denen Interneuronen über GABAerge oder cholinerge Synapsen die MSN [34]. Nach der
Meinung von Zilles ist das Striatum Komponente der sogenannten Basalganglienschleife,
eines Schaltkreises zur Abstimmung kontinuierlich stattfindender Bewegungsplanung, der
im Kortex seinen Ursprung nimmt und über die subkortikalen Kerngebiete letztendlich
Projektionen zurück in den Frontallappen, insbesondere zum prämotorischen und supple-
mentärmotorischen Kortex, sendet [53].
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Abbildung 1: Beispielhafte lichtmikroskopische Darstellung eines Golgi-Cox-imprägnierten Me-
dium Spiny Neurons des Putamen in 40facher Vergrößerung (Maßstab 20 µm)

Die Axone der MSN selbst projizieren über den inhibitorisch wirkenden Überträgerstoff
γ-Aminobuttersäure (GABA) und unterschiedliche Kotransmitter wie Substanz P, Enke-
phalin und Dynorphin in den Globus pallidus und die Substantia nigra. Im Detail kann
man die MSN wiederum anhand ihrer exprimierten Rezeptoren für Dopamin sowie ihrer
Funktionsweise in der Bewegungsplanung in zwei Gruppen unterteilen. Die erste Fraktion
der MSN exprimiert den D1-Rezeptor, dessen Aktivierung eine Signalkaskade mit Pro-
jektionen über den Globus pallidus Pars interna, den retikulären Anteil der Substantia
nigra und über motorische Thalamuskerne bedingt, was schließlich zu einer exzitatorischen
Wirkung auf prämotorische Areale und einer Mitwirkung an der Bewegungsvorbereitung
führt [59]. Diese Verschaltung wird auch als direkter Weg bezeichnet. Die zweite Gruppe
der MSN empfängt Signale über den D2-Rezeptor, was in den konsekutiven Projektionen
über den externen Teil des Globus pallidus, den Ncl. subthalamicus, den Globus pallidus
Pars interna und die motorischen Thalamuskerne letztendlich zu einer Verminderung der
kortikalen Bewegungsinitiation führt [57], [60]. Diese Vernetzung der Neuronen wird auch
als indirekter Weg bezeichnet.
Der direkte und indirekte Weg sowie die von Zilles beschriebene Basalganglienschleife [53]
veranschaulichen die Funktion der Basalganglien in simplifizierter Weise. Weiterführende
Untersuchungen ergaben diverse zusätzliche neuronale Verbindungen, Feedback-Schleifen
und Einflüsse, beispielsweise aus dem limbischen System oder dem Assoziationskortex,
welche noch nicht vollständig erfasst und verstanden sind [61], [62], [63]. So scheinen die
Neuronen des Striatums neben ihrer Einflussnahme auf die Bewegungsplanung außerdem
eine Rolle bei komplexeren kognitiv-behavioralen Prozessen zu spielen [63].
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2.3.2 Hippocampusformation

Bei der Hippocampusformation handelt es sich um eine besondere kortikale Struktur,
die entwicklungsgeschichtlich dem sogenannten Allokortex angehört. Durch verschiedene
ontogenetische Prozesse gelangte sie in ihre endgültige Position [53], [64] und bildet im
humanen Gehirn die makroskopisch einprägsame Form, welche an das Erscheinungsbild
eines Seepferdchens erinnert und damit Grundlage für die Namensgebung war [57], wäh-
rend der Hippocampus der Maus eher kommaförmig beschrieben wird [54].
Funktionell obliegt dem Hippocampus eine wichtige Aufgabe als Komponente des lim-
bischen Systems, welches an einer Reihe von essentiellen Prozessen, darunter kognitives,
verhaltensbezogenes, vegetatives und emotionales Geschehen, beteiligt ist. Neben dem
Hippocampus gehören diesem System auch das Septum pellucidum, Corpus amygdaloi-
deum und der Hypothalamus an [53]. Eine weitere wesentliche Funktion des hippocam-
palen Gefüges ist die Gedächtniskonsolidierung. Bei diesem Prozess werden langfristige,
explizite, faktische Gedächtnisinhalte durch Überführung vom Kurz- ins Langzeitgedächt-
nis generiert. Der Hippocampus stellt die charakteristische Leitstruktur für das explizite
Gedächtnis dar, während andere Gedächtniskategorien in separaten Gehirnregionen kul-
tiviert werden [64]. Grundlegend für den Beginn umfangreicher Forschung auf diesem
Gebiet war eine einprägsame Fallbeschreibung aus den fünfziger Jahren eines Patienten
nach operativer bilateraler Entfernung der Hippocampi, welcher anschließend keine neuen
Fakten mehr ins Langzeitgedächtnis überführen konnte, wohingegen andere Gedächtnis-
leistungen nicht von diesem Eingriff beeinträchtigt waren [65].

2.3.2.1 Zytoarchitektur und Projektionsbahnen

Die Hippocampusformation wird unterteilt in Gyrus dentatus (DG), Cornu ammonis
(CA) und Subiculum (Sub) (Abbildung 2). Alle Bereiche sind entwicklungsgeschicht-
lich verwandt und besitzen in ihrer histologischen Struktur einen ähnlichen Aufbau. Die
grundsätzliche Zytoarchitektur ist im humanen Gehirn und in dem der Maus gleichartig
[54], [64]. Die Anordnung der beiden wesentlichen Neuronenpopulationen, zum einen der
glutamatergen, exzitatorischen Pyramidenzellen des Cornu ammonis und zum anderen
der ebenfalls erregenden Körnerzellen des Gyrus dentatus, welche zusammen etwa 90 %
der Zellen ausmachen, führt zu einer groben Dreischichtung. Die Zellsomata der Neuronen
gruppieren sich bandförmig, der Kontur eines ’C’ folgend, und formen mit ihren Dendri-
ten die zellarmen benachbarten Schichten. Die Unterteilung und Benennung des CA in
vier Subregionen CA1–CA4 erfolgte nach Dichte und Morphologie der strukturgebenden
Pyramidenzellen [66]. Grundsätzlich bilden im CA die basalen Dendriten der Pyramiden-
zellen das Stratum oriens aus, nach innen gefolgt vom Stratum pyramidale, welches die
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Zellsomata enthält, dem sich wiederum das Stratum radiatum mit den apikalen Dendriten-
bäumen anschließt. Eine zusätzliche Differenzierung des Stratum radiatum in ein Stratum
radiatum-lacunosum-moleculare sowie das Sichtbarmachen weiterer Schichten, wie des auf
die CA3-Region begrenzten Stratum lucidum, werden durch Nachweis spezieller Proteine
ermöglicht. Im Gyrus dentatus findet man eine Aufteilung in das dendritische Stratum
moleculare und das zellreiche Stratum granulosum, welches die Somata der Körnerzellen
enthält (Abb. 2) [64]. Die übrigen 10 % der hippocampalen Nervenzellen werden von GA-
BAergen, inhibitorischen Interneuronen gebildet [64].

Die Hippocampusformation ist durch multiple Neuronenverbindungen mit anderen Hirn-
regionen vernetzt. Simplifiziert kann man dabei von jeweils einer hauptsächlichen afferen-
ten sowie einer dominierenden efferenten Projektionsbahn sprechen. Daneben existieren
multiple Kollateralverbindungen der hippocampalen Neuronen untereinander sowie kom-
missurale Fasern zur Interaktion mit der kontralateralen Hippocampusregion. Aufgrund
der ausgeprägteren Lateralisation des humanen Gehrins sind die Kommissurenfasern im
Vergleich zum Nagergehirn in geringerem Umfang ausgebildet [54], [67]. Die meisten Af-
ferenzen erreichen den Hippocampus, genauer die Dendriten der Körnerzellen des Gyrus
dentatus, über glutamaterge Fasern des Tractus perforans, welcher hauptsächlich dem
entorhinalen Kortex entstammt und sensorische Impulse aus dem gesamten Neokortex
integriert und weiterleitet [53]. Bei den Verschaltungen des Tractus perforans bis hin zu
den CA1-Neuronen kann man einen direkten und indirekten Weg unterscheiden, der spe-
ziesübergreifend nachgewiesen wurde [54]. Die direkte synaptische Verbindung befindet
sich zwischen Axonen der Neuronen aus Schicht III des entorhinalen Kortex und den
distalen Enden der apikalen Dendriten der CA1-Pyramidenzellen. Die indirekte Verbin-
dung dagegen stellt eine unidirektionale, trisynaptische Verschaltung dar, beginnend mit
Afferenzen aus Schicht II des entorhinalen Kortex über Körnerzellen des Gyrus dentatus
(Moosfasern) und apikale Dendriten der CA3-Neuronen [68], welche schließlich über die
topographisch organisierten sogenannten Schaffer-Kollateralen [69], [70] die Dendriten der
Pyramidenzellen im CA1-Areal erreichen (siehe auch schematische Darstellung in Abb.
2). Beide Wege sind notwendig für die Ausbildung physiologischer Lern- und Gedächtnis-
vorgänge [34].
Weitere afferente Impulse erreichen den Gyrus dentatus aus dem Septum über die Fimbria
hippocampi, aus dem Gyrus cinguli, aus den Corpora amygdaloidea und aus anterioren
Thalamuskernen sowie in Form glutamaterger Kommissurenfasern vom kontralateralen
HC [53], [54], [64], [71].
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Abbildung 2: Schematische Repräsentation einer rechtshemisphärischen Hippocampusformati-
on der Maus in der Frontalebene. Abgebildet sind die einzelnen Subregionen des Cornu ammonis
CA1-4 mit der Dreischichtung in Stratum oriens (Or), pyramidale (Py), radiatum (Rad) und
dem zusätzlichen, der CA3-Region vorbehaltenen Stratum lucidum (Luc) sowie der Gyrus den-
tatus (DG) mit seiner Schichteinteilung in Stratum granulosum (Gr) und moleculare (Mol). Des
Weiteren ist eine simplifizierte Darstellung der unidirektionalen, trisynaptischen intrahippocam-
palen Verschaltung präsentiert: (1) Afferenzen aus dem entorhinalen Kortex (EC) erreichen über
den Tractus perforans die Körnerzellen des Gyrus dentatus, welche anschließend über Moosfa-
sern (2) CA3-Neuronen innervieren, die wiederum über die sogenannten Schaffer-Kollateralen
(3) eine Synapse mit den Pyramidenzellen der CA1-Region formieren. Diese geben schließlich
Efferenzen (4) in Richtung Subiculum (Sub) ab, welches die hauptsächliche efferente Ausgangs-
stelle (5) des Hippocampus bildet. (Abbildung erstellt in Anlehnung an den stereotaktischen
Atlas nach Paxinos und Watson [72] sowie zytoarchitektonische Beschreibungen nach Watson,
Paxinos und Puelles [54]).

Nahezu alle Efferenzen des hippocampalen Neuronengefüges sind Bestandteil des Fornix,
eines Bündels weißer Substanz, welches den Hippocampus mit dem ipsilateralen Corpus
mammillare verbindet und im Verlauf Kollateralen an das Septum, Corpus amygdaloide-
um und den Hypothalamus abgibt [53], [64].
Neben den dominierenden Afferenzen sowie Efferenzen ist der Hippocampus in weitere
übergeordnete neuronale Schaltkreise, wie beispielsweise den sogenannten Papez-Neuronen-
kreis, involviert. Dabei handelt es sich um eine mehrstufige, zirkuläre Verknüpfung, be-
ginnend mit dem sogenannten Vicq-d’Azur-Bündel (Tractus mamillothalamicus), über
verschiedene Areale des limbischen Systems hin und schließlich mit einer Verbindung zu-
rück zu den Körnerzellen des Gyrus dentatus [53], [64].
Auch innerhalb des Hippocampus existieren mannigfaltige neuronale Verknüpfungen sowie
regulatorische Feedback-Schleifen [55], [69]. Ein Beispiel für solche rekurrenten Kollatera-
len sind die Körnerzellen des DG, die nicht nur auf die CA3-Neuronen projizieren, sondern
auch auf sogenannte Mooszellen in der Hilusregion, welche anschließend einerseits direkt
reziprok und andererseits über Interneuronen Einfluss auf die Ursprungszelle nehmen [68].
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Bei der Konsolidierung expliziter Gedächtnisinhalte scheint vor allem die Verbindung der
CA3-Neuronen untereinander sowie mit den CA1-Neuronen über die Schaffer-Kollateralen
eine herausragende Rolle zu spielen [40], [55]. Die Langzeitgedächtnisfunktion beruht auf
dauerhaften, stabilen synaptischen Verbindungen zwischen den hippocampalen Neuronen,
welche sich aufgrund der sogenannten Langzeit-Potentierung (LTP) etablieren. Bei der
ausschlaggebenden späten Form der LTP bedarf es einer hochfrequenten und andauernden
Stimulusfolge mit konsekutiver Aktivierung eines Signalweges, welcher über zwischenge-
schaltete Enzyme und die Modifikation von Transkriptionsfaktoren die De-novo-Synthese
von Proteinen ermöglicht, welche beispielsweise zur Ausbildung neuer Synapsen benötigt
werden. Eine wichtige Rolle im Prozess dieser Langzeit-Potenzierung spielen exzitatori-
sche Glutamatrezeptoren, dabei insbesondere der NMDA-Rezeptor (siehe auch Kapitel
2.2.1). Um LTP auszulösen, bedarf es bei verschiedenen Arten von Nervenzellen jeweils
unterschiedlicher Umstände. Bei den glutamatergen Pyramidenzellen im Hippocampus
liegt zumeist eine Koexpression von NMDA- und AMPA-Rezeptoren [34] vor. So kann
beispielsweise durch Modifikation der AMPA-Rezeptordichte eine Verstärkung exzitato-
rischer postsynaptischer Potentiale (EPSP) erreicht und LTP initiiert werden. Diese re-
zeptorabhängige Form synaptischer Plastizität stellt eine wichtige strukturelle Grundlage
des Lernprozesses dar [55], [57].

2.3.3 Kortexareale

Die im Folgenden kurz umrissene strukturelle Ontogenese und grundsätzliche Zytoarchi-
tektur sind im humanen Neokortex und in dem der Maus vergleichbar, während beispiels-
weise Unterschiede in Konnektivität oder Anzahl der Neuronen [73], [74] immer wieder
diskutiert werden [54]. Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Areale M1, S1 und
S2 gehören dem Neo- oder Isokortex an, welcher den phylogenetisch jüngsten Teil des
Gehirnes darstellt [53]. Die Bezeichnung Isokortex ist dabei von dem einigermaßen gleich-
förmigen histologischen Aufbau der Hirnrinde abgeleitet, einer groben Sechsschichtung
mit jeweils regionalen zytoarchitektonischen Besonderheiten.
Bei diesen Schichten handelt es sich ausgehend von der Hirnoberfläche ins Hirninnere um:
I Molekularzellschicht (Lamina molecularis), II äußere Körnerzellschicht (Lam. granularis
externa), III äußere Pyramidenzellschicht (Lam. pyramidalis externa), IV innere Körn-
erzellschicht (Lam. granularis interna), V innere Pyramidenzellschicht (Lam. pyramidalis
interna), VI multiforme Schicht (Lam. multiformis).
Dabei wird der hauptsächliche Anteil an kortikalen Neuronen von Pyramidenzellen ge-
bildet (85 %). Die übrigen Neuronen der Hirnrinde bilden eine inhomogene Gruppe, die
meist über GABAerge Synapsen als inhibitorische, intrakortikale Interneuronen agieren,
und sind unter dem Begriff der Nicht-Pyramidenzellen zusammengefasst [64].
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2.3.3.1 Primärer somatomotorischer Kortex

Der primäre somatomotorische Kortex (M1) repräsentiert zusammen mit dem prämotori-
schen, dem supplementärmotorischen und dem cingulär-motorischen Kortex die kortikale
Steuerungseinheit des willkürlichen motorischen Systems. Bei M1 finden sich als histologi-
sche Charakteristik eine sogenannte agranuläre Rindenschichtung mit Fehlen der Lamina
granularis interna (IV) sowie eine besonders ausgeprägte innere Pyramidenzellschicht (V),
welche prägnante Pyramidenzellen, sogenannte Betz-Zellen, beinhaltet [53]. Diese Zytoar-
chitektur ist insofern eng mit der Funktionsweise verknüpft, als dass M1 den wichtigsten
Ausgangspunkt für motorische Efferenzen in Richtung Hirnstamm und Rückenmark dar-
stellt. Diese werden verkörpert durch die Axone der Betz-Zellen aus Lamina V und formen
als Tractus corticospinalis und Tractus corticonuclearis den Hauptanteil der Pyramiden-
bahn, welche die größte existierende absteigende Bahn darstellt [64].
Als Endpunkt der Bewegungsplanung erreichen den primären Motorkortex Signale einer-
seits aus subkortikalen, ventralen Thalamuskernen, welche ihrerseits wiederum Signale aus
der Peripherie, dem Kleinhirn und den Basalganglien entgegennehmen, und andererseits
Zuflüsse aus anderen kortikalen Regionen, insbesondere dem supplementärmotorischen,
dem prämotorischen und dem primären somatosensiblen Kortex. Die Entgegennahme und
Integration von Afferenzen sowie deren Weiterverarbeitung und die Ausbildung efferen-
ter Signale sind in M1 somatotop gegliedert, wobei Neuronen eigens zusammengehörige
Gruppen bilden und sich dadurch verantwortlich zeigen für die Steuerung eines größeren
motorischen Gefüges, beispielsweise eines Armes [75] oder Tasthaares [54]. Diese Somato-
topie ist auch in den absteigenden Bahnen repräsentiert.
Der primäre somatomotorische Kortex ist somit als Endstation der zentralen Bewegungs-
planung und Startpunkt der Bewegungsausführung vor allem für die willkürmotorische
Steuerung der kontralateralen Körperhälfte zuständig, insbesondere für distale Muskel-
gruppen, welche feinmotorische Bewegungen ausführen können [53], [64].

2.3.3.2 Primärer und sekundärer somatosensorischer Kortex

Allen sensorischen Rindenfeldern gemeinsam ist ein besonderer histologischer Aufbau mit
auffallend markanter Ausprägung der Lamina granularis interna (IV). Durch die Dendri-
ten der vergleichsweise hohen Anzahl dort lokalisierter Körnerzellen kann die Hauptaufga-
be der sensorischen Kortexareale, der Empfang und die Weiterverarbeitung von Informa-
tionen aus der Peripherie, bewältigt werden. Zusätzlich besteht eine vertikale Organisation
durch Ausbildung von sogenannten Kolumnen, welche Zielgebiete umschriebener Afferen-
zen einer bestimmten Körperregion darstellen, wodurch eine somatotope Repräsentation
in der Hirnrinde erreicht wird. Je umfassender ein peripheres Gebiet sensibel versorgt und
je größer die räumliche Auflösung ist, desto größer ist auch die zugehörige Kolumne im



2. LITERATURDISKUSSION 19

Kortex [76].

Der primäre somatosensorische Kortex (S1) ist das wesentliche Ziel von Projektionen,
die den ventral-posterioren Thalamuskernen entstammen, welche selbst wiederum haupt-
sächlich Zufluss über die sensiblen Hinterstrangbahnen der jeweils kontralateralen Kör-
perhälfte erhalten [64]. Neben der somatotopen Aufgliederung von S1 kann eine weitere
Aufteilung in Subregionen anhand einer Differenzierung hinsichtlich der Submodalität
des sensiblen Reizes (Berührung, Druck, Vibration, Propriozeption, Schmerz, Tempera-
tur) unternommen werden [53], [55].
Dem primären somatosensorischen Kortex obliegt die Aufgabe, periphere Reize in ers-
ter Linie wahrzunehmen, um diese dann zur Weiterverarbeitung zu sekundären somato-
sensorischen Bereichen weiterzuleiten. Es besteht ein neuronales Netzwerk aus kortiko-
kortikalen Assoziationsfasern zwischen S1 und sekundär sensorischen Rindengebieten so-
wie eine interne Vernetzung der Subregionen des primär somatosensorischen Kortex [55].
Zusätzlich werden efferente Fasern als Teil der Pyramidenbahn in Richtung sensibler Hirn-
nervenkerne, Rückenmark und Thalamus entsendet, wo sie modulatorisch auf eintreffende
sensible Signale einwirken können [64]. Speziesübergreifend besteht zudem eine enge Kom-
munikation zwischen sensorischem und motorischem Kortex. Bei Nagetieren scheint dies
vergleichsweise besonders ausgeprägt, sodass teilweise eine Überlappung der Kortexareale
M1 und S1 beschrieben wurde [54], [77], [78].
In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Analyse verschiedener Rezeptordichten zweier
Subregionen des primären somatosensorischen Kortex, zum einen der trunc region und
zum anderen des barrel field. Bei Letzterem handelt es sich um eine besondere Anordnung
von Neuronen der Schicht IV bei Nagetieren, deren Gruppierung fassförmig erscheint und
jeweils ein Tasthaar des Tiermaules repräsentiert [76].

Auch das sekundäre somatosensorische Kortexareal (S2) ist ein somatotop organisiertes
Zielgebiet thalamokortikaler Bahnen. Im Gegensatz zu S1 empfängt der sekundär senso-
rische Kortex jedoch Signale sowohl aus der ipsi- als auch aus der kontralateralen Kör-
perhälfte. Darüber hinaus erreichen S2 auch kortikale Zuflüsse, im Sinne des reziproken
Informationsaustausches, insbesondere aus S1 und den sensorischen Rindenfeldern der
kontralateralen Hemisphäre sowie einem Teil des posterioren parietalen Kortex, einem
sekundär sensorischen Rindenfeld. Die Funktion dieser Kortexfelder und von S2 besteht
vorrangig in der Zuordnung und weiteren Deutung der in S1 bewusst detektierten Reize
[64].



3 Material und Methoden

3.1 Materialien – tabellarische Auflistung

In den nachfolgenden Tabellen ist eine Auflistung der für die Durchführung der verschie-
denen Methoden benötigten Chemikalien, Liganden und Kompetitoren, Antikörper und
Detektionskits sowie der für die Gewebeaufbereitung verwendeten Geräte und Laborpro-
dukte und der zur Analyse eingesetzten Softwareprodukte zu finden.

Tabelle 1: Übersicht der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller Firmensitz Bestellnummer
Aqua B. Braun Braun Melsungen 0082479E

Ammoniak Merck Darmstadt 1.05432.100

Citronensäure Roth Karlsruhe 5110.1

Cytoseal Thermo Fisher Waltham MA, USA 8312.4

Dinatriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt 1.063420.250

Essigsäure Roth Karlsruhe 3738.1

Glutamat Roth Karlsruhe 6052.1

Isopentan Riedel-de-Haen Schwerte 59070

Kaliumchlorid Merck Darmstadt 1.04936

Kaliumchromat Merck Darmstadt 1.04952.0250

Kaliumdichromat Merck Darmstadt P744.3

Kaliumdihydrogenphosphat Merck Darmstadt 4873

Kaliumthiocyanat Merck Darmstadt 105125

Ethanol absolut AppliChem Darmstadt A1613

Natriumchlorid Roth Karlsruhe 3957.1

Paraffin Sakura Finetek Staufen 4509

Super-Fix 1:6 Tetenal Norderstedt 102762

Saccharose Merck Darmstadt 107687

Salzsäure 37% Merck Darmstadt 1.00317

3-Triethoxysilyl-Propylamin Merck Darmstadt 821619

Tris Roth Karlsruhe 4855.2

Triton X 100 Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA T-8787

Quecksilber(1)chlorid Merck Darmstadt 1.04419.0050

Xylol Merck Darmstadt 808691

Wasserstoffperoxid Merck Darmstadt 107298
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Tabelle 2: Übersicht der verwendeten Liganden (jeweils mit Tritium [3H] markiert)

Rezeptor Ligand Spezifische
Aktivität

Hersteller Firmensitz Bestellnummer

AMPA AMPA 42,1 Ci/mmol Perkin Elmer Waltham MA,
USA

NET-833

GABAA Muscimol 35,6 Ci/mmol Perkin Elmer Waltham MA,
USA

NET-574

NMDA MK-801 27,5 Ci/mmol Perkin Elmer Waltham MA,
USA

NET-972

Tabelle 3: Übersicht der verwendeten Kompetitoren

Rezeptor Kompetitor Konzentration Hersteller Firmensitz Bestellnummer
AMPA Quisqualat 10mM/ml Abcam Cambridge,

UK
ab146666

GABAA GABA 10mM/ml Sigma-Aldrich St. Louis MO,
USA

A2129

NMDA MK-801-
Hydrogenmaleat

100µM/ml Sigma-Aldrich St. Louis MO,
USA

M-107

Tabelle 4: Übersicht der verwendeten Primärantikörper

Antikörper Hersteller Firmensitz Bestellnummer
MAP2 Synaptic Systems Göttingen M4403
Synaptobrevin Synaptic Systems Göttingen 104202
Synaptophysin Synaptic Systems Göttingen 101011

Tabelle 5: Übersicht der verwendeten Detektionskits

Kit Hersteller Firmensitz
DAB Labvision Thermo Fisher Waltham MA, USA
Vectastain Elite ABC PK-6101 Vector Laboratories Burlingame CA, USA
Vectastain Elite ABC PK-6102 Vector Laboratories Burlingame CA, USA

Tabelle 6: Übersicht der verwendeten Laborprodukte

Produkt Hersteller Firmensitz Bestellnummer
Immersionsöl Leica Solms 11944399

Rundfilter-Papier Roth Karlsruhe A7871

[3H]-Microscales STD GE Healthcare Chicago IL, USA PRPA 506 Batch 20

[3H]-Hyperfilm GE Healthcare Chicago IL, USA RPN 535B
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Tabelle 7: Übersicht der verwendeten Geräte

Gerät Hersteller Firmensitz
Autostainer EnVisionFLEX Dako Glostrup, Dänemark
CoolSNAP Kamera Roper Scientific Ottobrunn/München
Kryostat HM560 Microm Walldorf
Leica DM 6000B Mikroskop Leica Solms
PT Link Dako Glostrup, Dänemark
Vibratom Leica VT 1000S Leica Solms

Tabelle 8: Übersicht der verwendeten Software und Datenbanken

Software/Datenbank Hersteller Firmensitz
Analyse-itT M 2.22 für MS Excel Analyse-it-Software Ltd. Leeds AL, UK
MS Office Paket 2010 Microsoft Redmond WA, USA
MCIDT M Image Analysis 7.0 MCID Linton, UK
Neurolucida 8.0 MicroBrightField Inc. Williston VT, USA
Neuroexplorer 8.0 MicroBrightField Inc. Williston VT, USA
NCBI Bethesda MD, USA

3.2 Pufferlösungen

Für die Durchführung der unterschiedlichen Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit An-
wendung gefunden haben, war der Einsatz einiger Pufferlösungen notwendig. Eine Über-
sicht der Versuchsprotokolle zur Herstellung der verwendeten Pufferlösungen findet sich
im Anhang unter A aufgelistet.

3.3 Knockout Tiere

Der Begriff der Knockout Tiere wird für Organismen verwendet, in deren Genom ein be-
stimmtes Gen ausgeschaltet wird. Mittels Einbringen eines rekombinanten inaktivieren-
den Genabschnittes in embryonale Stammzellen wird molekulargenetisch der gewünschte
Knockout erzielt. Durch Injektion dieser Zellen in embryonale Blastozysten wird das ver-
änderte Genom in die Keimbahn eingebracht und es entwickeln sich heterozygote Chimä-
ren, welche weiter verpaart werden können, um schließlich homozygote Knockout Tiere zu
erhalten [34]. Dieses gezielte Ausschalten eines Gens ermöglicht es, seine Funktion in vivo
zu untersuchen. Dabei werden stets die Resultate der Knockout Tiere mit denen einer
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Wildtyp Kontrollgruppe auf Diskrepanzen hin überprüft.
Um ein besseres Verständnis zur Funktion des Proteins NECAB2 zu erhalten, wurde für
die vorliegende Arbeit ein NECAB2-Knockout Mausmodell generiert und hinsichtlich eini-
ger struktureller und funktioneller Aspekte untersucht. Die verwendeten gentechnisch ver-
änderten Mäuse stammen von der Firma KOMP Repository mit Sitz in Davis, California,
USA. Dort wurden nach Genotypisierungsprotokoll 5 heterozygote NECAB2-defiziente
Tiere generiert. Dabei handelte es sich um 2 Weibchen und 3 Männchen. Die heterozygo-
ten Männchen wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung der Universitätsmedizin
der Johannes Gutenberg-Universität Mainz mit weiblichen Wildtyp-C57Bl/6-Mäusen, ei-
nem für Forschungszwecke häufig benutzten Inzuchtstamm, verpaart. Nach anschließenden
Untersuchungen des Erbgutes der Nachkommen mittels PCR wurden schließlich nur die
heterozygoten Tiere weiter verpaart, wodurch es sich in der dritten Generation bei 25 %
der Nachkommen um homozygot NECAB2-defiziente Tiere handelte. Diese Homozygoten
wurden wiederum durch PCR bestätigt und selektiert, sodass im weiteren Verlauf jeweils
nur noch homozygote NECAB2-defiziente (NECAB2-/-) bzw. homozygote Wildtyp-Tiere
(NECAB2+/+) untereinander gekreuzt wurden.
Die Tiere wurden unter einem 12-Stunden-hell- und 12-Stunden-dunkel-Zyklus mit freiem
Zugang zu Futter und Wasser aufgezogen.
Für die vorliegende Arbeit wurden ausschließlich adulte männliche Tiere mit einem Alter
von 12 Wochen verwendet.

Tabelle 9: Übersicht der Tierzahlen je Methode

Methode NECAB2 +/+ NECAB2 -/-
Golgi-Cox-Imprägnierung 6 5
In-vitro Rezeptorautoradiographie 7 7
Immunhistochemie 10 10

3.4 Golgi-Cox-Imprägnierung

Die Methode nach Golgi-Cox bietet eine sehr gute Möglichkeit, die strukturelle Zytoar-
chitektur von Hirngewebe und die präzise Morphologie einzelner Neuronen darzustellen.
Unter dem Namen black reaction wurde diese Methode bereits 1873 von Camillo Gol-
gi erstmals beschrieben. Durch Neuerung und Modifikation entwickelte Cox daraus 1891
die Golgi-Cox-Methode. Seitdem wurden in vielen Studien weitere Möglichkeiten zur Mo-
difikation dieser Methodik untersucht und unterschiedliche Variationen der Golgi-Cox-
Imprägnierung entwickelt [79], [80], [81]. Der grundsätzliche Mechanismus dieser histolo-
gischen Methode liegt in einem Niederschlag von metallischem Quecksilber und komplexen
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Quecksilberoxiden im neuronalen Zytosol, wodurch die Neuronen in ihrer Gesamtheit, in-
klusive Soma, Dendriten und Spines, sichtbar gemacht werden [82]. Eine Besonderheit der
Golgi-Cox-Methode besteht darin, dass nur ein geringer Prozentsatz der Nervenzellen ei-
nes Präparates angefärbt wird. Diese Anzahl variiert je nach Autor zwischen <1 % und 5
% [80], [83], [84], wobei es zufällig und unvorhersehbar scheint, welches Neuron angefärbt
wird und welches nicht [85]. Die übrigen Nervenzellen im Präparat verbleiben ungefärbt,
sodass sich die Golgi-Cox-gefärbten Neuronen in ihrer vollständigen Morphologie vor wei-
testgehend transparentem Hintergrund gut kontrastieren [86].

3.4.1 Golgi-Cox-Lösung

Zur Herstellung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Golgi-Cox-Lösung benötigt
man drei Teillösungen (A,B,C).

1. Lösung A: 37,5 g Kaliumdichromat gelöst in 750 ml Aqua bidest

2. Lösung B: 37,5 g Quecksilber(1)chlorid gelöst in 750 ml Aqua bidest

3. Lösung C: 30 g Kaliumchromat gelöst in 600 ml Aqua bidest

Die Lösungen A, B und C werden im Anschluss gemischt und zusätzlich mit 1500 ml Aqua
bidest versetzt. Nach fünftägiger Inkubation im Dunkeln und anschließender Filtration ist
die Lösung gebrauchsfertig.

3.4.2 Präparation und histologische Aufarbeitung der Gehirne

Für die Untersuchungen nach der Golgi-Cox-Methode wurden insgesamt 11 Tiere verwen-
det, aufgeteilt in sechs Wildtyp- (n=6) und fünf NECAB2-Knockout Mäuse (n=5).
Die Mäuse wurden durch intraperitoneale Injektion von jeweils 1 ml Lösung aus 20 % Ke-
tamin und 2,5 % Xylazin anästhesiert und sediert. Nach Überprüfung, ob die Zwischenze-
henreflexe erloschen waren und somit eine ausreichende Narkosetiefe bestand, wurde der
Abdominalraum eröffnet. Das Diaphragma wurde durchtrennt, um das Herz freizulegen
und daraufhin die Tiere mit jeweils 30 ml Kochsalzlösung (0,9 % NaCl) intrakardial zu
perfundieren. Anschließend wurde das Gehirn entnommen und unter Lichtausschluss di-
rekt in jeweils 20 ml auf 4 °C gekühlte Golgi-Cox-Lösung verbracht.
Der im Folgenden beschriebene Imprägnierungsprozess wurde nach der durch Gibb und
Kolb modifizierten Golgi-Cox-Methode durchgeführt [79].
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Die Inkubationszeit der Gehirne in der Golgi-Cox-Lösung betrug 14 Tage. Damit das Ge-
webe bei der weiteren Verarbeitung weniger brüchig war, wurden die Hirne daraufhin für
mindestens zwei weitere Tage in 30%ige Saccharoselösung transferiert. Im Anschluss dar-
an wurden am Vibratom 150 µm dicke koronare Schnitte gefertigt, welche in Phosphat-
gepufferter Salzlösung (PBS) aufgefangen und auf einen mit TESPA (3-Triethoxysilyl-
Propylamin) beschichteten Objektträger verbracht wurden. Bei allen Objektträgern mit
anhaftenden Schnitten erfolgte eine Trocknung mit Filterpapier. Die weitere Bearbeitung
fand in einer feuchten Kammer statt. Dort folgte auf eine 1-minütige Spülung mit Aqua
bidest die Inkubation in 25%iger Ammoniaklösung für 30 Minuten unter Lichtausschluss.
Nach wiederholter 1-minütiger Spülung mit Aqua bidest wurden die Schnitte zur Fixie-
rung für die Dauer von weiteren 30 Minuten bei Dunkelheit in Super Fix 1:6 überführt.
Anschließend knüpfte, nach erneuter Spülung mit Aqua für eine Minute, die sequentielle
Entwässerung des Gewebes in Ethanollösungen aufsteigender Konzentration an. Die Prä-
parate verblieben jeweils eine Minute in 50%igem, 70%igem und 95%igem Ethanol sowie
zweimal für fünf Minuten in 100%igem Ethanol. Nachdem die Hirnschnitte anschließend
dreimal für jeweils zehn Minuten in Xylol entfettet worden waren, konnten sie abschlie-
ßend mit Cytoseal eingedeckt werden.
Um ein Nachdunkeln der Schnitte durch Licht zu verhindern, wurden die Objektträger
bis zur morphologischen Analyse im Dunkeln aufbewahrt.

3.4.3 Identifikation und Selektion der Neuronen

Anhand des Atlas von Paxinos und Watson [87] wurden die Zielregionen mittels eines
Lichtmikroskops in niedriger Vergrößerung lokalisiert. Die Identifikation der zu markie-
renden Neuronen erfolgte in hoher Vergrößerung nach deren spezifischer Morphologie. Die
Medium Spiny Neurons (MSN) sind im Striatum an charakteristischen Dendritenbäumen
mit vielen Spines und der Größe des Somas zu erkennen [88], [89], [90]. Kennzeichnend für
hippocampale CA1-Pyramidenzellen sind die trianguläre Form des Somas und der lange
apikale Dendrit, welcher in Richtung des Gyrus dentatus orientiert ist [91]. Die Auswahl
der Neuronen für die weitere Auswertung erfolgte nach bereits etablierten Kriterien [92],
[93], womit nur Nervenzellen in die Analyse aufgenommen wurden, welche folgende Be-
dingungen erfüllten:
1. Entlang der z-Achse soll der Zellkörper etwa im mittleren Drittel des Schnittes liegen,
damit der gesamte Dendritenbaum erfasst werden kann.
2. Die Dendriten sollen nicht durch benachbarte Neuronen, Gliazellen, Blutgefäße oder
sonstige Präzipitate überlagert sein.
3. Alle Verzweigungen sollen deutlich gefärbt sein und sich in einem Schnitt bis zum dis-
talen Ende verfolgen lassen.
Zusätzliches Kriterium bei der Selektion der MSN war, dass die Neuronen auf Höhe der
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vorderen Kommissur liegen müssen. Die zu markierenden Neuronen beider Zielregionen
sollten zudem etwa gleichmäßig auf beide Hemisphären verteilt sein.
Zur Bestimmung der Dichte an Spines wurden sowohl für die MSN als auch für die CA1-
Pyramidenzellen pro Neuron die dornenartigen Ausstülpungen zweier Dendritenabschnitte
ausgezählt. Dabei fiel die Auswahl auf jeweils einen Dendriten dritter und vierter Ordnung,
da diese Ordnungen bei beiden Neuronenpopulationen erwartungsgemäß anzutreffen sind
und sich an Dendriten niedriger, insbesondere erster Ordnung häufig nur wenige Spines
finden [94]. Die Analyse der dendritischen Spines musste an einem mindestens 10 µm
langen Stück erfolgen.

3.4.4 Rekonstruktion und Auswertung

Die Markierung der Neuronen erfolgte verblindet unter Verwendung eines LeicaDM6000B-
Mikroskopes, welches mit dem computergesteuerten Bildanalysesystem Neurolucida (Ver-
sion 8.0) der Firma MBF Bioscience verbunden war. Dieses bietet mit seinen vielfältigen
Möglichkeiten der dreidimensionalen Darstellung von gesamten Neuronen oder auch nur
einzelnen Komponenten ein besonderes Instrument, um Nervenzellen morphologisch zu
analysieren [95], [96]. In 40facher Vergrößerung erfolgten die Kennzeichnung des Zellkör-
pers an dessen größtem Durchmesser sowie die Markierung aller Dendriten. Die Markie-
rung der Spines erfolgte unter dem Gebrauch von Immersionsöl in der 100fachen Vergrö-
ßerung. Dabei wurden die Spines an Dendritenabschnitten von mindestens 10 µm Länge
an Dendriten dritter und vierter Ordnung ausgezählt.
Mithilfe der Begleitsoftware Neuroexplorer können die für jedes Neuron individuell erfass-
ten morphologischen Daten unter verschiedenen Gesichtspunkten analysiert werden [96].
In der vorliegenden Arbeit wurden die Anzahl und Länge der Dendriten, deren Knoten-
punkte und die Anzahl der vorhandenen Äste verschiedener Ordnungen untersucht. Diese
dendritischen Parameter wurden bei den CA1-Neuronen getrennt für apikale und basale
Dendriten analysiert. Des Weiteren wurde anhand der ausgezählten Anzahl an Spines de-
ren Dichte je Mikrometer (µm) berechnet. Um die Komplexität der einzelnen Neuronen
zu untersuchen, wurde zusätzlich eine Analyse nach Sholl angewendet [97]. Dabei werden
virtuelle konzentrische Ringe, auch Shollsphären genannt, in schrittweise ansteigendem
Radius um das Zellsoma gelegt und auf jedem Level die Anzahl der Kreuzungspunkte mit
den virtuellen Kreisen sowie die Länge, Anzahl und Ordnung der darin vorhandenen Den-
dritenabschnitte angezeigt. Dieses Vorgehen ist in Abbildung 3 am Beispiel eines Medium
Spiny Neurons visualisiert.
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Abbildung 3: Beispielhafte Darstellung der Methode nach Sholl zur Bestimmung neuronaler
Zellkomplexität mithilfe virtueller, konzentrischer Kreise eines beliebigen, schrittweise anstei-
genden Radius ausgehend vom Zellsoma. Hier demonstriert am Beispiel eines Medium Spiny
Neurons. Radius der Shollsphären: 10 µm ausgehend vom Zellsoma.

3.5 In-vitro Rezeptorautoradiographie

Mithilfe der In-vitro Rezeptorautoradiographie besteht die Möglichkeit, quantitative Bin-
dungsdichten spezifischer Liganden an ihren jeweiligen Neurotransmitterrezeptoren dar-
zustellen. Dafür werden Hirnschnitte mit radioaktiv markierten Liganden des zu unter-
suchenden Rezeptors inkubiert und anschließend auf einem für diesen Liganden sensi-
tiven Film exponiert. Als radioaktive Tracer wurden in diesem Falle ausschließlich mit
dem Wasserstoffisotop Tritium ([3H])-markierte Liganden eingesetzt. Der photographi-
sche Film zeichnet nun den β-Zerfall der radioaktiven Isotope auf, sodass man ein Abbild
der Verteilung der Radioaktivität im Gewebeschnitt in Graustufen, ein sogenanntes Auto-
radiogramm, gewinnt. Durch die Koexpression eines normierten [3H]-Plastikstandards mit
bekannter Radioaktivität wird computergestützt eine Kalibrierungskurve erstellt. Durch
Analyse der optischen Dichte in den Autoradiogrammen und Abgleich mit der standardi-
sierten Kalibrierungskurve kann das Maß der Rezeptorbindungsdichten berechnet werden.
Zu beachten ist, dass die verwendeten Liganden zwar hochaffin zu ihren jeweiligen Bin-
dungsstellen am spezifischen Rezeptor sind, jedoch auch in geringerer Stärke an anderen
Rezeptoren binden können [98]. Durch die Inkubation einzelner Gewebeschnitte mit einem
Kompetitor (siehe Kapitel 3.5.2) und die Bestimmung der unspezifischen Bindung des Li-
ganden im Gewebe wird dieser möglichen Verzerrung der Ergebnisse entgegengewirkt.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Rezeptorbindungsdichten von spezifischen Ligan-
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den der glutamatergen, exzitatorischen Neurotransmitterrezeptoren NMDA und AMPA
sowie des inhibitorischen Rezeptors GABAA untersucht.

3.5.1 Präparation und histologische Aufarbeitung der Gehirne

In der vorliegenden Arbeit wurden die Gehirne von 14 adulten männlichen Mäusen im
Alter von 12 Wochen verwendet, darunter jeweils sieben Wildtyp- und sieben NECAB2-
Knockout Tiere (n=7).
Die Versuchstiere wurden in einer mit Isofluran gefüllten Kammer narkotisiert und im
Anschluss dekapitiert. Die Gehirne wurden entnommen und zunächst für zehn Minuten
in -20 °C kaltes Isopentan verbracht. Mit dem Kryostaten wurden bei -20 °C in koronarer
Schnittführung Gehirnschnitte mit der Dicke von jeweils 20 µm auf der Höhe des Putamen
und des dorsalen Hippocampus gefertigt. Diese Schnitte wurden auf mit TESPA beschich-
tete Objektträger aufgebracht und bei Raumtemperatur über zwei Stunden getrocknet.
Zur Konservierung der Präparate erfolgte anschließend eine Vakuumierung.

3.5.2 Ablauf der radioaktiven Markierung

Bei den verwendeten radioaktiven Liganden handelt es sich um [3H]MK-801, [3H]AMPA
und [3H]Muscimol, die sich bereits in früheren Studien zur Untersuchung von Bindungs-
dichten dieser Rezeptoren bewährt haben [98], [99], [100], [101], [102].
Der Ablauf der radioaktiven Markierung erfolgte in Anlehnung an die von Zilles et al.
entwickelten Protokolle [103]. Grundsätzlich umfasst die Methode der Markierung eines
Gewebes mit radioaktiven Liganden drei Schritte. Beim ersten Schritt handelt es sich um
eine Vorinkubation des Gewebes in entsprechender Pufferlösung mit dem Ziel, endoge-
ne Liganden, Enzyme und Zelldebris zu entfernen. Anschließend folgt im zweiten Schritt
die Hauptinkubation mit dem entsprechenden radioaktiv markierten Liganden unter be-
stimmten jeweils ligandenabhängigen Versuchsbedingungen. Durch gewisse Modifikatio-
nen dieser Versuchsmodalitäten, beispielsweise durch Änderung des pH-Wertes oder der
Temperatur, kann ein bestmögliches Ergebnis in der Bindung des spezifischen Liganden an
seinen Rezeptor erreicht werden. Daraufhin werden im dritten Schritt die Gewebeschnitte
noch einer Waschung und Trocknung unterzogen. Neben der gewünschten Bindung des
radiaoktiven Liganden an seinen Rezeptor kommt es zusätzlich zur unspezifischen Bin-
dung an andere Gewebekomponenten, was in der Analyse der Rezeptorbindungsdichten zu
falsch hohen Ergebnissen führen könnte. Um diesen Fehler zu umgehen, werden einzelne
Gewebeschnitte neben der Inkubation mit dem radioaktiv markierten Liganden zusätzlich
mit einem sogenannten Kompetitor behandelt. Dieser Stoff agiert dabei als hochaffiner
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Agonist am gleichen Neurotransmitterrezeptor. Durch die vergleichsweise sehr hohe Affi-
nität des Kompetitors zum Rezeptor kommt es zur Verdrängung des eigentlichen Liganden
von diesem, sodass nur die unspezifische Bindung im restlichen Gewebe verbleibt. Durch
Substraktion der optischen Dichte dieses unspezifischen Bindungsmusters von der totalen
Rezeptorbindung in den eigentlich markierten Schnitten resultiert die spezifische Bindung
des zu analysierenden Liganden an seinen Rezeptor. Eine Übersicht der in der vorliegen-
den Arbeit angewandten Versuchsprotokolle ist in Tabelle 10 dargestellt. Die getrockneten
radioaktiv markierten Schnitte wurden anschließend auf einem tritiumsensitiven Film für
12 ([3H]MK-801 und [3H]Muscimol) bzw. 15 Wochen ([3H]AMPA) zusammen mit einem
[3H]-Plastikstandard mit bekannten radioaktiven Konzentrationen exponiert. Der Grad
der Schwärzung der durch Emission von β-Teilchen entstandenen Autoradiogramme ist
abhängig von der jeweiligen zugrundeliegenden Radioaktivitätskonzentration. Dieser Zu-
sammenhang wird nachfolgend zur Quantifizierung der Rezeptordichten genutzt. In den
Abbildungen 4 und 5 sind beispielhaft die entwickelten Filme für jeden in dieser Arbeit
untersuchten Rezeptor sowohl im Putamen als auch im Hippocampus dargestellt.
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Abbildung 4: Repräsentative Autoradiogramme der Liganden [3H]MK-801 (A), [3H]AMPA
(B) und [3H]Muscimol (C) auf Höhe des Putamen bei Knockout-Tieren.
Rot markiert sind jeweils Messareale im oberen Teil des Putamen (CPu), im primären Motor-
cortex (M1) mit den Schichten I-VI (Schicht II und III zusammengefasst) und in Anteilen des
Corpus callosum (CC).
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Abbildung 5: Repräsentative Autoradiogramme der Liganden [3H]MK-801 (A), [3H]AMPA
(B) und [3H]Muscimol (C) auf Höhe des Hippocampus bei Wildtyp-Tieren.
Rot markiert sind jeweils Messareale der hippocampalen Regionen CA1 und CA3 mit genau-
er Schichtaufteilung in Stratum oriens (Or), Stratum pyramidale (Py) und Stratum radiatum
(Rad) sowie der Gyrus dentatus (DG) mit Stratum moleculare (MolDG) und Stratum granulo-
sum (GrDG), (vgl. Abb. D zur schematischen Übersicht; Abbildung erstellt in Anlehnung an den
stereotaktischen Atlas nach Paxinos und Watson [72]). Weiterhin rot markiert sind die Messarea-
le in den kortikalen Schichten I-VI (Schicht II und III zusammengefasst) der somatosensorischen
Rindenregionen S1Tr, S1Bf sowie S2 und in Anteilen des Corpus callosum (CC).

3.5.3 Quantifizierung

Die Quantifizierung der Rezeptorbindungsdichten erfolgte stets verblindet mit Hilfe des
computergestützten Analysesystems MCID Image. Dafür wurden die Filme mit einer di-
gitalen CoolSNAP-Kamera bei immer gleichen Lichtverhältnissen fotografiert und digi-
talisiert. Durch das Analysesystem MCID Image ist es möglich, manuell sowie mit Hilfe
von Schablonen ausgewählte Regionen auf den Abbildungen der Autoradiogramme einzu-
zeichnen (vgl. Abb. 4 und 5). In der vorliegenden Arbeit wurden auf Striatumebene das
Putamen und der primäre somatomotorische Kortex (M1) auf ihre Rezeptorbindungs-
dichten hin untersucht. Zielregionen der Analysen auf Ebene des Hippocampus waren die
hippocampalen Regionen CA1 und CA3 mit genauer Schichtaufteilung in Stratum ori-
ens, Stratum pyramidale und Stratum radiatum sowie der Gyrus dentatus mit seinem
Stratum moleculare und Stratum granulare. Auf dieser Schnittebene konnten zusätzlich
der primäre somatosensorische Kortex (S1) mit seinen Subregionen trunc region (S1Tr)
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und barrel field (S1Bf) sowie der sekundäre somatosensorische Kortex (S2) markiert wer-
den. Bei allen untersuchten Rindenbereichen wurden die Schichten II und III aufgrund
schlechter Differenzierbarkeit zusammengefasst markiert und analysiert. Zur Markierung
der Kortexareale wurden vorgefertigte Schablonen verwendet, während die übrigen Zielre-
gionen manuell markiert wurden. Die jeweiligen Regionen wurden mit Hilfe des Atlas von
Paxinos und Franklin [87] identifiziert und gekennzeichnet. Diese Markierung der Zielre-
gionen ist für die jeweiligen Liganden in Abbildung 4 auf Ebene des Striatums sowie in
Abbildung 5 auf Höhe der Hippocampusformation exemplarisch dargestellt.
Aus den standardisierten Grauwerten des jeweils koexprimierten [3H]-Plastikstandards
lässt sich eine nicht lineare Kalibrierungskurve erstellen, aus der sich die Korrelation ei-
nes bestimmten Grauwertes mit einem spezifischen Maß an Radioaktivität ableiten lässt.
Das Computerprogramm misst automatisch die Grauwerte der markierten Zielregionen,
aus welchen sich dann mittels der Kalibrierungskurve die zugehörige Radioaktivitätskon-
zentration und somit die spezifische Ligandenbindungsdichte berechnen lässt.
Zur besseren Veranschaulichung erfolgte nach Evaluation der spezifischen Ligandenbin-
dungsdichten eine Umrechnung der Ergebnisse, sodass letztendlich die relative prozentuale
Abweichung der Ligandenbindungsdichten der Knockout Tiere im Vergleich zur Wildtyp
Gruppe dargestellt werden konnte.
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Tabelle 10: Übersicht der eingesetzten Chemikalien, Liganden, notwendigen
Versuchsbedingungen und Abläufe zur radioaktiven Markierung von Gewebeschnitten
zur In-vitro Rezeptorautoradiographie der Neurotransmitterrezeptoren NMDA, AMPA
und GABAA in der vorliegenden Arbeit.

NMDA AMPA GABAA

Ligand [3H]-MK-801 [3H]-AMPA [3H]-Muscimol

Präinkubation 50mM Tris-HCl
30mM Glutamat
für 15 min
bei 4°C
pH 7,2

50mM Tris-Acetat
3x für 10 min
bei 4°C
pH 7,2

50mM Tris-Citrat
3x für 5 min
bei 4°C
pH 7,0

Hauptinkubation 5nM [3H]-MK-801
50mM Tris-HCl
50µM Glutamat
50µM Spermidin
50µM Glycin
für 60 min
bei 22°C
pH 7,2

10nM [3H]-AMPA
50mM Tris-Acetat
100mM KSCN
für 45 min
bei 4°C
pH 7,2

7,7nM [3H]-Muscimol
50mM Tris-Citrat
für 40 min
bei 4°C
pH 7,0

Kompetitor 100µM MK-801
50mM Tris-HCl
30µM Glutamat
pH 7,2

5-10M Quisqualat
50mM Tris-Acetat
pH 7,2

10mM GABA
50mM Tris-Citrat
pH 7,0

Waschvorgang 2 x für 5 min
in 50mM Tris-HCl
pH 7,2
anschließend in Aqua dest.
für 1 min
bei 22°C

3 x für 4s
in 50mM Tris-Acetat
bei 4°C

3 x für 4s
in 50mM Tris-Citrat
bei 4°C
pH 7,0
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3.6 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ermöglicht durch verschiedene Färbe- und Markierungs-
techniken den Nachweis und das Sichtbarmachen bestimmter Proteine sowie deren semi-
quantitative Detektion in unterschiedlichen Geweben. Grundlage dafür ist die Bindung
spezifischer primärer Antikörper an das korrespondierende antigene Epitop. Um diese im-
munreaktive Bindung nachzuweisen und zu visualisieren, kann man innerhalb eines breiten
Spektrums direkter und indirekter Nachweistechniken wählen, das von dem direkten Ge-
brauch eines bereits markierten Primärantikörpers bis hin zu komplexen, mehrschrittigen
enzymatischen Reaktionen reicht. Die Markierung spezifischer Antigene mittels immun-
histochemischer Methode deckt ein breites Anwendungsspektrum ab, welches von For-
schungszwecken über klinische Diagnostik, insbesondere bei malignen Erkrankungen, bis
hin zu zielgerichteter Therapie reicht [104], [105]. Ein großer Vorteil der Immunhistochemie
gegenüber anderen Methoden zum Nachweis von Proteinen ist, dass die Zieleiweiße in ihrer
genauen subzellulären Lokalisation dargestellt werden können. Durch Weiterentwicklun-
gen dieser Technik, beispielsweise durch enzymatische Verstärkung des immunreaktiven
Signals, können zudem auch sehr kleine Mengen an Antigen im Gewebe sichtbar gemacht
werden [106].
In der vorliegenden Arbeit erfolgten die immunhistochemische Markierung und Analyse
der neuronalen Proteine MAP2, Synaptobrevin und Synaptophysin innerhalb der Hippo-
campusformation von NECAB2-Knockout und Wildtyp Tieren.
Um die Bindung des Primärantikörpers an den antigenen Locus des jeweiligen Proteins
sichtbar zu machen, wurde in dieser Arbeit die Avidin-Biotin-Komplex(ABC)-Methode
verwendet. Dabei wird das Gewebe neben dem Primärantikörper zusätzlich mit einem bio-
tinylierten sekundären Antikörper inkubiert und anschließend ein Reagenz, welches einen
enzymatischen Komplex aus Avidin und Biotin enthält, zugefügt. Dieser Komplex bindet
am Sekundärantikörper und sorgt nach Zugabe eines chromogenen Gemisches für die en-
zymatische Umsetzung der Komponenten zu einem stabilen, sichtbaren Farbstoff [106].
Bei dieser Methode ist zu beachten, dass die endogene Avidinbindung blockiert werden
muss, um eine Verfälschung der Intensität der Immunreaktivität zu vermeiden [107]. Die
optische Dichte des Farbstoffes kann schließlich computergestützt ermittelt werden und
stellt ein semiquantitatives Maß für die vorhandene Menge des jeweiligen Proteins dar.

3.6.1 Präparation und histologische Aufarbeitung der Gehirne

Für die immunhistochemischen Untersuchungen der oben genannten Proteine wurden die
Gehirne von jeweils 10 NECAB2-Knockout und 10 Wildtyp Tieren (n=10) mit dem Alter
von 12 Wochen verwendet. Analog zur Gewebeprozessierung bei der In-vitro Rezeptor-
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autoradiographie (Kapitel 3.5.1) wurden die Versuchstiere zuerst narkotisiert, bevor im
Anschluss die Präparation des Abdominalraumes und die Perfusion mit PBS und an-
schließend mit 4%igem Paraformaldehyd vollzogen werden konnten. Nach Entnahme der
Gehirne wurden mithilfe eines Mikrotoms Scheiben auf Höhe des Hippocampus gefertigt
und in Paraffin eingebettet. Im Anschluss wurden daraus Schnitte der Dicke von 3-5 µm
generiert und zur immunhistochemischen Markierung verwendet.

3.6.2 Ablauf der immunhistochemischen Markierung

Im ersten Arbeitsschritt wurden alle Schnitte automatisiert entparaffiniert. Die anschlie-
ßende Weiterverarbeitung erfolgte bei Synaptobrevin und -physin manuell, während die
Markierung von MAP2 automatisiert mittels des Autostainers von Dako vonstattenging.
Die primären Antikörper wurden von der Firma Synaptic Systems erworben. Weiterhin
fanden vorgefertigte Detektionskits Verwendung, welche die benötigten Reagenzien in
standardisierter Zusammensetzung und Dosis zur Verfügung stellen.
Im Folgenden ist die Methodik zur immunhistochemischen Markierung von Synaptobrevin
und Synaptophysin beschrieben. Bei beiden Proteinen bestehen identische Versuchsabläu-
fe, welche sich nur bezüglich der verwendeten Reagenzien unterscheiden.
Vor der Anwendung des primären Antikörpers muss endogene Enzymaktivität, welche
mit den enzymatischen Komponenten zum Nachweis des Antigens interferieren könnte,
blockiert werden. Dies wird im ersten Schritt durch eine Inkubation mit 3%igem Was-
serstoffperoxid für 30 Minuten erreicht. Anschließend erfolgt ein zweimaliger dreiminüti-
ger Waschvorgang mit der Pufferlösung PBST. Danach wird mittels des Avidin/Biotin-
Blocking-Kits endogenes Biotin blockiert, um die unerwünschte Bindung des ABC an
gewebeeigenes Biotin zu verhindern. Nach der Inkubation der Schnitte für 20 Minuten
in Normal Goat Serum (NGS) für Synaptobrevin und in Normal Horse Serum (NHS)
für Synaptophysin erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen primären Antikörper über
Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Schnitte
erneut zweimal mit PBST für jeweils drei Minuten gewaschen. Danach folgte die Inku-
bation der Gewebeschnitte für 30 Minuten im jeweiligen Sekundärantikörpergemisch des
vorgefertigten Vectastain Kits. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS für drei
Minuten erfolgte anschließend die 30-minütige Inkubation mit dem ABC-Reagenz, wel-
ches ebenfalls vom jeweiligen Detektionskit bereitgestellt wird. Danach wurde erneut ein
zweimaliger Waschvorgang in PBST für 3 Minuten durchgeführt. Anschließend erfolgte
die Applikation der vorgefertigten chromogenen Lösung DAB Labvision für 30 Sekunden.
Nach Spülung der Schnitte mit Aqua dest. und deren Trocknung folgte schließlich die
Eindeckung mit Cytoseal.
Die Markierung von MAP2 in den Hirnschnitten erfolgte maschinell mithilfe eines Auto-
stainers. Dabei ist der grundsätzliche Ablauf mit den wiederkehrenden Waschvorgängen
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und zwischenliegenden Inkubationszeiten vergleichbar mit den Protokollen für Synapto-
brevin und -physin.
In Abbildung 6 sind repräsentative Hippocampi mit den jeweiligen immunhistochemisch
markierten Proteinen abgebildet.

Abbildung 6: Repräsentative Darstellung immunhistochemisch markierter Hippocampi für
MAP2 (A; WT), Synaptobrevin (B; WT) und Synaptophysin (C; KO) bei Wiltdtyp- und
Knockout-Tieren (Maßstab 500 µm; WT: Wildtyp, KO: Knockout).

3.6.3 Semiquantitative Auswertung

Die immunhistochemisch gefärbten Schnitte wurden bei äquivalenten Lichtverhältnissen
mit einer CoolSNAP-Kamera aufgenommen und digitalisiert, sodass mit dem bereits in
Kapitel 3.5.3 erwähnten computergestützten Analyseprogramm MCID eine Auswertung
erfolgen konnte. Dabei wurde abermals in Anlehnung an den Atlas von Paxinos und
Franklin [87] der Bereich des dorsalen Hippocampus mit den Zielregionen CA1, CA3 und
Gyrus dentatus (DG) mit ihrer jeweiligen Schichtabfolge manuell eingezeichnet. Mithilfe
des Computerprogrammes können die Grauwerte der Zielregionen automatisch bestimmt
werden. Um unspezifische Bindungen im Gewebe herauszurechnen, wurde der Grauwert
des Corpus callosum vom totalen Wert subtrahiert, wodurch man letztendlich die spezi-
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fische optische Dichte (OD) der Immunreaktivität der markierten Proteine erhält. Diese
Analyseergebnisse sind jedoch aufgrund einer fehlenden standardisierten Kalibrierung und
definierten Bezugsgröße nur als semiquantitativ zu bezeichnen. Anschließend erfolgten in
Analogie zur In-vitro Rezeptorautoradiographie (Kapitel 3.5.3) die Umrechnung und Dar-
stellung der optischen Dichten der Knockout Gruppe als prozentuale Abweichung relativ
zur Kontrollgruppe.

3.7 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mithilfe des Microsoft Excel zugehörigen
Stastistikmoduls Analyse-it (Analyse-it Software, Version 2.22, Ltd, Leeds, USA). Durch
Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests wurden die Messwerte innerhalb der beiden experi-
mentellen Gruppen Wildtyp- und NECAB2-Knockout Tiere auf Normalität untersucht.
Bei resultierender Normalverteilung folgte zum Nachweis von Gruppenunterschieden der
unabhängige t-Test, während bei nicht normalverteilten Werten der Mann-Whitney-Test
angewendet wurde. Errechnet wurde außerdem jeweils die Standardabweichung des Mittel-
wertes (SEM). Für alle Untersuchungen wurde ein Signifikanzniveau (α) von 5 % verwen-
det, sodass Unterschiede mit einem p-Wert ≤ 0.05 als statistisch signifikant angenommen
werden.



4 Ergebnisse

Aufgrund der Fülle an Daten werden zur besseren Übersichtlichkeit im folgenden Text
bei einigen Messungen nur die statistisch signifikanten Ergebnisse in numerischem Wert
Erwähnung finden. Eine tabellarische Auflistung aller Resultate inklusive der errechneten
statistischen Kennzahlen Standardfehler des Mittelwertes (SEM) und p-Wert ist in der
jeweils deklarierten Tabelle im Anhang unter B zu finden.

4.1 Morphologie Golgi-Cox-imprägnierter Neuronen

In der vorliegenden Arbeit wurden die nach Golgi-Cox imprägnierten Neuronen von 11
Tieren ausgewertet, aufgeteilt in Wildtyp (WT), (n=6) und NECAB2-Knockout Tiere
(KO), (n=5). In die morphologische Analyse einbezogen wurden insgesamt 151 Medium
Spiny Neurons, wovon eine Anzahl von 86 der Kontrollgruppe und 65 den NECAB2-
defizienten Tieren zuzurechnen ist. Weiterhin wurde eine Gesamtzahl von 75 hippocam-
palen CA1-Neuronen untersucht, davon sind 47 Neuronen der Wildtyp- und 28 Neuronen
der Knockout-Gruppe zugehörig.
In den nachfolgenden Abschnitten sind die Ergebnisse der Golgi-Cox-Analyse dargestellt,
welche die Verzweigungsstruktur und Komplexität mit den jeweiligen untergeordneten
Parametern der Neuronen sowie die Dichte deren dendritischer Spines umfasste (siehe
auch Anhang B, Tabellen 1–32).

4.1.1 Verzweigungsstruktur

Bei der Untersuchung der Verzweigungsstruktur der Nervenzellen wurden verschiedene
dendritische Parameter bestimmt und anschließend die Gruppenunterschiede herausge-
arbeitet. Analysiert wurden für jedes Neuron die Anzahl an Dendriten, Verzweigungs-
punkten und Endungen sowie Dendritenlänge in µm. Sowohl Dendritenanzahl als auch
-länge wurden überdies hinsichtlich ihrer Zugehörigkeit zu einer bestimmten Astordnung
geprüft.

4.1.1.1 Medium Spiny Neurons

Die Analyse sowohl der Anzahl an Endungen als auch an Verzweigungspunkten und der
mittleren Dendritenlänge pro Gruppe zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
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Gruppen (siehe dazu Abbildung 8 A, B, C; sowie Anhang B, Tabelle 1–3). Auch die Aus-
wertung der mittleren Dendritenlänge in Abhängigkeit von der Astordnung zeigte keinen
Unterschied zwischen den Wildtyp- und Knockout Tieren (Abb. 8 D; Anhang B, Tabelle
5). Dagegen stellte sich bei Betrachtung der Dendritenquantität eine signifikant reduzierte
Anzahl (WT 6,0 ± 0,17 vs. KO 5,4 ± 0,19, p=0,0169) bei den NECAB2-defizienten Tieren
gegenüber dem Wildtyp dar (Abb. 7 und 8 E; Anhang B, Tabelle 4). Die Betrachtung
der Astanzahl pro Ordnung ergab jeweils eine signifikant geringere Anzahl an Dendriten
erster (WT 6,0 ± 0,17 vs. KO 5,5 ± 0,20, p=0,038) und zweiter Ordnung (WT 9,0 ±
0,26 vs. KO 7,8 ± 0,30, p=0,0126) bei den NECAB2-Knockout Tieren, während bei den
übrigen Ordnungen höheren Grades keine Unterschiede mehr nachweisbar waren (Abb. 8
F, Anhang B, Tabelle 6).

BA

Abbildung 7: Beispielhafte Darstellung einer Maximalausprägung des signifikanten Unterschie-
des in der Dendritenanzahl zwischen Golgi-Cox imprägnierten Medium Spiny Neurons von (A)
Wildtyp- (B) und NECAB2-Knockout Tieren; (Maßstab 20 µm).
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Abbildung 8: Analyse der Verzweigungsstruktur Golgi-Cox-imprägnierter Medium Spiny Neu-
rons. (A), (B), (C) Bei der Anzahl der Endungen (A), Verzweigungspunkte (B) und der gemit-
telten Dendritenlänge (C) besteht kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout Tieren.
(D) Auch bei Betrachtung der Dendritenlänge auf den Grad der Astordnung bezogen ergibt
sich zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied. (E) Die Analyse der mittleren An-
zahl an Dendriten pro Neuron zeigt eine signifikant geringere Anzahl an Dendriten (p=0,0169)
bei den NECAB2-defizienten Tieren. (F) Die weitere Differenzierung der Dendritenanzahl be-
zogen auf ihre zugehörige Ordnung ergibt eine signifikante Reduktion der Anzahl der Dendriten
1. (p=0,038) sowie 2. Ordnung (p=0,0126).
(* p<0,05; Darstellung der Werte ± SEM).
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4.1.1.2 CA1-Neuronen

Apikale Dendriten In der Anzahl der Endungen und Verzweigungspunkte sowie der
mittleren Dendritenlänge pro Gruppe bestand zwischen Knockout und Wildtyp Tieren
kein signifikanter Unterschied (Abb. 9 A, B, C; Anhang B, Tabelle 7–9). Die mittlere
Dendritenlänge pro Ordnung zeigte einzig bei den Dendriten 10. Ordnung eine signifikan-
te Reduktion ihrer Länge im NECAB2 Knockout (WT 34,58 µm ± 2,32 µm vs. KO 27,18
µm ± 3,33 µm, p=0,0151), (Abb. 9 D; Anhang B, Tabelle 10). Die mittlere Dendriten-
anzahl pro Ordnung zeigte bei den NECAB2-Knockout Tieren eine niedrigere Anzahl an
Dendriten mit der Ordnung 19 oder höher mit zum Signifikanzniveau von 5 % statisti-
schem Unterschied (WT 2,8 ± 0,22 vs. KO 2,0 ± 0,00, p=0,0171), ersichtlich in Abbildung
9 E, (Anhang B, Tabelle 11).

Basale Dendriten Der Vergleich zwischen Knockout und Wildtyp Tieren hinsichtlich
der Anzahl der Endungen und Verzweigungspunkte ihrer basalen Dendriten zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, siehe dazu Abbildung 10 A, B, (An-
hang B, Tabelle 12, 13). Die Betrachtung der mittleren Dendritenlänge pro Gruppe zeigte
signifikant kürzere Dendriten im NECAB2 Knockout (WT 251,15 µm ± 17,51 µm vs.
KO 168,94 µm ± 22,68 µm, p=0,0062) (Abb. 10 C; Anhang B, Tabelle 14). Diese Ver-
kürzung scheint jedoch einigermaßen ausgeglichen auf alle Astordnungen verteilt zu sein,
da sich bei Zuordnung der Dendritenlänge zu ihrer Ordnung wiederum keine signifikan-
ten Unterschiede feststellen ließen (Abb. 10 D; Anhang B, Tabelle 16). Umgekehrt zur
Dendritenlänge verhielt es sich bei der Analyse der Dendritenquantität, wo sich bei dem
NECAB2-Knockout im Vergleich zu den Wildtyp Tieren eine signifikant höhere Astan-
zahl (WT 4,2 ± 0,28 vs. KO 5,2 ± 0,36, p=0,0174) nachweisen ließ (Abb. 10 E; Anhang
B, Tabelle 15). Die genauere quantitative Aufteilung der Dendritenzahl hinsichtlich ihrer
Ordnung zeigte eine statistisch signifikante Erhöhung der Anzahl an Dendriten erster und
zweiter Ordnung bei den Knockout Tiere (1. Ordnung: WT 4,2 ± 0,29 vs. KO 5,2 ± 0,35,
p=0,0174; 2. Ordnung: WT 6,6 ± 0,43 vs. KO 7,8 ± 0,60, p=0,0359) (Abb. 10 F; Anhang
B, Tabelle 17). Eine repräsentative Gegenüberstellung von CA1-Neuronen der Wildtyp-
und Knockout Gruppe ist in Abbildung 11 gegeben.
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Abbildung 9: Analyse der Verzweigungsstruktur des apikalen Astbereiches Golgi-Cox-
imprägnierter CA1-Neuronen. (A), (B) Bei der Anzahl der gemittelten Dendritenlänge pro
Neuron (A) sowie der Verzweigungspunkte (B) besteht zwischen Wildtyp und Knockout Tieren
kein signifikanter Unterschied. (C) Die Betrachtung der mittleren Dendritenlänge ihrer jewei-
ligen Ordnung zugehörig zeigt einzig bei den Ästen 10. Ordnung eine signifikante Reduktion
der Dendritenlänge (p=0,0151) bei den NECAB2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp.
(D) In der Betrachtung der Anzahl der Dendriten nach ihrer Ordnung aufgeteilt zeigt sich bei
den NECAB2-Knockout Tieren eine statistisch signifikant niedrigere Anzahl an Dendriten der
Ordnung 19 oder höher (p=0,0171).
(* p<0,05; Darstellung der Werte ± SEM).



4. ERGEBNISSE 42

FE

DC

A B

Abbildung 10: Analyse der Verzweigungsstruktur der basalen Dendriten Golgi-Cox-
imprägnierter CA1 Neuronen. (A), (B) Bei der Anzahl der Endungen (A) und der Anzahl
der Verzweigungspunkte (B) besteht kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout Tieren.
(C) Die Betrachtung der mittleren Dendritenlänge pro Neuron zeigt einen signifikanten Unter-
schied zwischen den experimentellen Gruppen mit einer Verkürzung der Dendriten (p=0,0062)
bei den NECAB2-Knockout Tieren im Vergleich zu den Wildtyp Tieren. (D) Die Aufspaltung
der Dendritenlänge zur jeweiligen Ordnung zeigt keinen signifikanten Unterschied. (E) Ein wei-
terer signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen besteht bei der Analyse der gemittel-
ten Anzahl der Dendriten. Dabei liegt eine signifikant höhere Astanzahl (p=0,0174) bei den
NECAB2-Knockout Tiere vor. (F) Bei Betrachtung der Zugehörigkeit der Dendritenanzahl zu
ihrer Ordnung ergibt sich bei den NECAB2-defizienten Tieren eine statistisch signifikante er-
höhte Gesamtzahl Dendriten 1. (p=0,0174) und 2. Ordnung (p=0,0359).
(* p<0,05; Darstellung der Werte ± SEM).
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Abbildung 11: Repräsentative Gegenüberstellung Golgi-Cox-imprägnierter CA1-Neuronen.
(A) Wildtyp, (B) NECAB2-Knockout; (Maßstab 50 µm).

4.1.2 Dichte dendritischer Spines

Zur Bestimmung der Dichte dendritischer Spines wurden in der vorliegenden Arbeit so-
wohl bei den MSN als auch bei den CA1-Neuronen Dendriten 3. und 4. Ordnung gewählt,
wobei der auszuzählende Dendritenabschnitt mindestens eine Länge von 10 µm aufwies.
Die mittlere Länge der analysierten Abschnitte variierte geringfügig zwischen den experi-
mentellen Gruppen (MSN: 3. Ordnung: WT 29,29 ± 9,00 µm vs. KO 29,20 ± 7,36 µm; 4.
Ordnung: WT 29,27 ± 9,30 µm vs. KO 29,1 ± 6,87 µm; CA1ap: 3. Ordnung: WT 20,00
± 6,62 µm vs. KO 22,91 ± 5,45 µm; 4. Ordnung: WT 19,56 ± 5,54 µm vs. KO 24,72 ±
5,23 µm; CA1ba: 3. Ordnung: WT 20,35 ± 5,79 µm vs. KO 25,55 ± 6,65 µm; 4. Ordnung:
WT 19,55 ± 4,27 µm vs. KO 23,31 ± 5,09 µm). Nach Markierung und Auszählung der
Spines erfolgte die Kalkulation der Dichte, angegeben in Anzahl der Spines pro µm. Eine
exemplarische Darstellung von lichtmikroskopisch aufgenommenen Dendriten 3. Ordnung
von Medium Spiny Neurons der Wildtyp(WT)- wie auch der NECAB2-defizienten (KO)
Gruppe ist in Abbildung 12 optisch dargeboten.
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Abbildung 12: Repräsentative lichtmikroskopische Darstellung Golgi-Cox-imprägnierter Den-
driten dritter Ordnung von Medium Spiny Neurons bei Wildtyp-(A) sowie bei NECAB2-
Knockout Tieren (B). Es handelt sich um 100fache Vergrößerung zur besseren Sichtbarmachung
der Spines (Maßstab 10 µm).

4.1.2.1 Medium Spiny Neurons

Insgesamt wurden 150 Dendriten 3. Ordnung (WT: n=85, KO: n=65) sowie 144 Dendriten
4. Ordnung (WT: n=84, KO: n=60) ausgezählt.
Es zeigte sich eine signifikant höhere Dichte der Spines bei NECAB2-defizienten Tieren,
sowohl an Ästen 3. (WT 1,24 ± 0,03 vs. KO 1,47 ± 0,04, p<0,0001) als auch 4. Ordnung
(WT 1,22 ± 0,03 vs. KO 1,42 ± 0,04, p<0,0001), (siehe Abbildung 13, Anhang B, Tabelle
18).

Abbildung 13: Die Analyse der Dichte an Spines bei den Medium Spiny Neurons zeigt eine
signifikante Erhöhung beim NECAB2-Knockout im Vergleich zum Wildtyp sowohl an Dendriten
3. Ordnung (p<0,0001) als auch an Dendriten 4. Ordnung (p<0,0001).
(* p<0,05; Darstellung der Werte als mittlere Anzahl an Spines/µm ± SEM).
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4.1.2.2 CA1-Neuronen

An den apikalen Astabschnitten der CA1-Neuronen wurden 70 Dendriten der 3. Ordnung
(WT: n=43, KO: n=27) und 69 Dendriten der 4. Ordnung (WT: n=41, KO: n=28) auf
ihre Anzahl an Spines hin untersucht. An den basalen Astabschnitten wurden 73 Den-
driten 3. Ordnung (WT: n=46, KO: n=27) sowie 69 Dendriten 4. Ordnung (WT: n=43,
KO: n=26) analysiert.
Die Ergebnisse der Spinedichte an den apikalen Dendriten der CA1-Neuronen zeigten kei-
nen Unterschied zum Signifikanzniveau α=5 % zwischen NECAB2-Knockout und Wildtyp
Tieren (Abbildung 14 A; Anhang B, Tabelle 19). Dahingegen fand sich an den basalen
Dendriten eine signifikant höhere Dichte an Spines bei den NECAB2-defizienten Tieren
an den beiden untersuchten Dendritenordnungen (3. Ordnung: WT 0,88 ± 0,05 vs. KO
1,00 ± 0,06, p=0,0326; 4. Ordnung: WT 0,95 ± 0,05 vs. KO 1,10 ± 0,06, p=0,0242),
visualisiert in Abbildung 14 B, (Anhang B, Tabelle 20).

BA

Abbildung 14: Darstellung der Spinedichte an CA1-Neuronen, für apikale (A) und basale (B)
Äste getrennt betrachtet. (A) Die apikalen Bereiche der CA1-Neuronen zeigen in der Dichte
der Spines keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen. (B) An den basalen
Dendriten besteht bei den NECAB2-Knockout Tieren im Vergleich zum Wildtyp eine Erhöhung
der Spinedichte mit statistischer Signifikanz sowohl die Dendriten 3. Ordnung (p=0,0326) als
auch die Dendriten 4. Ordnung (p=0,0242) betreffend.
(* p<0,05; Darstellung der Werte als mittlere Anzahl Spines/µm ± SEM).
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4.1.3 Sholl-Analyse

Zur Untersuchung der Komplexität von Neuronen hat sich die Analyse nach Sholl als
etabliertes Verfahren erwiesen. Eine Beschreibung dieser Methode ist bereits in Kapitel
3.4.4 zu finden. In dieser Arbeit wurde bei den MSN ein schrittweise ansteigender Radius
von 10 µm und bei den CA1-Neuronen von 20 µm für die virtuellen Sphären gewählt.
Ausgewertet wurden jeweils die Anzahl an Knotenpunkten, die Dendritenlänge innerhalb
zweier benachbarter konzentrischer Kreise sowie die Anzahl der Schnittpunkte von Den-
dritenästen mit den konzentrischen Sphären.

4.1.3.1 Medium Spiny Neurons

In der Anzahl der Knotenpunkte und Endungen zeigte sich bei den MSN kein statistisch
relevanter Unterschied zwischen den Gruppen (Anhang B, Tabelle 21, 22). Dahingegen
bestand bei den NECAB2-Knockout Tieren eine signifikant niedrigere Dendritenlänge
innerhalb der konzentrischen Kreise 10 und 20 µm ausgehend vom Zellsoma (WT 111,67
µm ± 3,47 µm vs. KO 98,04 µm ± 3,99 µm, p=0,0128), siehe Abbildung 15 A, (Anhang B,
Tabelle 23). Des Weiteren zeigte sich bei den NECAB2-Knockout Tieren eine statistisch
signifikante Reduktion der Anzahl der Schnittpunkte mit den Shollsphären bei einem
Radius von 10 µm (WT 5,07 ± 0,17 vs. KO 4,31 ± 0,20, p=0,0065) und von 20 µm (WT
10,36 ± 0,31 vs. KO 9,45 ± 0,36, p=0,046) ausgehend vom Zellsoma, ebenfalls dargestellt
in Abbildung 15 B, (Anhang B, Tabelle 24).
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Abbildung 15: Vergleich der Dendritenlänge (A) sowie Anzahl der Schnittpunkte mit den
Shollsphären (B) mittels Sholl-Analyse bei Medium Spiny Neurons. (A) Die Dendritenlänge
der NECAB2-defizienten Tiere ist innerhalb des Radius von 20 µm ausgehend vom Zellsoma
gegenüber dem Wildtyp signifikant reduziert (p=0,0128). (B) Weiterhin besteht eine statistisch
signifikante Reduktion der Anzahl der Schnittpunkte mit den Shollsphären bei 10 µm (p=0,0065)
und 20 µm (p=0,046) bei den NECAB2-Knockout im Vergleich zu den Wildtyp Tieren.
(* p<0,05; Darstellung der Werte als mittlere Anzahl bzw. mittlere Dendritenlänge/µm ± SEM).
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4.1.3.2 CA1-Neuronen

Apikale Dendriten Die Analyse nach Sholl ergab bei den apikalen Dendriten keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen in der Anzahl der Knotenpunkte, En-
dungen sowie der Anzahl von Schnittpunkten mit den Shollsphären (Anhang B, Tabelle
25, 26, 28). Nur innerhalb des konzentrischen Kreises mit dem Radius von 20 µm ausge-
hend vom Zellsoma war bei den NECAB2-Knockout Tieren eine signifikante Reduktion
der Dendritenlänge (WT 17,68 µm ± 1,34 µm vs. KO 13,54 µm ± 1,24 µm, p=0,0131) zu
beobachten, siehe Abbildung 16, (Anhang B, Tabelle 27).

Abbildung 16: Vergleich der mittleren Dendritenlänge der apikalen Dendriten von CA1-
Neuronen mittels Sholl-Analyse. Innerhalb des Radius von 20 µm ist bei den NECAB2-Knockout
Tieren eine signifikante Verringerung der Dendritenlänge (p=0,0131) gegenüber der Wildtyp-
Gruppe erkennbar.
(* p<0,05; Darstellung der Werte als mittlere Dendritenlänge/µm ± SEM).

Basale Dendriten Die Betrachtung der basalen Dendriten ergab in der Analyse nach
Sholl keinen Unterschied in der Dendritenlänge und Anzahl der Endungen zwischen den
Gruppen (Anhang B, Tabelle 29, 31). Allerdings zeigte sich bei den NECAB2-defizienten
Tieren sowohl eine signifikante Reduktion der Knotenpunkte im Abstand von 120 µm
ausgehend vom Zellsoma (WT 0,40 ± 0,13 vs. KO 0,00 ± 0,20, p=0,0422) (Abbildung
17 A; Anhang B, Tabelle 30) als auch eine Reduktion der Kreuzungspunkte mit den
Shollsphären ab einem Radius von 140 µm ausgehend vom Zellsoma (WT 0,87 ± 0,17 vs.
KO 0,13 ± 0,13, p=0,0265), veranschaulicht in Abbildung 17 B, (Anhang B, Tabelle 32).
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Abbildung 17: Vergleich der mittleren Anzahl der Verzweigungspunkte (A) sowie der Schnitt-
punkte mit den Shollsphären (B) der basalen Dendriten von CA1-Neuronen mittels Sholl-
Analyse. (A) Es zeigt sich eine statistisch signifikante Reduktion der Anzahl der Verzweigungs-
punkte innerhalb der Shollsphäre mit dem Radius von 120 µm (p=0,0422) bei den NECAB2-
defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtyp Tieren. (B) Die Betrachtung der Anzahl an
Schnittpunkten der basalen Dendriten mit den Shollsphären zeigt eine Reduktion zum Signifi-
kanzniveau der NECAB2-Knockout Gruppe gegenüber dem Wildtyp ab einem Radius von 140
µm ausgehend vom Zellsoma (p=0,0265).
(* p<0,05; Darstellung der Werte als mittlere Anzahl bzw. mittlere Dendritenlänge/µm ± SEM).

4.2 In-vitro Rezeptorautoradiographie

Um einen möglichen Einfluss des NECAB2-Knockouts auf die Funktion von Neurotrans-
mitterrezeptoren durch potentielle Modulation von Bindungsdichten zu überprüfen, wur-
den mittels In-vitro Rezeptorautoradiographie spezifische Ligandenbindungsdichten von
NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren in verschiedenen Hirnregionen evaluiert. Für
jeden der drei Rezeptoren wurden die Gehirne von jeweils 7 Wildtyp- und 7 NECAB2-
defizienten Tieren (n=7) mit radioaktiv markierten spezifischen Liganden inkubiert (siehe
Kapitel 3.5) und analysiert. Wie bereits in Kapitel 3.5.3 dargelegt, wurden die Ergeb-
nisse zur besseren Darstellung so umgerechnet, dass die Ligandenbindungsdichten der
NECAB2-Knockout Tiere als relative Abweichung im Vergleich zur Gruppe der Wildtyp
Tiere präsentiert werden können. Die tabellarische Auflistung der Ergebnisse findet sich
im Anhang B in den Tabellen 33–47.

4.2.1 Caudoputamen (CPu)

Die Analyse der spezifischen Ligandenbindungsdichten von [3H]MK-801, [3H]AMPA und
[3H]Muscimol im Caudoputamen ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-
schen den NECAB2-Knockout und den Wildtyp Tieren. Aus diesem Grund wird an dieser
Stelle auf eine graphische Darstellung mittels eines Diagrammes verzichtet. Die Ergebnisse
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finden sich in Anhang B, Tabelle 36.

4.2.2 Hippocampusformation (HC)

Die Ergebnisse der In-vitro Rezeptorautoradiographie im Bereich des Hippocampus für
die spezifischen Ligandenbindungsdichten der Rezeptoren NMDA, AMPA und GABAA

sind in Abbildung 18 graphisch dargestellt.

[3H]MK-801-Ligandenbindung Die Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-801 am NMDA-
Rezeptor war im NECAB2-Knockout im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht, zum
einen im Stratum radiatum der CA1-Region (KO: +12,23 % ± 2,70 %, p=0,0351) und zum
anderen im Stratum moleculare des Gyrus dentatus (KO: +6,53 % ± 3,13 %, p=0,0482).
Im Stratum oriens und Stratum pyramidale der CA1-Region, in allen untersuchten Schich-
ten der CA3-Region sowie im Stratum granulosum des DG zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Anhang B, Tabelle 33).

[3H]AMPA-Ligandenbindung Der Vergleich der experimentellen Gruppen bezüglich
der Ligandenbindungsdichte am AMPA-Rezeptor zeigte in allen analysierten Subregionen
und Schichten des Hippocampus keine signifikanten Unterschiede (Anhang B, Tabelle 34).

[3H]Muscimol-Ligandenbindung Nach der Analyse der [3H]Muscimol-Ligandenbindung
am GABAA-Rezeptor konnte eine statistisch signifikante Erhöhung dieser spezifischen
Bindung bei den NECAB2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp in allen Be-
reichen des CA1-Segments nachgewiesen werden (CA1 Or: KO: +15,54 % ± 5,35 %,
p=0,035; CA1 Rad: KO: +12,33 % ± 2,48 %, p=0,0442; CA1 Pyr: KO: +15,32 % ±
3,39 %, p=0,0061). In den untersuchten Schichten der Subregionen CA3 und DG zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in der [3H]Muscimol-Ligandenbindung zwischen den
Gruppen (Anhang B, Tabelle 35).
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Abbildung 18: Effekt des NECAB2-Knockouts auf die Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-
801, [3H]AMPA und [3H]Muscimol jeweils an NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren im
Hippocampus. Es zeigte sich bei den Knockout Tieren im Vergleich zum Wildtyp eine statis-
tisch signifikante Erhöhung der Rezeptorbindungsdichte am NMDA-Rezeptor im Stratum radia-
tum des CA1-Sektors (p=0,0351) und im Stratum moleculare des Gyrus dentatus (p=0,0482).
Weiterhin offenbarte die Analyse bei den NECAB2-defizienten Tieren in allen Schichten des
CA1-Sektors eine statistisch signifikante Erhöhung der Bindungsdichte am GABAA-Rezeptor
im Vergleich zu den Wildtyp Tieren (OR: p=0,035, RAD: p=0,044, PYR: p=0,006).
(* p<0,05; Darstellung der Werte in Prozent relativ zur Kontrollgruppe ± SEM; OR: Stra-
tum oriens; RAD: Stratum radiatum; PYR: Stratum pyramidale; DG: Gyrus dentatus; MOL:
Stratum moleculare; GR: Stratum granulosum).

4.2.3 Primärer somatomotorischer Kortex (M1)

Eine graphische Darbietung der Ergebnisse der verschiedenen Ligandenbindungsdichten
im primären somatomotorischen Kortex bietet die Abbildung 19.

[3H]MK-801-Ligandenbindung In den kortikalen Schichten I sowie II/III konnte ei-
ne statistisch signifikant erhöhte Ligandenbindungsdichte bei den Tieren der Knockout-
Gruppe im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden (I: KO: +28,26 % ± 5,80 %, p=0,0007;
II/III: KO: +12,54 % ± 2,85 %, p=0,0197), (Anhang B, Tabelle 37).
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[3H]AMPA-Ligandenbindung Ein Unterschied in der Ligandenbindungsdichte am
AMPA-Rezeptor zum Signifikanzniveau von α= 5 % bei den NECAB2-Knockout Tie-
ren im relativen Vergleich zur Ligandenbindungsdichte der Wildtyp Tiere konnte einzig in
Schicht VI nachgewiesen werden (KO: +9,52 % ± 4,79 %, p=0,0269), (Anhang B, Tabelle
38).

[3H]Muscimol-Ligandenbindung Die Betrachtung der spezifischen Ligandenbindung
am inhibitorischen GABAA-Rezeptor zeigte einzig in Schicht IV mit einer Erhöhung der
relativen Bindungsdichte bei den NECAB2-Knockout einen statistisch signifikanten Un-
terschied zwischen den experimentellen Gruppen (KO: +19,47 % ± 4,99 %, p=0,0088),
(Anhang B, Tabelle 39).

Abbildung 19: Effekt des NECAB2-Knockouts auf die Ligandenbindungsdichten von [3H]MK-
801, [3H]AMPA und [3H]Muscimol jeweils an NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren im pri-
mär somatomotorischen Kortex (M1). Bei den NECAB2-Knockout Tieren zeigte sich eine Erhö-
hung der Ligandenbindungsdichte mit statistischer Signifikanz am NMDA-Rezeptor in Schicht
I (p=0,0007) und II/III (p=0,0197), am AMPA-Rezeptor in Schicht VI (p=0,0269) und am
GABAA-Rezeptor in Schicht IV (p=0,0088).
(* p<0,05; Darstellung der Werte in Prozent relativ zur Kontrollgruppe ± SEM).
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4.2.4 Primärer somatosensorischer Kortex – trunc region (S1Tr)

Der Vergleich der spezifischen Ligandenbindungsdichten von [3H]MK-801, [3H]AMPA und
[3H]Muscimol an NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren zwischen Knockout- und
Wildtyp Gruppe ist in Abbildung 20 illustriert.

[3H]MK-801-Ligandenbindung Im Vergleich der Messwerte der Rezeptorbindungs-
dichten der NECAB2-Knockout und Wildtyp Tiere wurde kein Unterschied zum Signifi-
kanzniveau von α= 5 % offenbar (Anhang B, Tabelle 40).

[3H]AMPA-Ligandenbindung Auch bezüglich der Bindungsdichten am AMPA-Rezeptor
zeigte sich innerhalb des Kortexareals S1Tr zwischen NECAB2-Knockout und Wildtyp
Gruppe kein statistisch signifikanter Unterschied (Anhang B, Tabelle 41).

[3H]Muscimol-Ligandenbindung Die Rezeptorbindungsdichte der GABAA-Rezeptoren
zeigte in den Schichten II/III, IV und V eine statistisch signifikante Erhöhung der Ligan-
denbindungsdichte bei den NECAB2-Knockout Tieren gegenüber der Gruppe des Wild-
typs (II/III: KO +27,80 % ± 5,01 %, p=0,0281; IV: KO +43,47 % ± 9,48 %, p=0,0053;
V: KO +19,04 % ± 4,81 %, p=0,0379), (Anhang B, Tabelle 42).

Abbildung 20: Effekt des NECAB2-Knockouts auf die Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-
801, [3H]AMPA und [3H]Muscimol an NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren in der trunc
region des primären somatosensorischen Kortex (S1). Einzig die Ligandenbindungsdichte des
GABAA-Rezeptors zeigte bei den Tieren der Knockout Gruppe in den kortikalen Schichten
II/III (p=0,0281), IV (p=0,0053) und V (p=0,0379) jeweils eine statistisch signifikant erhöhte
Bindungsdichte im Vergleich zu den Wildtyp Tieren.
(* p<0,05; Darstellung der Werte in Prozent relativ zur Kontrollgruppe ± SEM).
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4.2.5 Primärer somatosensorischer Kortex – barrel field (S1Bf )

Die graphische Darbietung der Ergebnisse der In-vitro Rezeptorautordiographie im barrel
field des primären somatosensorischen Kortex findet sich in Abbildung 21.

[3H]MK-801-Ligandenbindung In dieser Region resultierten keine zum Signifikanzni-
veau von α= 5 % relevanten Unterschiede im Vergleich der Rezeptorbindungsdichten am
NMDA-Rezeptor zwischen NECAB2-Knockout und Wildtyp Tieren (Anhang B, Tabelle
43).

[3H]AMPA-Ligandenbindung Der Vergleich der Ligandenbindungsdichten ergab ein-
zig in den Schichten II/III einen statistisch signifikanten Unterschied mit einer relativen
Erhöhung von 17,69 % bei den Knockout Tieren (KO: +17,69 % ± 6,89 %, p=0,0293),
(Anhang B, Tabelle 44).

[3H]Muscimol-Ligandenbindung In allen kortikalen Schichten dieser Region konnte
bezüglich der Ligandenbindungsdichten am GABAA-Rezeptor im Vergleich der Gruppen
kein Unterschied zum Signifikanzniveau von α= 5 % nachgewiesen werden (Anhang B,
Tabelle 45).

Abbildung 21: Effekt des NECAB2-Knockouts auf die Ligandenbindungsdichten von [3H]MK-
801,[ 3H]AMPA und [3H]Muscimol an NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren im barrel field
des primären somatosensorischen Kortex (S1Bf ). Bei dieser Analyse zeigte einzig die relative
Erhöhung der Ligandenbindungsdichte am AMPA-Rezeptor in Schicht II/III bei den NECAB2-
defizienten Tieren (p=0,0293) einen statistisch signifikanten Unterschied gegenüber der Kon-
trollgruppe.
(* p<0,05; Darstellung der Werte in Prozent relativ zur Kontrollgruppe ± SEM).
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4.2.6 Sekundärer somatosensorischer Kortex (S2)

Eine Veranschaulichung der Ergebnisse von Rezeptorbindungsdichten im sekundären so-
matosensorischen Kortex ist in Abbildung 22 dargeboten.

[3H]MK-801-Ligandenbindung Bezüglich der Ligandenbindungsdichte am NMDA-
Rezeptor zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den experimentel-
len Gruppen. In den Schichten II/III allerdings zeigte der Vergleich der Ligandenbindungs-
dichten einen knapp an das Signifikanzniveau von α= 5 % reichenden Wert einhergehend
mit einer Verminderung der Dichte von 4,81 % seitens der NECAB2-Knockout Tiere (KO:
-4,81 % ± 3,01 %, p=0,053), (Anhang B, Tabelle 46).

[3H]AMPA-Ligandenbindung Eine statistisch signifikante Erhöhung der Liganden-
bindungsdichte am AMPA-Rezeptor konnte bei den NECAB2-Knockout Tieren relativ
zur Kontrollgruppe in Schicht VI, V und VI nachgewiesen werden (IV: KO: +16,47 % ±
6,06 %, p=0,0122; V: KO: +15,24 % ± 5,85 %, p=0,0296; VI: KO: 10,24 % ± 4,73 %,
p=0,0392), (Anhang B, Tabelle 47).

[3H]Muscimol-Ligandenbindung Die Analyse der Rezeptorbindung von Muscimol
am GABAA-Rezeptor zeigte keinen Unterschied zum Signifikanzniveau von α= 5 % im
Vergleich zwischen NECAB2-Knockout und Wildtyp Tieren (Anhang B, Tabelle 48).

Abbildung 22: Effekt des NECAB2-Knockouts auf die Ligandenbindungsdichten von [3H]MK-
801, [3H]AMPA und [3H]Muscimol an NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren im sekundären
somatosensorischen Kortex (S2). Die Ligandenbindungsdichte am AMPA-Rezeptor zeigte in den
Schichten IV (p=0,0122), V (p=0,0296) und VI (p=0,0392) eine signifikante Erhöhung bei den
Knockout- gegenüber den Wildtyp Tieren. (* p<0,05; Darstellung der Werte in Prozent relativ
zur Kontrollgruppe ± SEM).
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4.3 Immunhistochemie

Immunhistochemische Auswertungen zum semiquantitativen Nachweis spezifischer Pro-
teine wurden an jeweils 10 Tieren der Wildtyp- sowie 10 Tieren der Knockout-Gruppe
(n=10) durchgeführt. Einzig bei der Auswertung der MAP2-markierten Schnitte stan-
den aufgrund ausgeprägter Gewebedestruktion eines Präparates nur 9 NECAB2-defiziente
Tiere zur Verfügung.
Zielstruktur der Auswertung war die Hippocampusformation beider Hemisphären mit den
Subregionen CA1 und CA3 und den jeweiligen Schichten Stratum oriens, Stratum pyra-
midale und Stratum radiatum sowie der Gyrus dentatus mit Stratum moleculare und
Stratum granulosum. Wie bei der In-vitro Rezeptorautoradiographie (siehe auch Kapi-
tel 3.5.3 ) erfolgte eine Umrechnung der Ergebnisse, um letztendlich die prozentualen
Abweichungen bei den Knockout Tiere relativ zur Kontrollgruppe darstellen zu können.
Da die immunhistochemischen Färbungen ausschließlich auf dendritische Proteine ausge-
richtet waren, sind im Folgenden auch lediglich die dendritischen Schichten ausgewertet
worden, sodass auch in der gemeinsamen graphischen Veranschaulichung in Abbildung 23
auf die Darstellung des Stratum pyramidale der Subregionen des CA sowie des Stratum
granulosum des Gyrus dentatus verzichtet wurde.

4.3.1 MAP2

Die semiquantitative Analyse von MAP2 ergab bei den Knockout Tieren einzig im Stra-
tum radiatum der CA1-Region einen statistisch signifikanten Unterschied mit einer Erhö-
hung der Immunreaktivität von 22,89 % (KO: +22,89 % ± 4,75 %, p=0,025) gegenüber
der Kontrollgruppe (Abb. 23; Anhang B, Tabelle 49).

4.3.2 Synaptobrevin

Bei den Messungen der optischen Dichte von Synaptobrevin wurde eine statistisch signifi-
kante Erhöhung der Immunreaktivität in den Knockout Tieren im Stratum radiatum der
CA1-Region (KO: +21,56 % ± 7,55 %, p=0,0451) und Stratum moleculare des Gyrus den-
tatus (KO: +27,64 % ± 13,20 %, p=0,0228) gesehen (ebenfalls dargestellt in Abbildung
23). Weiterhin zeigte sich im Stratum oriens der CA1-Region eine knapp an das Signi-
fikanzniveau von α=5 % reichende Erhöhung der Immunreaktivität bei den NECAB2-
Knockout Tieren im Vergleich zum Wildtyp (KO: +22,05 % ± 6,90 %, p=0,0515), (An-
hang B, Tabelle 50).
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4.3.3 Synaptophysin

Die Analyse der Immunreaktivität von Synaptophysin zeigte eine statistisch signifikante
Erhöhung zwischen 19,67 und 26,21 % in den Knockout Tieren relativ zur Kontrollgruppe
im Stratum oriens und radiatum der CA1-Region sowie im Stratum moleculare des Gyrus
dentatus (CA1 Or: KO: +19,67 % ± 5,01 %, p=0,0257; CA1 Rad: KO: +21,44 % ± 5,90
%, p=0,0217; DG Mol: KO: +26,21 % ± 11,59 %, p=0,0094), ebenfalls optisch dargeboten
in Abbildung 23, (Anhang B, Tabelle 51).

Abbildung 23: Darstellung der semiquantitativen densitometrischen Analyse der MAP2-,
Synaptobrevin- und Synaptophysin-Immunreaktivität der dendritischen Schichten im Hippo-
campus. Die Analyse der Immunreaktivität von MAP2 zeigte bei den Knockout Tieren im Stra-
tum radiatum der CA1-Region eine signifikante Erhöhung (p=0,025) gegenüber der Kontroll-
gruppe. Bezüglich der Immunreaktivität von Synaptobrevin wurde bei den NECAB2-defizienten
Tieren eine signifikante Erhöhung im Stratum radiatum der CA1-Neuronen (p=0,0451) und im
Stratum moleculare des Gyrus dentatus (p=0,0228) im Vergleich zum Wildtyp gesehen. Die
Analyse der Immunreaktivität von Synaptophysin ergab eine signifikante Erhöhung bei den
Knockout Tieren im Stratum oriens (p=0,0257) und Stratum radiatum (p=0,0217) der CA1-
Neuronen sowie im Stratum moleculare des Gyrus dentatus (p=0,0094).
(* p<0,05; Darstellung der Werte ± SEM; OR: Stratum oriens; RAD: Stratum radiatum; DG:
Gyrus dentatus; MOL: Stratum moleculare).



5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden umfangreiche Analysen am Gehirn von
NECAB2-Knockout Mäusen im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp Tieren durchge-
führt. Aufgrund der Fülle an Ergebnissen soll im Folgenden zur besseren Übersichtlichkeit
zuerst eine Diskussion der Resultate der gesondert untersuchten, speziellen Hirnregionen
erfolgen. Im Anschluss erfolgt die Zusammenfassung der Ergebnisse mit konsekutivem
Fazit.

5.1 Hippocampusformation

5.1.1 Einfluss des NECAB2-Knockouts auf die neuronale Mor-
phologie

5.1.1.1 Apikale Dendriten

Die apikalen Dendriten der CA1-Neuronen sind im Besonderen Zielregion von afferen-
ten Fasern des Tractus perforans. Diese entstammen zum einen dem entorhinalen Kortex
und enden vorrangig am distalen Abschnitt der apikalen Dendriten, zum anderen den
CA3-Neuronen (Schaffer-Kollateralen), die vorrangig Synapsen an den proximalen und
intermediären Dendritenabschnitten bilden [34], [53] (siehe auch Kapitel 2.3.2.1). Diese
afferenten Signalwege sind beide von Bedeutung, um physiologische Lern- und Gedächt-
nisprozesse zu ermöglichen.
Die morphologische Analyse der apikalen Dendriten zeigte hinsichtlich aller untersuch-
ten Aspekte zwischen den beiden Gruppen nur wenige signifikante Unterschiede. Bei den
NECAB2-defizienten Tieren war die Dendritenanzahl ab der 19. Ordnung signifikant er-
niedrigt und die Dendriten der 10. Ordnung waren statistisch signifikant verkürzt. In der
Sholl-Analyse konnte einzig eine statistisch signifikante Verkürzung der Dendritenlänge
innerhalb des ersten konzentrischen Kreises mit dem Radius von 20 µm in der Gruppe
der Knockout Tiere gezeigt werden. Die Tatsache, dass die NECAB2-defizienten Tiere
signifikant weniger distale Dendriten der Ordnung 19 und höher aufweisen, könnte auf
eine Beeinträchtigung der direkten Verbindung zwischen entorhinalem Kortex und CA1-
Neuronen hindeuten. Auch die signifikante Verkürzung der Dendriten 10. Ordnung, welche
sich im intermediären Abschnitt des apikalen Dendritenbaumes befinden, könnte auf ei-
ne Veränderung in der intrahippocampalen, trisynaptischen Vernetzung hinweisen. Die
Analyse der Dichte dendritischer Spines zeigte keinen Unterschied zwischen den expe-
rimentellen Gruppen. Die Evaluation der Spinedichte erfolgte jedoch nur an Dendriten
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dritter und vierter Ordnung, da diese an allen in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Neuronen erwartungsgemäß ausgebildet und somit zu analysieren sind. Hinsichtlich an-
derer Parameter der Verzweigungsanalyse wiesen diese beiden Neuritenabschnitte ebenso
keine Unterschiede zwischen den Gruppen auf. In weiteren, zukünftigen Untersuchungen
wäre zu klären, ob an den distaleren Dendritenabschnitten, die bei den Knockout Tieren
in ihrer Länge verkürzt oder in ihrer Anzahl vermindert sind, auch Veränderungen in der
Dichte der Spines vorzufinden sind, was die Hinweise auf funktionelle Alterationen, auch
im Bezug auf Lern- und Gedächtnisprozesse, erhärten könnten.

5.1.1.2 Basale Dendriten

Bei der Analyse der neuronalen Morphologie der basalen Abschnitte hippocampaler Py-
ramidenzellen der CA1-Region fanden sich mehrere signifikante Veränderungen zwischen
den experimentellen Gruppen. Die basalen Dendriten der Knockout Tiere wiesen im Ver-
gleich zu den Wildtyp Tieren eine statistisch signifikant erhöhte Anzahl an Dendriten
auf, die jedoch in ihrer mittleren Länge und ihrer distalen Komplexität reduziert waren.
Weiterhin konnte eine signifikant erhöhte Dichte an Spines in der Gruppe der NECAB2-
defizienten Tiere gezeigt werden.
Eine Reduktion der Länge und Komplexität basaler Dendriten wurde bereits in verschie-
denen Studien beobachtet und oft als strukturelles Korrelat für neurologisches Defizit
ausgelegt. So kommt es beispielsweise durch den physiologischen Alterungsprozess [108],
Applikation von Opiaten bei heranwachsenden Tieren [109] oder bei Verlust eines Wachs-
tumsfaktors [110] zu gleichartigen morphologischen Alterationen. Bei Pyramidenzellen der
CA1- und CA3-Region sowie Körnerzellen des Gyrus dentatus führte auch eine chroni-
sche Stressexposition zu einer Reduktion der Dendritenlänge und -komplexität. Das phä-
notypische Korrelat dieser strukturellen Veränderungen zeigte sich in einem schlechteren
Abschneiden der gestressten Tiere bei Verhaltenstests [111]. Entgegengesetzt wirkte sich
beispielsweise die chronische Applikation von Koffein auf hippocampale Pyramidenzellen
bei Ratten aus. Die basalen Dendriten zeigten quantitativ mehr Verzweigungen sowie ei-
ne Erhöhung ihrer Dendritenlänge. Diese Tiere schnitten im Vergleich zu unbehandelten
Tieren in kognitiven Tests mit besseren Ergebnissen ab, was auf die bessere Vernetzung
und die damit einhergehende höhere synaptische Aktivität der Neuronen zurückgeführt
wurde [112].
In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin eine signifikante Zunahme der mittleren An-
zahl an Dendriten der Knockout Gruppe gezeigt werden. Diese zusätzlichen Dendriten
könnten im Rahmen eines Mechanismus zur Kompensation der fehlenden Dendritenlänge
entstanden sein. Eine solche kompensatorische Reaktion wurde beispielsweise auch bei
Hirnen im Alzheimer-Tiermodell beobachtet, wo die Aussprossung neuer Dendriten als
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Ausgleich für einen Verlust an Neuronen gedeutet wurde [113]. Auch an Körnerzellen des
Gyrus dentatus konnte in einer anderen Studie eine Vermehrung der Dendritenzahl ge-
zeigt werden, nachdem zuvor ein Zelluntergang in dieser Region experimentell induziert
worden war. Als Reaktion kam es zu einer strukturellen Reorganisation mit Neuausspros-
sung von Dendriten, mutmaßlich um die Funktionalität der Neuronen zu erhalten [114].
Ferner konnte in der vorliegenden Arbeit neben den Veränderungen in Dendritenlänge und
-anzahl eine signifikant erhöhte Spinedichte bei den Knockout Tieren gezeigt werden. In
Analogie zu anderen Studien [115], [116] wäre auch hier ein Kompensationsmechanismus
plausibel, um mithilfe der vermehrten Dendriten und Spines als Orte synaptischer Kontak-
te [117] genügend rezeptive Fläche bereitzustellen. Auf die hiesigen Resultate übertragen
wäre eine kompensatorische Zunahme der Spinedichte als Vermehrung der rezeptiven Flä-
che für afferenten Input bei zwar verkürzten, jedoch gleichzeitig in ihrer Anzahl erhöhten
Dendriten nicht unbedingt notwendig. In zahlreichen Studien konnte eine höhere Spine-
dichte mit einer Verbesserung der neuronalen Vernetzung beobachtet werden, was zu der
Annahme führte, dass eine erhöhte Anzahl an Spines mit einer erhöhten Anzahl an funkti-
onsfähigen Synapsen gleichzusetzen ist [118]. Als ursächlich für diese Veränderung wurden
unterschiedliche Einflüsse wie Lernvorgänge [118], die Applikation von Pharmazeutika wie
dem Acetylcholinesterasehemmer Donepezil [119], die Verabreichung von Koffein [120],
aber beispielsweise auch der Einfluss weiblicher Sexualhormone [121] beschrieben. Dass
eine Vermehrung an Spines jedoch nicht automatisch mit einer höheren Quantität intakter
Synapsen einhergeht, wird beispielsweise durch die Studie von Rao et al. [116] deutlich.
Dort erfolgte die morphologische Analyse von hippocampalen CA3-Neuronen bei gest-
ressten Ratten. Neben einer Atrophie von Dendriten zeigte sich zusätzlich die postulierte
kompensatorische Zunahme der Spinedichte, die jedoch in Gedächtnistests nicht zu ei-
nem besseren Abschneiden der betroffenen Tiere führte. Die Autoren spekulierten, dass
die Spines möglicherweise abnorme Synapsen ohne physiologische Funktion ausbildeten
[116]. Auch Luo et al. konnten zeigen, dass eine deutliche Erhöhung der Dichte an Spines
nicht immer mit einer verbesserten Funktion einhergeht, sondern teilweise unvollständig
ausgebildete dendritische Dornen bedingt [122]. Zu beachten ist weiterhin, dass nach den
Ergebnissen früherer Studien bezüglich der Funktionalität von Spines neben der Anzahl
auch die Form eine wichtige Rolle spielt [123], [124], [125], [126], [127]. Beispielsweise
konnte eine Einflussnahme der Spinemorphologie auf NMDA-Rezeptoren durch Alterati-
on von deren Effektivität [123] oder durch Reorganisation des dreidimensionalen Gefüges
[124], [125] gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Spines einzig unter dem
Aspekt ihrer Quantität analysiert. Mögliche qualitative Veränderungen, die einen Einfluss
auf ihre synaptische Funktion ausüben könnten, wurden nicht untersucht.
Unter der Annahme, dass die erhöhte Dichte an Spines mit funktionstüchtigen Synapsen
korreliert, sprüche dies für eine gesteigerte Konnektivität innerhalb des Hippocampus, was
wiederum als strukturelles Korrelat verbesserter Lern- und Gedächtnisvorgänge angesehen
wird [118]. Zur Überprüfung der funktionellen Konsequenzen der in der vorliegenden Stu-
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die beschriebenen morphologischen Alterationen wäre eine Analyse der phänotypischen
Auswirkungen des NECAB2-Knockouts, beispielsweise auf die Gedächtnisleistungen, ein
logischer nächster Schritt.

5.1.2 Einfluss des NECAB2-Knockouts auf Neurotransmitter-
rezeptorbindungsdichten im Hippocampus

Durch die In-vitro Rezeptorautoradiographie ist es möglich, Ligandenbindungsdichten be-
stimmter Neurotransmitterrezeptoren zu analysieren. Begründet durch den technischen
Ablauf dieser Methode (siehe auch Kapitel 3.5) sind einige Besonderheiten anzumerken,
die hier vor der Interpretation der Ergebnisse kurz skizziert werden sollen. Nachteilig ist
beispielsweise, dass die Verteilung der Rezeptoren innerhalb der analysierten Regionen
aufgrund geringer örtlicher Trennschärfe nicht präzise zu bestimmen ist. So können die
Rezeptoren nicht einer bestimmten Zelle oder Zellart zugeordnet werden und auch inner-
halb eines Neurons bleibt die genaue subzelluläre Anordnung der Rezeptoren unklar. Diese
kann je nach Lokalisation des Rezeptors, beispielsweise prä- oder postsynaptisch, einen
unterschiedlichen Einfluss innerhalb des neuronalen Netzwerkes ausüben. Berücksichtigt
werden muss bei der Interpretation der Ergebnisse auch die Auswahl des Liganden. Neu-
rotransmitterrezeptoren sind typischerweise aus verschiedenen Untereinheiten aufgebaut.
Durch die Rezeptorautoradiographie wird nur die Untereinheit des Zielrezeptors sichtbar
gemacht, welche die spezifische Bindungsstelle für den gewählten Liganden trägt. Bei-
spielhaft dafür ist die Vielzahl an möglichen Versionen des GABAA-Rezeptors, die auf
der möglichen Kombination von insgesamt 19 verschiedenen Untereinheiten beruht. In
unterschiedlichen Hirnregionen wurden jeweils verschiedene Isoformen des Rezeptors lo-
kalisiert [128]. Weiterhin variiert die Bindungsaffinität von Liganden je nach Subtyp des
Rezeptors und kann außerdem durch den Einsatz von Kofaktoren modifiziert werden. So
besitzen unterschiedliche Subtypen des NMDA-Rezeptors eine unterschiedliche Sensiti-
vität gegenüber Liganden und Kofaktoren und z. T. auch eine unterschiedliche Kinetik
[129]. In verschiedenen Hirnregionen konnten spezifische regionale Verteilungsmuster der
Rezeptoren je nach Zusammensetzung ihrer Untereinheiten nachgewiesen werden [130],
[131]. Trotz dieser Einschränkungen ist die RAR jedoch eine objektivierbare und sehr
gut reproduzierbare, etablierte Methode zur Darstellung von Ligandenbindungsdichten
unterschiedlicher Neurotransmitterrezeptoren.
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5.1.2.1 Exzitatorische Neurotransmission

Die Ausstattung mit exzitatorischen Neurotransmitterrezeptoren zur Ausbildung von LTP
als eine Form synaptischer Plastizität stellt eine wichtige strukturelle Grundlage für Lern-
prozesse im Hippocampus dar [55], [57] (siehe auch Kapitel 2.3.2.1). Innerhalb der Hippo-
campusformation bedarf es dafür in den jeweiligen Subregionen unterschiedlicher Enzyme,
Moleküle und Mechanismen [34], [132], [133], [134]. Allen gemeinsam ist jedoch, dass für
die Induktion zur Langzeit-Potenzierung eine verstärkte Glutamatfreisetzung mit kon-
sekutivem Einstrom von Calcium in das postsynaptische Kompartiment erforderlich ist
[40]. Von besonderer Relevanz hierfür scheinen die Schaffer-Kollateralen mit ihren NMDA-
Rezeptoren zu sein [40], [55]. Die Wichtigkeit dieser Verschaltung wird in Studien deutlich,
die durch Verminderung der NMDA-Rezeptorwirkung eine kaum messbare Ausbildung
von LTP dokumentierten, was sich phänotypisch in einer Beeinträchtigung des räumli-
chen Lernens äußerte [135], [136]. Neben der essentiellen Aufgabe der NMDA-Rezeptoren
ist die Ausbildung von LTP an den Schaffer-Kollateralen jedoch zusätzlich abhängig von
einer Koexpression von AMPA-Rezeptoren [137] mit wechselseitiger positiver Verstärkung
[138]. AMPA-Rezeptoren sind in ihrer Funktion als direkt agierende Kationenkanäle ver-
antwortlich für die schnelle Änderung des postsynaptischen Membranpotenzials und damit
ausschlaggebend für die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren [36] und die Modulation der
synaptischen Stärke [139]. Die Ausbildung und Aufrechterhaltung von LTP werden dabei
maßgeblich bestimmt durch die Anzahl an postsynaptischen AMPA-Rezeptoren an der
Zelloberfläche [137], [140], welche durch Neusynthese oder Rezeptor-Trafficking bedarfs-
gerecht bereitgestellt werden können [139], [141], [142].
Auch in der vorliegenden Arbeit wurden diese beiden Rezeptoren hinsichtlich ihrer Li-
gandenbindungsdichte analysiert. Besonders interessant ist im Hippocampus dabei die
CA1-Region, welche zum einen durch Synapsenbildung mit den Schaffer-Kollateralen es-
sentiell in der Gedächtniskonsolidierung ist und zum anderen gleichzeitig ein Areal mit
physiologischem Vorkommen von NECAB2 darstellt [2].
In der vorliegenden Arbeit resultierte nach Analyse der Ligandenbindungsdichten der
AMPA-Rezeptoren in keiner hippocampalen Region ein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen Knockout- und Wildtyp Tieren.
Die Ligandenbindungsdichte von MK-801 an NMDA-Rezeptoren zeigte in den Knockout-
im Vergleich zu den Wildtyp Tiere eine signifikante Erhöhung im Stratum radiatum der
CA1-Region sowie im Stratum moleculare des Gyrus dentatus. Einhergehend mit einer er-
höhten Dichte an NMDA-Rezeptoren im Hippocampus wurde in früheren Studien ein bes-
seres Abschneiden in Gedächtnistests beobachtet [143]. Gegenläufige Ergebnisse konnten
bei einer Verminderung von NMDA-Rezeptoren, beispielsweise durch THC-Applikation
bei heranwachsenden Ratten, dokumentiert werden [144]. Die signifikant vermehrte Li-
gandenbindungsdichte an NMDA-Rezeptoren bei den NECAB2-Knockout Tieren könnte
somit auf eine verbesserte intrahippocampale synaptische Transmission und auch Funkti-



5. DISKUSSION 63

on hindeuten. Zu beachten ist jedoch, dass neben der Anzahl der Rezeptoren auch deren
Zusammensetzung ausschlaggebend für ihre Funktion ist [145]. Manche Untereinheiten
sind von größerer Bedeutung für die Ausbildung synaptischer Plastizität und somit auch
für Lern- und Gedächtnisleistungen [134], [142], [143], [146], [147]. Die zweite Region, in
der die NECAB2-defizienten Tiere eine Erhöhung der Ligandenbindungsdichte an NMDA-
Rezeptoren aufwiesen, war das Stratum moelculare des Gyrus dentatus. Diese Schicht
beinhaltet die Dendriten der Körnerzellen, welche den Großteil der für den Hippocampus
bestimmten Afferenzen empfangen. Auch in dieser Region scheinen NMDA-Rezeptoren
bei länger anhaltenden strukturellen Veränderungen wie beispielsweise im Rahmen von
Lernprozessen von Wichtigkeit zu sein [148]. So zeigte eine Studie, in der durch Knockout
ein Verlust von NMDA-Rezeptoren an den Körnerzellen generiert wurde, eine Beeinträch-
tigung des Erkennens von Zusammenhängen [149]. Auf die vorliegende Arbeit übertragen
könnte die Vermehrung der Ligandenbindungsdichte in dieser Region darauf hindeuten,
dass durch das Fehlen von NECAB2 eine verbesserte synaptische Konnektivität mit einer
konsekutiv verbesserten Funktion entstanden sein könnte. Zu berücksichtigen ist jedoch,
dass die Körnerzellen im Gyrus dentatus aufgrund ihrer Lokalisation zusätzlich eine wich-
tige Integrations- und Filterfunktion innehaben, um die große Menge an afferenten Signa-
len vor Weitergabe an die nachfolgenden hippocampalen Zellen zu verarbeiten. Kommt es
nun zu einer einseitigen Erhöhung der exzitatorischen Aktivität über NMDA-Rezeptoren,
kann diese Filterfunktion gestört werden und aufgrund des im Wesentlichen unidirektio-
nalen Informationsflusses folglich die gesamte hippocampale Funktion beeinträchtigt sein
[150]. Weiterhin gilt anzumerken, dass in früheren Studien eine erhöhte Dichte an NMDA-
Rezeptoren im Gyrus dentatus mit pathologischen Prozessen in Zusammenhang gebracht
wurde. So führten wiederholte epileptische Anfälle zu einer erhöhten NMDA-Aktivität im
Gyrus dentatus, was wiederum eine strukturelle Veränderung bedingte und selbst epilep-
togen wirken konnte [150], [151].
Insgesamt beeinflusst die NECAB2-Defizienz im Hippocampus offensichtlich die exzitato-
rische Neurotransmitterrezeptorbindungsdichte, wobei die Veränderungen hinsichtlich der
NMDA-Rezeptoren eindeutig im Vordergrund stehen.
Dass ein Überangebot an exzitatorischen Aminosäuren mit konsekutiver Übererregung
exzitatorischer Rezeptoren den Untergang von Nervenzellen bedingen kann, wurde mit
dem Begriff der Exzitotoxizität beschrieben [152]. Dieser Prozess spielt sowohl bei akuten
pathologischen Ereignissen wie Hypoglykämie [153], Ischämie [154] oder Epilepsie [155]
als auch bei chronischen Erkrankungen wie Morbus Parkinson [156] oder Alzheimer eine
Rolle [145], [157]. Durch starke Glutamatfreisetzung mit konsekutiver überhöhter Akti-
vierung von NMDA-Rezeptoren kommt es zu einem massiven Anstieg der intrazellulären
Calciumkonzentration, zu der übermäßigen Bildung von H+- und Superoxidionen und
schlussendlich zu neuronalem Zelluntergang [155], [158], [159], [160], [161], [162], [163].
Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen signifikant erhöhten NMDA-Rezeptorbin-
dungsdichten deuten auf eine signifikante Vermehrung NMDA-vermittelter exzitatorischer
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Signalübertragung in den NECAB2-defizienten Tieren hin. Dies könnte einerseits ein Hin-
weis auf eine effizientere und intensivere synaptische Aktivität sein oder aber andererseits
auf eine erhöhte Exzitation mit der Gefahr glutamatinduzierter Exzitotoxizität hindeu-
ten. In früheren Studien wurde bereits eine calciumabhängige Interaktion von NECAB2
mit Rezeptorproteinen beschrieben – zum einen mit dem mGlu5-Rezeptor und zum an-
deren mit dem Adenosin-Rezeptor Typ 2A (A2AR), wobei die Interaktion jeweils zu einer
Potenzierung des nachfolgenden Signalweges führte [1], [2]. Beide Rezeptoren sind im Hip-
pocampus exprimiert und scheinen u. a. durch Verstärkung der NMDA-Rezeptorfunktion
und Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration zur Induktion von LTP beizutra-
gen [164], [165], [166], [167], [168], [169]. Bei hohen Konzentrationen an intrazellulärem
Calcium kommt es jedoch in beiden Fällen zur Dissoziation von NECAB2 und dem Re-
zeptorprotein und folglich zu einer Abnahme der konsekutiven Exzitation [1], [2]. Diesen
Studien zufolge unterstützt NECAB2 rezeptorvermittelt und calciumabhängig in einem
bestimmten Rahmen die Exzitation und die Induktion von LTP im Hippocampus. Gleich-
zeitig besteht durch die Dissoziation von den Rezeptoren bei zu hohen Calciumkonzen-
trationen auch eine modulatorische und neuroprotektive Wirkung durch Verhinderung
übermäßiger Exzitation. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit einer signifikant er-
höhten Ligandenbindungsdichte an NMDA-Rezeptoren in den NECAB2 Knockout Tieren
deuten darauf hin, dass NECAB2 modulatorisch auf die exzitatorische Signalübertragung
v. a. mittels NMDA-Rezeptoren einwirkt und möglicherweise auch protektiv gegenüber
einer Hyperexzitation fungiert. Ob der NECAB2 Knockout letztlich protektiv wirkt, sollte
in Folgeprojekten mittels experimenteller Modelle zu exzitatorischen Werten untersucht
werden.

5.1.2.2 Inhibitorische Neurotransmission

Die GABAerge Signaltransduktion über den ionotropen GABAA-Rezeptor spielt als we-
sentliches inhibitorisches Übertragungssystem eine essentielle Rolle in der Regulation neu-
ronaler Aktivitätslevel und synaptischer Plastizität [34], [47]. Die Funktionsweise und
Wirkung dieses Übertragungssystems in seiner Gesamtheit ist komplex (siehe auch Ka-
pitel 2.2.2). Im Hippocampus wird die inhibitorische Neurotransmission vor allem von
GABAergen Interneuronen übernommen, wobei insbesondere die sogenannten Korbzel-
len als wichtige Akteure zu nennen sind [170], [171]. Im Gyrus dentatus konnte phy-
siologisch die stärkste Expression der inhibitorischen Rezeptoren demonstriert werden
[171]. Deren Funktion stellt einen wichtigen Bestandteil der Gedächtnisprozessierung dar,
indem sie hauptsächlich durch inhibitorische Modulationen und Beeinflussung von hip-
pocampalem LTP eine Gewichtung bestimmter synaptischer Übertragungsorte bewirken
[172], [173], [174]. Die funktionellen Folgen einer Veränderung in der Transmission von
GABAA-Rezeptoren sind divergenter Natur und sehr vielschichtig. Einerseits zeigte eine
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Hemmung oder der Verlust dieser inhibitorischen Rezeptoren im Hippocampus in einer
Vielzahl von Studien ein verbessertes Abschneiden dieser Tiere in Gedächtnistests [49],
[175], [176], [177], [178], wohingegen die Applikation von GABA-Rezeptoragonisten vice
versa zu schlechteren Gedächtnisleistungen führte [179]. Andererseits konnten in verschie-
denen Studien epileptische Ereignisse beobachtet werden, was nach Modifikation dieser
Rezeptoren auf den Verlust deren dämpfender Wirkung zurückgeführt wurde [48], [180],
[181]. Im Zusammenspiel mit Veränderungen auch der exzitatorischen Neurotransmission
sind Alterationen der inhibitorischen GABA-Signaltransduktion an vielen akuten wie auch
chronischen pathologischen Prozessen beteiligt, wie beispielsweise der zerebralen Ischämie
[182], [183], der Epilepsie [48], [181], der Schizophrenie [184] oder bei Angststörungen [185],
[186]. In weiteren Studien wurde insbesondere die Dysbalance der Transmittersysteme als
strukturelle Grundlage eines hippocampalen Lerndefizites innerhalb der Hippocampusfor-
mation identifiziert. Eine Verstärkung der Inhibition und die gleichzeitige Verminderung
der Exzitation werden dabei für schlechteres Abschneiden in Gedächtnistestungen verant-
wortlich gemacht. Eine derartig veränderte Konstellation der Transmittersysteme konnte
beispielsweise nach chronischer THC-Applikation dokumentiert werden [187].
In der vorliegenden Arbeit wurden auch die Ligandenbindungsdichten von GABAA-Rezep-
toren im Hippocampus analysiert. Dabei zeigte sich bei den NECAB2-defizienten Tieren
eine signifikante Erhöhung der GABAA-Ligandenbindungsdichte in allen drei Schichten
der CA1-Region. Da unter physiologischen Umständen in der CA1-Region NECAB2 stark
exprimiert wird, modifiziert NECAB2 offenbar die Ligandenbindungsdichte von GABAA-
Rezeptoren. Eine Erklärungsmöglichkeit ist eine direkte Einflussnahme als regulatori-
scher Faktor auf die Expression der Rezeptoren bzw. deren Menge an der Zelloberflä-
che. So konnten in verschiedenen Studien bereits einige Moleküle identifiziert werden, die
durch Einflussnahme auf Rezeptortrafficking die Expression der inhibitorischen GABAA-
Rezeptoren an der Oberfläche vermittelten [180], [188], [189], [190]. In Anlehnung daran
könnte auch NECAB2 eine solche Funktion innehaben. Ein anderer Erklärungsansatz
für die Erhöhung der Ligandenbindungsdichte am GABAA-Rezeptor ist ein möglicher
reaktiver Effekt auf die ebenfalls erhöhte Ligandenbindungsdichte am NMDA-Rezeptor.
Diese Vermutung wird unterstützt durch Ergebnisse einer Studie, in der eine pränatale
Kokain-Applikation zu einer Vermehrung von GABAergen Potenzialen im hippocampalen
CA1-Segment führte, was als Kompensation für vermehrte Exzitation diskutiert wurde
[191]. Für diesen Mechanismus spricht auch, dass exzitatorische neuronale Aktivität ein
wichtiger Reiz ist, um konsekutiv inhibitorische Synapsen auszubilden [192], [193].
Bezüglich der signifikanten Erhöhung der GABAA-Rezeptorbindungsdichten im gesamten
CA1-Segment bei den Knockout-Tieren wäre eine phänotypische Untersuchung der Tie-
re bezüglich ihrer hippocampalen Gedächtnisleistungen sehr aufschlussreich, um dadurch
mehr Klarheit über die mögliche Konsequenz dieser biochemischen Alterationen zu erlan-
gen. Auf der anderen Seite wären wiederum experimentelle Stressmodelle mit Exzitoto-
xizität interessant, um den potentiellen neuroprotektiven Effekt einer NECAB2-Defizienz
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zu überprüfen, da eine erhöhte Inhibition in zahlreichen Modellen als neuroprotektiver
Mechanismus beschrieben wurde.

5.1.3 Einfluss des NECAB2-Knockouts auf die neuronale Pro-
teinexpression im Hippocampus

5.1.3.1 MAP2

Das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP2) ist in den dendritischen Fortsätzen und
Spines von Neuronen lokalisiert und spielt durch die Beeinflussung von verschiedenen Zy-
toskelettfilamenten eine wichtige regulatorische Rolle im Prozess der synaptischen und
neuronalen Plastizität (siehe auch Kapitel 2.1.2).
Die immunhistochemische Markierung von MAP2 als dendritischem Marker wurde bereits
in verschiedenen Studien genutzt. Beispielsweise konnten durch die Markierung von MAP2
die Progression und das Ausmaß von neuronalen Zellschäden nach zerebraler Ischämie
untersucht werden [194], [195]. Auch nach Initiierung von Neuronenuntergang im Hippo-
campus durch übermäßige externe Applikation von exzitatorischen Aminosäuren konnte
eine Abnahme der Immunreaktivität von MAP2 beobachtet werden [196]. Eine Verminde-
rung von MAP2 weist somit auf eine Destruktion und Beeinträchtigung von Nervenzellen
hin. Demgegenüber ist eine positive Korrelation zwischen höherer Immunreaktivität von
MAP2 und einer komplexeren neuronalen Verzweigungsstruktur [197] und der Neuaus-
sprossung von dendritischen Fortsätzen beobachtet worden [21], [198]. Diese Vorgänge
wurden auch infolge eines neuronalen Schadens beschrieben und als Versuch der struk-
turellen Regeneration durch vermehrte dendritische Plastizität interpretiert [199], [200].
In der hier vorliegenden Arbeit resultierte bei den NECAB2-Knockout Tieren eine statis-
tisch signifikante Erhöhung der Immunreaktivität von MAP2 gegenüber der Kontrollgrup-
pe im Stratum radiatum der CA1-Region. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
dendritische Integrität durch den NECAB2-Knockout nicht beeinträchtigt ist, sondern,
entsprechend den oben diskutierten Forschungsergebnissen, eine Vermehrung an dendriti-
schem Material, einhergehend mit vermehrter dendritischer Plastizität und Komplexität
in dieser Region, vermutet werden kann.

5.1.3.2 Synaptobrevin

Synaptobrevin oder auch VAMP2 ermöglicht als integraler Bestandteil der Membranen
präsynaptischer Vesikel die Fusion der neurotransmitterbeladenen Transportvesikel mit
der Plasmamembran und agiert als wichtiges Element der Exozytosemaschinerie (siehe
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auch Kapitel 2.1.3). Durch seine Lokalisation kann es als präsynaptisches Markerprotein
verwendet werden und Abweichungen können auf eine synaptische Modifikation hinweisen.
Als Konsequenz eines verminderten Levels an Synaptobrevin konnten eine verminderte
synaptische Transmission und eine damit einhergehende reduzierte synaptische Funktion
beobachtet werden [201]. In einer anderen Studie konnte im Gegenzug durch Zunahme
der Dichte des Synaptobrevin/Synaptophysin-Komplexes eine konsekutive Verstärkung
der glutamatergen Signaltransduktion im Hippocampus beobachtet werden. Dies war ver-
gesellschaftet mit einer Verbesserung des räumlichen und assoziativen Lernens gegenüber
Tieren der Kontrollgruppe [202].
In der vorliegenden Arbeit konnte eine statistisch signifikante Erhöhung der Immunreak-
tivität von Synaptobrevin im Stratum radiatum der CA1-Region und im Stratum mo-
leculare des Gyrus dentatus der Knockout Tiere gezeigt werden. Als Maß für verstärkte
Expression lässt diese erhöhte Immunreaktivität eine vermehrte synaptische Aktivität in
diesen Regionen und damit in Anlehnung an andere Studien [202] eine Verbesserung der
Lern- und Gedächtnisleistung vermuten. Wie bei den anderen untersuchten Parametern
sind weiterführende Studien mit einer Korrelation des funktionellen Phänotyps erforder-
lich.

5.1.3.3 Synaptophysin

Synaptophysin reguliert als präsynaptisches Protein durch Komplexbildung mit Synap-
tobrevin dessen Freisetzung und spielt damit eine modulatorische Rolle in der Exozytose
von Neurotransmittern (siehe auch Kapitel 2.1.4). In Analogie zu Synaptobrevin kann
auch Synaptophysin als präsynaptischer Marker verwendet werden, der auf mögliche Ver-
änderungen in der synaptischen Morphologie hinweist.
Auch wenn Synaptophysin keine ausschlaggebende Funktion im Prozess der Exozytose
innehat [32], [33], geht eine Erhöhung des Synaptobrevin-Synaptophysin-Komplexes im
Hippocampus mit einer verbesserten Funktion der Neuronen einher [202]. In einer anderen
Studie konnte ein erhöhtes Niveau neuronaler Funktion einhergehend mit einer Erhöhung
von Synaptophysin beobachtet werden. In einem Mausmodell mit fehlendem Na+/H+-
Austauscher (Nhe5), der vermutlich ein negativer Regulator für die Aussprossung neuer
Spines ist, wiesen die Tiere neben einem erhöhten Vorkommen von Synaptophysin auch
eine erhöhte Dichte an Spines und bessere Ergebnisse in Lern- und Gedächtnistestun-
gen gegenüber der Kontrollgruppe auf [203]. Des Weiteren besteht die Vermutung, dass
Synaptophysin in Kombination mit Synaptogyrin, einem weiteren präsynaptischen Pro-
tein, durch eine Beeinflussung der Transmitterausschüttung direkt auf den Prozess der
Langzeit-Potenzierung einwirkt [204].
Die Analysen der vorliegenden Arbeit ergaben eine Erhöhung der semiquantitativen Im-
munreaktivität von Synaptophysin in den Knockout Tieren mit statistischer Signifikanz
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im Bereich des Stratum oriens sowie des Stratum radiatum der CA1-Region und im Stra-
tum moleculare des Gyrus dentatus. Bis auf das Stratum oriens der CA1-Region korrelie-
ren diese Resultate mit einer Erhöhung der Immunreaktivität von Synaptobrevin in den
gleichen Regionen und weisen damit auf mehr präsynaptisches Material und eine erhöh-
te synaptische Aktivität mit möglicherweise einhergehender verbesserter hippocampaler
Leistung hin [202].

5.2 Putamen

5.2.1 Einfluss des NECAB2-Knockouts auf die neuronale Mor-
phologie

Bei der Analyse der neuronalen Morphologie der MSN zeigten sich bei den Knockout
Tieren eine signifikant geringere mittlere Gesamtanzahl an Dendriten sowie eine signifi-
kant geringere Anzahl an Dendriten erster und zweiter Ordnung, wobei in diesem Bereich
zusätzlich eine statistisch relevante geringere Komplexität in ihrer Struktur nachgewie-
sen wurde. Weiterhin ergab die Analyse der Spines eine signifikante Erhöhung der Dichte
dendritischer Spines sowohl an den Ästen dritter als auch vierter Ordnung in den Knock-
out Tieren. Bei einer somit im Mittel signifikant verringerten Anzahl von Dendriten in
der Knockout Gruppe, die sich jedoch nicht hinsichtlich ihrer mittleren Länge, Anzahl
an Verzweigungspunkten und Endungen von den dendritischen Ästen der Wildtyp Tie-
ren unterschieden, könnte man vermuten, dass die einzelnen Dendriten kompensatorisch
komplexer aufgebaut sind. Diese These lässt sich durch die Ergebnisse der Sholl-Analyse
jedoch nicht bestätigen.
Die signifikante Erhöhung der Spinedichte bei den Knockout Tieren könnte auf einen
Kompensationsmechanismus hindeuten [115], [116], [117]. Gegen diese Annahme spre-
chen jedoch die übrigen Resultate der Verzweigungsstruktur, da sich die Dendriten beider
Gruppen bezüglich ihrer mittleren Länge und Komplexität nicht unterschieden und so-
mit die Notwendigkeit einer Vermehrung der rezeptiven Fläche nicht erforderlich scheint.
Auch im Falle der MSN erfolgte in der vorliegenden Arbeit ausschließlich die quantitative
Bestimmung der Spines, sodass in Analogie zu den Veränderungen der Hippocampusfor-
mation über die Funktion der dendritischen Dornen mittels der vorliegenden Daten keine
weiterführende Aussage getroffen werden kann.
Falls die vermehrten Spines physiologisch funktionstüchtige Synapsen ausbilden würden,
könnte eine Änderung der neurologischen Funktion auftreten. Aufgrund der Aufteilung
der MSN in zwei Typen, die in der Bewegungsausführung jeweils eine diametrale Funk-
tion ausüben (siehe Kapitel 2.3.1.1), lässt sich anhand der hier erhobenen Daten kein
Rückschluss auf die Charakteristik möglicher Alteration ziehen. Weiterhin lässt sich nicht
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ableiten, ob beispielsweise ein bestimmter Subtyp der MSN besonders häufig durch die
Golgi-Cox-Methode imprägniert und deshalb vergleichsweise oft ausgewertet wurde. Um
das Neuron seiner entsprechenden Subgruppe zuzuordnen, müsste beispielsweise die Art
des exprimierten Dopaminrezeptors am gleichen Schnittpräparat nachgewiesen werden.

5.2.2 Einfluss des NECAB2-Knockouts auf die Neurotransmit-
terrezeptorbindungsdichten im Putamen

Im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp Tieren konnte bezüglich der Rezeptorbin-
dungsdichten von NMDA-, AMPA- und GABAA-Rezeptoren im Putamen als Region mit
physiologisch hoher Präsenz an NECAB2 kein statistisch signifikanter Unterschied ge-
zeigt werden. Folglich scheint die wesentliche erregende und hemmende Signaltransdukti-
on mittels dieser hier untersuchten Neurotransmitterrezeptoren innerhalb des Netzwerkes
der MSN trotz NECAB2-Knockout nicht ausgeprägt alteriert zu sein. Eine Störung in der
Balance dieser wichtigen Rezeptoren geht häufig mit gravierenden Beeinträchtigungen ein-
her, wie es beispielsweise bei Patienten mit Morbus Huntington zu beobachten ist [205],
[206]. Auch wenn das Fehlen von NECAB2 im Striatum nach den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit keine Konsequenz für die Ligandenbindungsdichten der drei untersuchten
Rezeptoren hat, ist zu beachten, dass die MSN eine ganze Reihe weiterer Neurotrans-
mitterrezeptoren besitzen, die in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden. Dabei
ist die Beeinträchtigung einiger dieser Rezeptoren zum Teil mit schwerwiegenden neu-
rodegenerativen Erkrankungen vergesellschaftet, so beispielsweise die Veränderung von
Dopaminrezeptoren beim Morbus Parkinson [60]. In Anlehnung an bereits publizierte
Studien mit dem Nachweis einer Interaktion zwischen NECAB2, dem Adenosinrezeptor
Typ 2A (A2AR) und dem metabotropen Glutamatrezeptor Typ 5 (mGluR5) [1], [2] wäre
eine Analyse von deren Bindungsdichten sicherlich interessant. Insbesondere gilt dies des-
halb, da beide Rezeptoren eine Rolle in der synaptischen Plastizität des Striatums spielen
[207] und beispielsweise postsynaptisch in dendritischen Spines [12], [208] die Neurotrans-
mitterausschüttung modulieren [209] oder durch Beeinflussung von NMDA-Rezeptoren zu
einer veränderten Calciumpermeabilität und konsekutiven Änderung neuronaler Funkti-
on führen [210], [211]. Auch die Möglichkeit einer Auswirkung des Knockouts erst auf die
nachfolgenden Projektionsgebiete der MSN ist in Anlehung an eine Studie von Kupers-
mith et al. zu diskutieren. Darin zeigten sich bei Analyse der Rezeptorbindungsdichten von
GABAA nach kortikaler Deafferentation im Putamen keine Veränderungen, wohingegen
in den Zielgebieten der ausgehenden Efferenzen Alterationen in deren Rezeptorbindungs-
dichten gemessen werden konnten [212].
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5.3 Kortex

5.3.1 Einfluss des NECAB2-Knockouts auf die Neurotransmit-
terrezeptorbindungsdichten im Kortex

Analysiert wurden der primäre somatomotorische sowie der primäre und sekundäre so-
matosensorische Kortex. Diese Rindenregionen stehen entweder direkt oder indirekt mit
Regionen mit physiologisch hohem Vorkommen von NECAB2 in Verbindung (siehe auch
Kapitel 2.3). In M1, welcher einen Großteil der Afferenzen der MSN generiert, zeigte sich
bei den Tieren der Knockout-Gruppe eine signifikante Erhöhung der Ligandenbindungs-
dichte sowohl der exzitatorischen AMPA- (Schicht IV) und NMDA- (I, II/III) als auch
der inhibitorischen GABAA- (IV) Rezeptoren in verschiedenen Kortexschichten. Die si-
gnifikante Erhöhung der Ligandenbindungsdichte der NMDA-Rezeptoren in den äußeren
Kortexschichten, welche insbesondere Signale von kortiko-kortikalen Assoziationsfasern
empfangen [213], deutet auf eine erhöhe Anzahl exzitatorischer Synapsen und Afferenzen
hin, womit eine verstärkte intrakortikale Informationsübertragung einhergehen könnte.
In S1 wurden zwei Subregionen untersucht, zum einen die trunc region und zum anderen
das barrel field. Innerhalb der trunc region zeigte die Ligandenbindungsdichte des inhi-
bitorischen GABAA-Rezeptors bei den Knockout Tieren in den Schichten II/III, IV und
V eine statistisch signifikante Erhöhung. Im barrel field fanden sich, außer einer statis-
tisch signifikanten Erhöhung der AMPA-Ligandenbindungsdichte in Schicht II/III, keine
weiteren Unterschiede. Dies könnte in Analogie zu einer früheren Studie durch Zunahme
erregender Signalübertragung auf erhöhte Aktivität und Plastizität bei den Knockout-
Tieren hinweisen [214].
In S2 resultierten einzig hinsichtlich des AMPA-Rezeptors statistische Unterschiede mit
einer signifikanten Erhöhung der Ligandenbindungsdichte bei den Knockout Tieren in
den Schichten IV, V und VI. Innerhalb der sensorischen Rindenareale ist auffallend, dass
sich die Bindungsdichten am NMDA-Rezeptor im Vergleich der Knockout und Wildtyp
Tiere nicht unterschieden, die AMPA-Rezeptoren hingegen punktuell eine statistisch si-
gnifikante Erhöhung der Ligandenbindung bei den Knockout Tieren aufwiesen. Bei den
NECAB2-defizienten Tieren scheint eine Veränderung des Gleichgewichtes in der Signal-
transduktion zu bestehen, wobei die Exzitation nun mutmaßlich vermehrt über die schnell
wirkenden AMPA-Kanäle anstatt über NMDA-Rezeptoren vermittelt wird.
Eine Diskussion über die weiterführenden Konsequenzen der veränderten kortikalen Li-
gandenbindungsdichten würde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Die Frage, ob sich eine
NECAB2-Defizienz auch auf Hirnregionen auswirkt, die physiologisch kein hohes Vorkom-
men an diesem Protein aufweisen, kann jedoch eindeutig mit Ja beantwortet werden.



6 Zusammenfassung

Bei NECAB2 handelt es sich um ein neuronales Protein, dessen physiologische Funktion
bisher noch weitgehend unverstanden ist. NECAB2 wird ausschließlich im ZNS expri-
miert. Die Regionen mit dem größten Vorkommen sind die Hippocampusformation [2],
das Striatum [1] und das Rückenmark [3]. Subzellulär ist dieses neuronale Protein sowohl
prä- als auch postsynaptisch lokalisiert. In früheren Studien konnte die Struktur von NE-
CAB2 entschlüsselt werden, die aus drei unterschiedlichen Domänen besteht, welche z.
T. mit Bindungsstellen für Calciumionen ausgestattet sind [4]. Weiterhin wurde bereits
eine Interaktion mit dem A2A- [1] und dem mGlu5-Rezeptor [2] beschrieben. In beiden
Fällen kommt es calciumabhängig zu einer Verstärkung der Rezeptorfunktion durch NE-
CAB2. Herrschen jedoch zu hohe intrazelluläre Calciumkonzentrationen, führt dies zu
einer Dissoziation des Proteins von den Rezeptoren und damit zu einer Limitierung ihrer
Funktion. Anhand der bisherigen Studienergebnisse wurden verschiedene Vermutungen
über die Wirkung von NECAB2 geäußert. Es wird eine Funktion als Transkriptionsfaktor
[6], als Modulator von Rezeptorfunktionen [1], [2] sowie als Einflussfaktor im Prozess der
Exozytose [5] diskutiert.
Um bezüglich der Proteinfunktion von NECAB2 mehr Klarheit zu erlangen, wurden in
der vorliegenden Arbeit verschiedene Untersuchungen am NECAB2-Knockout Mausmo-
dell durchgeführt. Es erfolgte eine Analyse der Rezeptorbindungsdichten von NMDA-
AMPA- und GABAA-Rezeptoren mittels der In-vitro Rezeptorautoradiographie in der
Hippocampusformation und im Putamen sowie zusätzlich in einigen Kortexarealen, wel-
che sogenannte remote regions darstellen. Weiterhin wurden die Neuronen der hippo-
campalen CA1-Region und des Putamen in ihrer Struktur dargestellt und anhand ver-
schiedener morphologischer Gesichtspunkte untersucht. Mithilfe immunhistochemischer
Untersuchungen wurde die Hippocampusformation des Weiteren hinsichtlich der Expres-
sionsdichte der präsynaptischen Proteine Synaptobrevin und Synbaptophysin sowie des
dendritischen Proteins MAP2 analysiert.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Analysen zeigten bei den NECAB2-
Knockout Tieren einige signifikante Unterschiede im Vergleich zur Wildtyp Gruppe. Die
Analyse der Rezeptorbindungsdichten ergab im Hippocampus und im Kortex multiple
Veränderungen. Dabei waren sowohl inhibitorische GABAA-Rezeptoren als auch exzita-
torische Rezeptoren, dabei insbesondere NMDA-Rezeptoren, betroffen. Die Rezeptorbin-
dungsdichten im Putamen hingegen zeigten sich unbeeinflusst vom Knockout. Des Weite-
ren wirkt NECAB2 auf die dendritische Plastizität und neuronale Morphologie ein. Sowohl
bei den CA1-Neuronen als auch den MSN zeigten sich verschiedene morphologische Al-
terationen, wobei eine erhöhte Dichte an Spines in beiden Regionen beobachtet werden
konnte. Auch die Expression der oben genannten synaptischen Proteine war im Hippo-
campus der NECAB2-Knockout Tiere verändert und zeigte in verschiedenen Subregionen
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eine signifikante Erhöhung ihrer Dichte.
Diese multiplen Veränderungen und Ergebnisse weisen auf eine komplexe, vielschichtige
Funktion und Wirkungsweise von NECAB2 mit Einflussnahme auf verschiedene neuronale
Prozesse hin, was sich ohne Korrelation mit entsprechenden funktionellen Tests zunächst
nur schwer einordnen lässt.
Die eingangs formulierten Fragen zu den Folgen eines NECAB2-Knockouts lassen sich
damit jedoch folgendermaßen beantworten:

1. Beeinflusst NECAB2 die dendritische Plastizität und die strukturelle Morphologie von
Neuronen im Striatum und Hippocampus?
Die Analyse Golgi-Cox-imprägnierter Hirnschnitte konnte eine Einflussnahme von NE-
CAB2 auf die strukturelle Morphologie von Neuronen nachweisen. Bei den NECAB2-
defizienten Tieren zeigte sich im Stratum oriens der CA1-Region eine signifikante Ver-
kürzung der dort lokalisierten basalen Dendriten mit einhergehender Verminderung ihrer
Komplexität. Im Striatum konnte eine signifikant verminderte Anzahl an Dendriten ins-
gesamt sowie von Dendriten erster und zweiter Ordnung mit ebenfalls einhergehender
Verminderung ihrer Komplexität in diesen Abschnitten gezeigt werden. Weiterhin konnte
in den NECAB2-Knockout im Vergleich zu den Wildtyp Tieren eine erhöhte Dichte den-
dritischer Spines an den in der vorliegenden Arbeit analysierten Ordnungen dritten und
vierten Grades sowohl an den basalen Dendritenbäumen hippocampaler CA1-Neuronen
als auch an den MSN des Striatum gezeigt werden.

2. Hat der NECAB2-Knockout Einfluss auf die Bindungsdichten von Neurotransmitter-
rezeptoren im Hippocampus und Striatum sowie möglicherweise konsekutiv in den korti-
kalen Regionen einiger somatomotorischer und somatosensorischer Rindenbereiche?
Mittels In-vitro Rezeptorautoradiographie wurden jeweils die Bindungsdichten von N-
Methyl-D-Aspartat(NMDA)-, α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsäure
(AMPA)-, und γ-Aminobuttersäure(GABAA)-Rezeptoren analysiert und Unterschiede zwi-
schen NECAB2-defizienten und Wildtyp Tieren nachgewiesen. Im Hippocampus zeigte
sich in den NECAB2-Knockout Tieren einerseits eine Erhöhung der exzitatorischen Neu-
rotransmission mittels NMDA-Rezeptoren im Stratum radiatum der CA1-Region und
im Stratum moleculare des Gyrus dentatus sowie andererseits eine erhöhte Liganden-
bindungsdichte am inhibitorischen GABAA-Rezeptor in allen Schichten der CA1-Region.
Im Striatum ergab sich zwischen den NECAB2-defizienten und den Wildtyp Tieren kein
Unterschied der Ligandenbindungsdichten dieser drei Rezeptoren, während hingegen in
den als remote regions analysierten Kortexarealen multiple, verschiedenartige Alteratio-
nen dieser Bindungsdichten gezeigt werden konnten.
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3. Beeinflusst NECAB2 die Expression der neuronalen Proteine Mikrotubuli-assoziiertes
Protein 2 (MAP2), Synaptobrevin und Synaptophysin und bedingt damit Änderungen in
der synaptischen Plastizität und dendritischen Dynamik im Hippocampus?
Durch immunhistochemische Markierung konnten obige Proteine im Hippocampus se-
miquantitativ analysiert werden. In den NECAB2-defizienten Tieren zeigte sich ein ver-
mehrter Nachweis von Synaptophysin im Stratum oriens und Stratum radiatum der CA1-
Region sowie im Stratum moleculare des Gyrus dentatus. Weiterhin konnte eine erhöhte
Quantität von Synaptobrevin im Stratum radiatum der CA1-Region und im Stratum
moleculare des Gyrus dentatus sowie von MAP2 im Stratum radiatum der CA1-Region
im Vergleich zu den Wildtyp Tieren nachgewiesen werden. Die vermehrte Expression der
präsynaptischen Proteine Synaptobrevin und -physin sowie des dendritischen Proteins
MAP2 impliziert eine erhöhte synaptische Aktivität und Plastizität in diesen Regionen.

Den vorliegenden Daten nach spielt das Protein NECAB2 insbesondere eine Rolle im
Prozess der neuronalen Signaltransduktion an der Synapse. Durch Modulation von Rezep-
torbindungsdichten, neuronaler Morphologie und Expression von Proteinen scheint es in
diesem Geschehen simultan mehrere Elemente zu beeinflussen. Der genaue Mechanismus
und die Konsequenz dieser Einflussnahme bleiben bisher ungeklärt, sodass die hiesigen
Resultate neben den gewonnenen Erkenntnissen auch eine ganze Reihe weiterer Fragen
bezüglich der Funktionsweise von NECAB2 aufwerfen und damit Ansätze für zukünftige
Forschungsanstrengungen auf diesem Gebiet liefern.
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Anhang

A Pufferlösungen

• PBS - Stammlösung (pH=7,4)

– 81,8 g NaCl
– 2,0 g KCl
– 14,4 g Na2HPO4 + H2O
– 2,0 g KH2PO4

• PBS - Gebrauchslösung

– 100 ml PBS-Stammlösung
– 900 ml Aqua dest.

• PBST - Gebrauchslösung

– 100 ml PBS-Stammlösung
– 900 ml Aqua dest.
– 3 ml Triton X 100

• Tris-Citrat - Stammlösung (pH=7,0)

– 121,1 g Tris in 800 ml Aqua dest. lösen
– mit Citronensäure bei 4 °C auf pH 7,0 einstellen
– auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen

• Tris-Citrat - Gebrauchslösung (50 mM)

– 50 ml einmolare Tris-Citrat-Stammlösung auf 1000 ml Aqua dest.

• Tris-Acetat - Stammlösung (pH=7,2)

– 121,1 g Tris in 800 ml Aqua dest. lösen
– mit Essigsäure bei 4 °C auf pH 7,2 einstellen
– auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen

• Tris-Acetat - Gebrauchslösung (50 mM)
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– 50 ml einmolare Tris-Acetat-Stammlösung auf 1000 ml Aqua dest.

• Tris-HCl - Stammlösung (pH=7,7)

– 201,8 g Tris in 1000 ml Aqua dest. lösen
– 100 ml 37%ige HCl dazu, anschließend über Nacht rühren
– mit Salzsäure bei 25 °C auf pH 7,7 einstellen
– auf 1660 ml mit Aqua dest. auffüllen

• Tris-HCl - Gebrauchslösung (170 mM, 50 mM)

– 170 mM: 170 ml einmolare Tris-HCl-Stammlösung auf 1000 ml Aqua dest.
– 50 mM: 50 ml einmolare Tris-HCl-Stammlösung auf 1000 ml Aqua dest.



B Tabellarische Auflistung der Ergebnisse

Tabelle 1: Verzweigungsstruktur MSN: mittlere Anzahl der Endungen
Tabelle 2: Verzweigungsstruktur MSN: mittlere Anzahl der Knotenpunkte
Tabelle 3: Verzweigungsstruktur MSN: mittlere Dendritenlänge in µm
Tabelle 4: Verzweigungsstruktur MSN: mittlere Anzahl an Dendriten
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mittlere Anzahl der Endungen
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mittlere Dendritenlänge in µm
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mittlere Dendritenlänge/Ordnung
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mittlere Dendritenlanzahl/Ordnung
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mittlere Anzahl der Endungen
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Dendriten 3. und 4. Ordnung
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Dendriten 3. und 4. Ordnung
Tabelle 21: Sholl-Analyse MSN: mittlere Anzahl an Endungen
Tabelle 22: Sholl-Analyse MSN: mittlere Anzahl an Knotenpunkten
Tabelle 23: Sholl-Analyse MSN: mittlere Dendritenlänge in µm
Tabelle 24: Sholl-Analyse MSN: mittlere Anzahl an Schnittpunkten mit den Shollsphären
Tabelle 25: Sholl-Analyse CA1-Neurone, apikaler Abschnitt: mittlere Anzahl an Endungen



LITERATUR V

Tabelle 26: Sholl-Analyse CA1-Neurone, apikaler Abschnitt: mittlere Anzahl an Knotenpunkten
Tabelle 27: Sholl-Analyse CA1-Neurone, apikaler Abschnitt: mittlere Dendritenlänge
Tabelle 28: Sholl-Analyse CA1-Neurone, apikaler Abschnitt:

mittlere Anzahl an Schnittpunkten mit den Shollsphären
Tabelle 29: Sholl-Analyse CA1-Neurone, basaler Abschnitt: mittlere Anzahl an Endungen
Tabelle 30: Sholl-Analyse CA1-Neurone, basaler Abschnitt: mittlere Anzahl an Knotenpunkten
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Tabelle 33: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-801 im Hippocampus
Tabelle 34: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]AMPA im Hippocampus
Tabelle 35: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]Muscimol im Hippocampus
Tabelle 36: Spezifische Ligandenbindungsdichten von [3H]MK-801, [3H]AMPA und [3H]Muscimol

im Caudoputamen
Tabelle 37: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-801 im Areal M1
Tabelle 38: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]AMPA im Areal M1
Tabelle 39: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]Muscimol im Areal M1
Tabelle 40: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-801 im Areal S1Tr
Tabelle 41: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]AMPA im Areal S1Tr
Tabelle 42: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]Muscimol im Areal S1Tr
Tabelle 43: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-801 im Areal S1Bf
Tabelle 44: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]AMPA im Areal S1Bf
Tabelle 45: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]Muscimol im Areal S1Bf
Tabelle 46: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]MK-801 im Areal S2
Tabelle 47: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]AMPA im Areal S2
Tabelle 48: Spezifische Ligandenbindungsdichte von [3H]Muscimol im Areal S2
Tabelle 49: Optische Dichte von MAP2 im Hippocampus
Tabelle 50: Optische Dichte von Synaptobrevin im Hippocampus
Tabelle 51: Optische Dichte von Synaptophysin im Hippocampus



Tabelle	1:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M	 SEM	 M	 SEM	 p-Wert
21,8 0,60 20,7 0,69 0,2341

Tabelle	2:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M	 SEM	 M	 SEM	 p-Wert
15,2 0,54 14,9 0,62 0,6551

Tabelle	3:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M	[µm] SEM	[µm] M	[µm] SEM	[µm] p-Wert
203,22 10,10 215,31 11,61 0,1049

Tabelle	4:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M	 SEM	 M	 SEM	 p-Wert
6,0 0,17 5,4 0,19 0,0169	*

Tabelle	5:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	[µm] SEM	[µm] Ordnungsgrad M	[µm] SEM	[µm] p-Wert

1 18,62 1,02 1 20,04 1,19 0,5135
2 27,78 1,22 2 26,92 1,40 0,6159
3 33,60 1,43 3 35,54 1,64 0,5936
4 32,90 1,52 4 36,98 1,79 0,0858
5 36,06 1,96 5 34,78 2,20 0,9641
6 36,35 3,97 6 36,24 4,21 0,9024
7 21,63 6,92 7 29,97 6,92 0,9015
≥	8 23,75 4,92 ≥	8 29,97 6,16 0,9298

Verzweigungsstruktur	der	MSN:	mittlere	Anzahl	der	Endungen;	Darstellung	
als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	
ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	MSN:	mittlere	Dendritenlänge	in	µm;	Darstellung	
als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	
ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	MSN:	mittlere	Anzahl	der	Knotenpunkte;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	
und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	MSN:	mittlere	Dendritenlänge/Ordnung;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	
Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	MSN:	mittlere	Anzahl	an	Dendriten;	Darstellung	
als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	
ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



Tabelle	6:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	 SEM Ordnungsgrad M	 SEM p-Wert

1 6,0 0,17 1 5,5 0,20 0,0380	*
2 9,0 0,26 2 7,8 0,30 0,0126	*
3 10,1 0,38 3 9,8 0,44 0,6451
4 7,0 0,43 4 7,7 0,50 0,1972
5 4,6 0,34 5 4,7 0,38 0,7919
6 3,2 0,27 6 3,3 0,28 0,6850
7 2,6 0,45 7 2,3 0,45 1,0000
≥	8 2,5 0,34 ≥	8 2,3 0,42 0,9298

Tabelle	7:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M SEM	 M SEM	 p-Wert
24,1 1,60 24,3 2,07 0,4266

Tabelle	8:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M SEM	 M SEM	 p-Wert
21,9 1,51 22,4 1,96 0,3715

Tabelle	9:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M	[µm] SEM	[µm] M	[µm] SEM	[µm] p-Wert
1581,37 101,77 1483,06 131,85 0,9520

Tabelle	10:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	[µm] SEM	[µm] Ordnungsgrad M	[µm] SEM	[µm] p-Wert

1 23,33 3,04 1 22,19 2,85 0,7926
2 25,31 2,78 2 22,80 2,53 0,7716
3 34,04 3,28 3 29,35 2,78 0,6415
4 29,52 2,47 4 31,35 2,16 0,3109
5 31,86 2,31 5 31,03 2,76 0,9334
6 30,53 2,41 6 32,19 3,24 0,8020
7 32,24 2,51 7 29,39 3,01 0,3728

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Dendritenlänge/Ordnung;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	
(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	
Dendritenlänge	in	µm;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)		mit	Standardfehler	
des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	
der	Knotenpunkte;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)		mit	Standardfehler	des	
Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	
der	Endungen;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	
Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	MSN:	mittlere	Anzahl	der	Dendriten/Ordnung;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	
mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



8 35,02 2,53 8 31,29 2,89 0,3521
9 33,44 2,04 9 35,01 3,25 0,6668
10 34,58 2,32 10 27,18 3,33 0,0151*
11 34,86 2,65 11 33,55 3,05 0,7479
12 35,15 3,13 12 31,50 3,45 0,3580
13 39,34 4,25 13 31,25 4,49 0,1824
14 37,41 2,77 14 34,67 4,38 0,2203
15 36,77 3,55 15 30,66 2,79 0,3030
16 32,26 4,89 16 31,86 3,16 0,9481
17 36,93 6,95 17 36,50 4,51 0,8874
18 34,21 4,58 18 39,26 7,11 0,5511
	≥	19 44,05 4,02 	≥	19 31,75 4,36 0,0615

Tabelle	11:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M SEM	 Ordnungsgrad M SEM	 p-Wert

1 1,0 0,00 1 1,0 0,00 -
2 2,1 0,05 2 2,0 0,00 0,0331
3 3,1 0,15 3 3,1 0,18 0,9706
4 3,8 0,23 4 3,6 0,27 0,6695
5 4,1 0,33 5 3,7 0,32 0,4861
6 4,2 0,30 6 3,6 0,31 0,3293
7 4,2 0,32 7 4,0 0,37 0,9619
8 4,0 0,32 8 4,0 0,35 0,7125
9 3,8 0,37 9 3,6 0,39 0,8631
10 3,8 0,37 10 3,6 0,28 0,8817
11 3,5 0,39 11 3,7 0,35 0,3750
12 3,7 0,40 12 3,4 0,24 0,7619
13 3,4 0,46 13 2,8 0,24 0,5634
14 3,1 0,46 14 2,7 0,27 0,6879
15 2,9 0,58 15 2,6 0,23 0,8396
16 2,9 0,48 16 2,6 0,25 0,9813
17 3,0 0,67 17 2,3 0,22 0,7125
18 2,4 0,26 18 2,3 0,29 0,6126
	≥	19 2,8 0,22 	≥	19 2,0 0,00 0,0171*

Tabelle	12:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M SEM	 M SEM	 p-Wert
18,8 1,19 18,9 1,54 0,8092

Tabelle	13:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M SEM	 M SEM	 p-Wert
13,9 0,98 13,3 1,27 0,7419

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	
an	Knotenpunkten;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	
Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	
der	Endungen;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	
Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Dendritenlanzahl/Ordnung;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	
(*	p	>	0,05).



Tabelle	14:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M	[µm] SEM	[µm] M	[µm] SEM	[µm] p-Wert
251,15 17,51 168,94 22,68 0,0062*

Tabelle	15:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2-/-)
M SEM	 M SEM	 p-Wert
4,2 0,28 5,2 0,36 0,0174*

Tabelle	16:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	[µm] SEM	[µm] Ordnungsgrad M	[µm] SEM	[µm] p-Wert

1 17,05 1,28 1 18,57 1,49 0,5360
2 22,78 1,71 2 21,86 1,54 0,9084
3 31,74 2,03 3 28,74 1,98 0,4688
4 33,00 2,13 4 27,18 2,12 0,0771
5 35,28 2,66 5 30,45 3,15 0,4247
6 32,14 4,16 6 22,20 4,12 0,1271
≥	7 33,10 2,66 ≥	7 34,45 8,52 0,9563

Tabelle	17:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M SEM Ordnungsgrad M SEM p-Wert

1 4,2 0,29 1 5,2 0,35 0,0174*
2 6,6 0,43 2 7,8 0,60 0,0359*
3 8,5 0,53 3 7,8 0,66 0,3717
4 8,1 0,62 4 7,1 0,79 0,1565
5 5,5 0,60 5 4,9 0,63 0,6927
6 3,5 0,50 6 3,0 0,61 0,4080
≥	7 2,5 0,24 ≥	7 2,0 0,00 0,5487

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Dendritenanzahl/Ordnung;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	
(*	p	>	0,05).

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Dendritenlänge/Ordnung;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	
(*	p	>	0,05).	

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	
Dendritenanzahl;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	
Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05)	.

Verzweigungsstruktur	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	
Dendritenlänge	in	µm;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	
des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



Tabelle	18:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	[1/µm] SEM	[1/µm] Ordnungsgrad M	[1/µm] SEM	[1/µm] p-Wert

3 1,24 0,03 3 1,47 0,04 < 0,0001*
4 1,22 0,03 4 1,42 0,04 < 0,0001*

Tabelle	19:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	[1/µm] SEM	[1/µm] Ordnungsgrad M	[1/µm] SEM	[1/µm] p-Wert

3 0,96 0,04 3 1,01 0,06 0,5007
4 0,99 0,05 4 1,10 0,06 0,1154

Tabelle	20:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ordnungsgrad M	[1/µm] SEM	[1/µm] Ordnungsgrad M	[1/µm] SEM	[1/µm] p-Wert

3 0,88 0,05 3 1,00 0,06 0,0326*
4 0,95 0,05 4 1,10 0,06 0,0242*

Tabelle	21:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

10 0,05 0,03 10 0,05 0,03 0,7502
20 0,71 0,10 20 0,49 0,11 0,0790
30 1,73 0,15 30 1,08 0,17 0,4020
40 2,74 0,22 40 2,38 0,25 0,1945
50 3,14 0,23 50 2,77 0,26 0,4353
60 3,19 0,24 60 3,12 0,27 0,8312
70 2,80 0,22 70 2,85 0,25 0,9954
80 2,22 0,18 80 2,37 0,20 0,6191
90 1,91 0,19 90 1,98 0,21 0,5620
100 1,45 0,15 100 1,41 0,18 0,6844
110 1,15 0,17 110 1,56 0,20 0,1424
120 1,00 0,13 120 0,72 0,15 0,2654
130 0,88 0,20 130 0,78 0,22 0,6517
140 1,04 0,19 140 0,88 0,19 0,2425
≥150	 0,75 0,19 ≥150	 0,83 0,16 0,9633

Tabelle	22:
Sholl-Analyse	der	MSN:	mittlere	Anzahl	an	Knotenpunkten;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	
Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	MSN:	mittlere	Anzahl	an	Endungen;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	
des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Dichte	dendritischer	Spines	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	Dendriten	3.	und	4.	Ordnung;	Darstellung	
als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Dichte	dendritischer	Spines	CA1-Neurone,		apikaler	Abschnitt:	Dendriten	3.	und	4.	Ordnung;	Darstellung	
als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Dichte	dendritischer	Spines	MSN:	Dendriten	3.	und	4.	Ordnung;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	
Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

10 0,47 0,07 10 0,26 0,08 0,1159
20 3,98 0,20 20 3,85 0,23 0,5141
30 4,42 0,24 30 4,05 0,28 0,1801
40 2,73 0,20 40 2,91 0,23 0,4277
50 1,60 0,16 50 1,88 0,18 0,3881
60 0,93 0,10 60 0,83 0,12 0,9041
70 0,47 0,08 70 0,58 0,09 0,5742
80 0,33 0,06 80 0,33 0,07 0,2323
90 0,08 0,04 90 0,08 0,04 0,9584
100 0,08 0,04 100 0,08 0,04 0,5006
110 0,06 0,02 110 0,00 0,03 0,4640
120 0,00 0,02 120 0,06 0,03 0,1077
130 0,00 0,00 130 0,00 0,00 -
140 0,00 0,03 140 0,00 0,03 0,3173
≥150	 0,00 0,00 ≥150	 0,00 0,00 -

Tabelle	23:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M	[µm] SEM	[µm] Radius	[µm] M	[µm] SEM	[µm] p-Wert

10 13,87 0,87 10 11,06 1,00 0,0739
20 111,67 3,47 20 98,04 3,99 0,0128*
30 174,14 5,52 30 158,47 6,35 0,0645
40 190,82 6,31 40 183,82 7,26 0,5315
50 170,27 6,90 50 177,40 7,93 0,2944
60 139,82 6,86 60 144,08 7,89 0,4614
70 107,89 6,67 70 115,61 7,63 0,3260
80 80,58 6,24 80 81,93 7,05 0,9123
90 57,32 5,37 90 59,03 6,05 0,9417
100 37,36 4,32 100 44,66 5,16 0,2059
110 32,12 3,99 110 33,78 4,61 0,4258
120 25,04 3,33 120 27,42 3,76 0,4189
130 19,48 3,03 130 25,10 3,29 0,1881
140 17,25 3,20 140 16,24 3,20 0,5430
≥150	 12,39 2,32 ≥150	 11,63 1,92 0,4099

Tabelle	24:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

10 5,07 0,17 10 4,31 0,20 0,0065*
20 10,36 0,31 20 9,45 0,36 0,0460*
30 13,21 0,41 30 12,89 0,47 0,6137
40 13,28 0,46 40 13,42 0,53 0,6646
50 11,62 0,48 50 12,22 0,56 0,2272
60 9,28 0,51 60 9,94 0,59 0,3199
70 7,12 0,49 70 7,58 0,56 0,4710
80 5,33 0,47 80 5,48 0,53 0,8339
90 3,64 0,37 90 3,65 0,42 0,6718
100 2,43 0,31 100 2,98 0,37 0,2116
110 1,95 0,26 110 1,95 0,30 0,5047
120 1,46 0,24 120 1,83 0,28 0,3476
130 1,28 0,22 130 1,67 0,24 0,1552
140 0,63 0,22 140 1,00 0,22 0,1874

Sholl-Analyse	der	MSN:	mittlere	Anzahl	an	Schnittpunkten	mit	den	Shollsphären;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	MSN:	mittlere	Dendritenlänge	in	µm;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	
Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



≥150	 0,60 0,21 ≥150	 0,72 0,17 0,9639

Tabelle	25:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

20 0,04 0,03 20 0,04 0,04 0,8845
40 0,77 0,16 40 0,57 0,17 0,3489
60 1,89 0,30 60 1,57 0,27 0,6617
80 2,91 0,32 80 2,96 0,33 0,7264
100 2,81 0,37 100 2,89 0,36 0,5234
120 3,17 0,41 120 3,17 0,51 0,9823
140 2,68 0,25 140 2,54 0,46 0,3526
160 2,16 0,33 160 2,29 0,30 0,3088
180 1,80 0,25 180 1,96 0,30 0,5560
200 1,70 0,24 200 1,61 0,27 0,9074
220 1,68 0,25 220 1,88 0,31 0,5394
240 1,29 0,20 240 1,08 0,22 0,5461
260 0,81 0,15 260 1,15 0,22 0,2468
280 0,81 0,19 280 1,18 0,26 0,1797
300 0,65 0,21 300 0,44 0,18 0,8100
320 0,94 0,20 320 0,56 0,24 0,2483
340 1,25 0,30 340 0,86 0,26 0,5358
≥	360 0,73 0,19 ≥	360 0,83 0,17 0,7325

Tabelle	26:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

20 0,36 0,09 20 0,36 0,11 0,8596
40 2,66 0,42 40 2,29 0,32 0,7983
60 4,00 0,57 60 3,54 0,41 0,7182
80 3,53 0,33 80 3,71 0,44 0,7379
100 2,43 0,27 100 2,71 0,36 0,4213
120 1,91 0,22 120 2,50 0,35 0,1730
140 1,89 0,24 140 2,00 0,26 0,4788
160 1,69 0,20 160 1,54 0,21 0,8881
180 1,11 0,16 180 1,11 0,20 0,9087
200 0,53 0,13 200 0,75 0,13 0,0963
220 0,66 0,16 220 0,88 0,17 0,1340
240 0,66 0,14 240 0,46 0,12 0,4709
260 0,41 0,11 260 0,25 0,12 0,2907
280 0,42 0,16 280 0,36 0,20 0,9660
300 0,35 0,15 300 0,56 0,24 0,3542
320 0,59 0,17 320 0,11 0,11 0,0667
340 0,08 0,08 340 0,43 0,20 0,2614

Tabelle	27:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M	[µm] SEM	[µm] Radius	[µm] M	[µm] SEM	[µm] p-Wert

20 17,68 1,34 20 13,54 1,24 0,0131*
40 93,46 13,41 40 82,31 9,36 0,8954

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Dendritenlänge;	Darstellung	als	Mittelwerte	
(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	an	Knotenpunkten;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	an	Endungen;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



60 181,50 21,31 60 153,23 14,66 0,6455
80 224,08 21,16 80 213,03 18,79 0,9128
100 195,59 18,45 100 193,63 21,31 0,9651
120 169,97 14,88 120 165,26 20,71 0,5616
140 150,29 12,52 140 151,84 15,67 0,6376
160 134,29 13,24 160 129,22 11,16 0,6097
180 110,83 11,21 180 112,28 11,14 0,6482
200 91,78 9,32 200 81,96 9,20 0,6633
220 70,95 8,16 220 67,27 5,35 0,5034
240 58,07 5,97 240 47,53 5,72 0,2941
260 49,15 5,75 260 36,87 6,71 0,1640
280 44,36 7,17 280 51,25 12,08 0,3352
300 44,91 8,76 300 48,20 7,66 0,2996
320 49,25 9,25 320 29,04 6,92 0,1548
340 35,63 10,13 340 26,84 6,97 0,9018
≥	360 27,72 5,02 ≥	360 25,88 5,97 0,5249

Tabelle	28:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

20 1,74 0,19 20 1,32 0,09 0,4156
40 4,55 0,67 40 3,89 0,43 0,9779
60 7,04 0,70 60 6,29 0,47 0,8127
80 8,17 0,75 80 7,43 0,72 0,7920
100 7,13 0,59 100 7,13 0,85 0,6839
120 5,89 0,45 120 6,11 0,72 0,9737
140 5,32 0,46 140 5,36 0,50 0,9578
160 4,49 0,42 160 4,82 0,43 0,3306
180 4,05 0,41 180 3,82 0,42 0,9116
200 3,07 0,33 200 2,89 0,34 0,9377
220 2,29 0,26 220 2,12 0,24 0,8079
240 1,66 0,19 240 1,58 0,24 0,8574
260 1,44 0,20 260 1,10 0,28 0,2256
280 1,31 0,23 280 1,18 0,26 0,9856
300 1,40 0,28 300 1,56 0,24 0,3715
320 1,59 0,31 320 0,89 0,20 0,1825
340 0,67 0,28 340 0,67 0,36 0,9671
≥	360 0,55 0,16 ≥	360 0,55 0,22 0,9612

Tabelle	29:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

20 0,60 0,13 10 0,75 0,17 0,3540
40 3,00 0,32 20 3,86 0,41 0,1721
60 5,00 0,44 30 5,54 0,57 0,3369
80 4,61 0,56 40 4,63 0,71 0,7110
100 3,35 0,48 50 3,72 0,69 0,4244
120 3,07 0,38 60 2,54 0,58 0,5598
≥	140 1,49 0,23 70 2,38 0,55 0,1446

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	an	Endungen;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	apikaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	an	Schnittpunkten	mit	den	
Shollsphären;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	
ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



Tabelle	30:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

20 3,66 0,29 10 3,79 0,38 0,6210
40 6,26 0,50 20 6,96 0,65 0,3459
60 2,70 0,32 30 1,82 0,42 0,0963
80 0,77 0,21 40 0,63 0,27 0,7942
100 0,27 0,09 50 0,17 0,13 0,6419
120 0,40 0,13 60 0,00 0,20 0,0422*
≥	140 0,11 0,04 70 0,00 0,10 0,3377

Tabelle	31:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M	[µm] SEM	[µm] Radius	[µm] M	[µm] SEM	[µm] p-Wert

20 91,92 5,13 10 98,24 6,65 0,3136
40 265,47 16,38 20 283,07 21,22 0,4971
60 262,86 22,66 30 237,57 29,36 0,5505
80 181,33 21,04 40 142,06 26,85 0,1325
100 123,69 17,42 50 98,23 24,98 0,3892
120 79,38 12,73 60 59,27 19,34 0,4199
≥	140 35,13 4,67 70 21,04 11,32 0,2326

Tabelle	32:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Radius	[µm] M SEM Radius	[µm] M SEM p-Wert

20 8,02 0,55 10 8,75 0,52 0,0930
40 11,45 0,86 20 11,71 0,91 0,6486
60 9,11 0,98 30 8,14 1,27 0,4825
80 5,70 0,86 40 4,30 1,00 0,1662
100 3,76 0,58 50 2,89 0,78 0,3319
120 1,90 0,40 60 1,46 0,63 0,4500
≥	140 0,87 0,17 70 0,13 0,13 0,0265*

Tabelle	33:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Region M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Region M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
CA1	OR 51.925,74 2.184,37 CA1	OR 56.253,75 1.406,36 4.328,00 8,34 2,7 0,4481
CA1	RAD 58.739,63 2.702,22 CA1	RAD 65.089,75 1.772,08 6.350,10 12,23 3,01 0,0351*
CA1	PYR 29.396,37 1.941,11 CA1	PYR 31.318,85 1.334,06 1.922,50 3,70 4,53 0,2857
CA3	OR 32.668,05 1.224,86 CA3	OR 32.901,10 876,33 233,00 0,45 2,68 0,8661
CA3	RAD 33.915,89 1.525,84 CA3	RAD 37.563,50 796,20 3.647,60 7,02 2,34 0,0815
CA3	PYR 12.654,37 530,75 CA3	PYR 13.493,10 459,24 838,70 1,62 3,62 0,2382

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]MK-801	in	nCi/g	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	
Schichtaufteilung;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	
Knockout	(Δ)	und	berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	
des	ermittelten	p-Wertes	(OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	PYR:	Stratum	pyramidale;	MOL:	Stratum	moleculare;	GR:	Stratum	
granulosum;	*	p	<	0,05).

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	an	Knotenpunkten;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Dendritenlänge	in	µm;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).

Sholl-Analyse	der	CA1-Neurone,	basaler	Abschnitt:	mittlere	Anzahl	an	Schnittpunkten	mit	den	
Shollsphären;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM)	und	des	
ermittelten	p-Wertes	(*	p	>	0,05).



DG	MOL 48.480,29 710,85 DG	MOL 51.868,46 1.517,86 3.388,20 6,53 3,13 0,0482*
DG	GR 15.170,18 543,09 DG	GR 15.046,96 552,68 -123,20 -0,24 3,64 0,8743

Tabelle	34:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Region M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Region M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
CA1	OR 86.938,06 4.212,94 CA1	OR 91.867,16 3.966,85 4.929,10 5,67 4,56 0,4002
CA1	RAD 100.648,41 7.240,69 CA1	RAD 109.487,84 6.426,43 8.839,40 10,17 6,39 0,3031
CA1	PYR 102.303,76 6.742,14 CA1	PYR 113.611,89 6.773,48 11.308,10 13,01 6,20 0,1095
CA3	OR 81.284,25 3.673,78 CA3	OR 82.938,42 3.826,87 1.654,20 1,90 4,71 0,7568
CA3	RAD 71.521,35 5.049,42 CA3	RAD 77.732,32 4.660,99 6.211,00 7,14 6,52 0,3732
CA3	PYR 62.482,35 4.776,09 CA3	PYR 71.308,05 4.422,84 8.825,70 10,15 7,08 0,1845
DG	MOL 95.935,76 4.297,27 DG	MOL 99.660,63 4.485,95 3.724,90 4,28 4,68 0,6945
DG	GR 51.675,71 3.570,48 DG	GR 49.391,84 3.896,97 -2.283,90 -2,63 7,54 0,6675

Tabelle	35:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Region M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Region M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
CA1	OR 23.449,42 1.096,24 CA1	OR 27.093,94 1.255,41 3.644,50 15,54 5,35 0,0350*
CA1	RAD 24.485,74 1.188,89 CA1	RAD 27.378,18 609,67 2.892,40 12,33 2,48 0,0442*
CA1	PYR 23.607,84 1.095,38 CA1	PYR 27.200,88 800,35 3.593,00 15,32 3,39 0,0061*
CA3	OR 12.756,60 663,84 CA3	OR 13.178,12 318,75 421,50 1,80 2,49 0,4106
CA3	RAD 14.356,90 808,58 CA3	RAD 15.324,35 680,60 967,50 4,13 4,74 0,3760
CA3	PYR 8.334,85 620,76 CA3	PYR 8.601,47 243,81 266,60 1,14 2,92 0,2346
DG	MOL 32.224,45 1.251,76 DG	MOL 33.633,40 656,62 1.409,00 6,01 2,03 0,3252
DG	GR 14.300,55 620,14 DG	GR 13.098,30 535,03 -1.202,30 -5,13 3,74 0,1504

Tabelle	36:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Ligand M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Ligand M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
[3H]MK-801 12.488,3 405,01 [3H]MK-801 12.753,2 277,49 264,90 2,12 2,22 0,5925
[3H]AMPA 46.938,2 2.259,65 [3H]AMPA 46.003,0 1.217,81 -935,20 -1,99 2,59 0,6707
[3H]Muscimol 18.142,0 405,29 [3H]Muscimol 17.735,2 406,98 -406,80 -2,24 2,24 0,9813

Tabelle	37:

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichten	von	[3H]MK-801,	[3H]AMPA	und	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Caudoputamen;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	berechneter	
prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte		(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-Wertes		(*	p	<	
0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]AMPA	in	nCi/g	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	
Schichtaufteilung;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	
Knockout	(Δ)	und	berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	
des	ermittelten	p-Wertes	(OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	PYR:	Stratum	pyramidale;	MOL:	Stratum	moleculare;	GR:	Stratum	
granulosum;	*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	
Schichtaufteilung;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	
Knockout	(Δ)	und	berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	
des	ermittelten	p-Wertes	(OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	PYR:	Stratum	pyramidale;	MOL:	Stratum	moleculare;	GR:	Stratum	
granulosum;	*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]MK-801	in	nCi/g	im	Areal	M1	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	
VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])		des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).



Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 22.675,50 790,06 I 29.084,56 1.317,28 6.409,10 28,26 5,80 0,0007*
II/III 25.227,67 876,68 II/III 28.071,06 719,85 2.843,40 12,54 2,85 0,0197*
IV 21.926,40 1.162,66 IV 24.056,69 770,90 2.130,30 9,39 3,51 0,3230
V 18.836,00 743,73 V 20.619,94 674,31 1.783,90 7,87 3,57 0,0854
VI 12.835,07 733,14 VI 13.972,25 598,28 1.137,20 5,02 4,66 0,2366

Tabelle	38:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 58.659,36 6.895,03 I 70.118,73 6.637,31 11.459,40 19,54 11,31 0,1832
II/III 54.648,80 4.571,81 II/III 61.061,00 4.930,29 6.412,20 10,93 9,02 0,3489
IV 49.569,27 3.912,69 IV 50.627,62 2.883,79 1.058,30 1,80 5,81 0,8338
V 41.104,00 2.838,56 V 47.904,00 2.800,43 6.800,00 11,59 6,81 0,1021
VI 32.800,27 1.810,46 VI 38.382,31 1.469,38 5.582,00 9,52 4,79 0,0269*

Tabelle	39:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 29.807,00 2.249,93 I 30.439,47 1.785,34 632,50 2,12 5,89 0,8249
II/III 37.534,06 1.598,31 II/III 40.012,21 1.628,17 2.478,20 8,31 4,33 0,2871
IV 30.197,63 1.392,11 IV 36.000,68 1.508,42 5.803,10 19,47 4,99 0,0088*
V 25.212,25 1.197,03 V 27.472,21 955,70 2.260,00 7,58 3,79 0,1448
VI 15.376,19 673,78 VI 15.679,32 843,31 303,10 1,02 5,48 0,8685

Tabelle	40:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 23.352,75 2.061,93 I 23.760,30 1.715,50 407,50 1,75 7,34 0,2829
II/III 29.614,08 2.754,89 II/III 27.103,18 960,02 -2.510,90 -10,75 3,24 0,8201
IV 25.962,46 2.182,79 IV 25.139,73 983,71 -822,70 -3,52 3,78 0,9547
V 25.233,77 1.664,62 V 22.477,18 1.118,77 -2.756,60 -11,80 4,43 0,1500
VI 19.875,31 1.175,05 VI 17.420,45 930,39 -2.452,90 -10,51 4,68 0,1191

Tabelle	41:

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]MK-801	in	nCi/g	im	Areal	S1	Tr	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	
V,	VI	;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])		des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]AMPA	in	nCi/g	im	Areal	S1	Tr	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	
VI	;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]AMPA	in	nCi/g	im	Areal	M1	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	
VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Areal	M1	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	
V,	VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).



Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 49.578,50 6.661,65 I 37.839,78 5.503,71 -11.738,70 -23,68 11,10 0,1977
II/III 57.690,00 5.046,70 II/III 65.882,89 6.351,36 8.192,90 16,53 11,00 0,3195
IV 49.979,36 5.097,31 IV 55.176,78 4.821,26 5.197,40 10,48 9,64 0,4755
V 45.173,91 3.282,56 V 54.084,78 4.320,21 8.910,90 17,97 9,56 0,1117
VI 34.830,30 2.496,91 VI 40.710,89 3.808,11 5.880,60 11,86 10,90 0,2053

Tabelle	42:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 21.686,43 3.210,67 I 28.219,14 1.996,97 6.532,70 30,12 9,20 0,1097
II/III 27.853,13 2.337,71 II/III 33.883,00 1.397,78 6.029,90 27,80 5,01 0,0281*
IV 24.002,63 1.737,72 IV 33.430,25 2.275,52 9.427,60 43,47 9,48 0,0053*
V 23.733,50 1.450,98 V 27.863,13 1.143,22 4.129,60 19,04 4,81 0,0379*
VI 17.804,50 1.376,66 VI 19.575,75 1.641,04 1.771,30 8,17 9,21 0,4222

Tabelle	43:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 26.527,47 1.947,16 I 23.441,50 940,13 -3.086,00 -11,63 3,54 0,3118
II/III 27.314,26 3.006,11 II/III 25.045,40 614,05 -2.268,90 -8,55 2,24 0,0918
IV 25.474,00 2.166,36 IV 22.386,05 743,03 -3.088,00 -11,64 2,91 0,1032
V 19.626,11 1.644,55 V 19.051,90 442,21 -574,20 -2,16 2,25 0,3254
VI 16.444,79 1.119,14 VI 15.386,25 490,51 -1.058,50 -3,99 2,98 0,9552

Tabelle	44:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 58.788,00 3.395,41 I 57.022,76 3.566,11 -1.765,20 -3,00 6,06 0,7228
II/III 47.860,38 3.169,01 II/III 58.262,22 3.300,39 10.401,80 17,69 6,89 0,0293*
IV 37.188,24 1.934,67 IV 38.918,61 1.759,33 1.730,40 2,94 4,73 0,5179
V 38.489,05 2.244,85 V 44.818,39 2.163,73 6.329,30 10,77 5,62 0,0516
VI 35.033,67 1.874,74 VI 38.723,22 1.682,19 3.689,60 6,28 4,80 0,1572

Tabelle	45:

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Areal	S1	Bf	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	
V,	VI	;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Areal	S1	Tr	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	
V,	VI		;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]MK-801	in	nCi/g	im	Areal	S1	Bf	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	
V,	VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]AMPA	in	nCi/g	im	Areal	S1	Bf	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	
VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).



Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 29.882,10 1.404,47 I 31.877,84 1.586,84 1.995,70 6,68 5,31 0,3512
II/III 40.923,40 1.588,25 II/III 43.000,63 1.341,68 2.077,20 6,95 3,27 0,3266
IV 32.522,30 1.659,54 IV 35.496,11 1.709,07 2.973,80 9,95 5,25 0,2197
V 24.940,75 884,49 V 25.423,45 850,03 482,70 1,62 3,40 0,6962
VI 18.235,35 788,19 VI 19.062,05 620,38 826,70 2,77 3,40 0,4183

Tabelle	46:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 23.790,42 2.275,50 I 23.560,55 1.264,44 -229,90 -0,97 5,31 0,3269
II/III 27.929,37 2.754,37 II/III 26.784,82 841,99 -1.144,60 -4,81 3,01 0,0530
IV 27.624,26 2.718,60 IV 25.020,91 580,74 -2.603,40 -10,94 2,10 0,7737
V 21.626,74 1.482,83 V 19.736,36 797,20 -1.890,40 -7,95 3,68 0,8343
VI 17.072,32 962,15 VI 15.493,45 722,25 -1.578,90 -6,64 4,23 0,1902

Tabelle	47:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 57.796,94 4.421,72 I 54.307,95 2.949,66 -3.489,00 -6,04 5,10 0,5051
II/III 57.016,28 4.026,44 II/III 66.668,00 3.850,76 9.651,70 16,70 6,75 0,0923
IV 42.329,61 2.438,15 IV 51.850,62 2.567,54 9.521,00 16,47 6,06 0,0122*
V 44.555,56 2.897,25 V 53.363,19 2.609,86 8.807,60 15,24 5,85 0,0296*
VI 39.116,06 2.067,52 VI 45.033,43 1.850,44 5.917,40 10,24 4,73 0,0392*

Tabelle	48:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Schicht M	[nCi/g] SEM	[nCi/g] Δ	[nCi/g] Δ	[%] SEM	[%] p-Wert

I 29.784,95 1.761,06 I 33.149,63 1.462,82 3.364,70 11,30 4,91 0,1503
II/III 41.757,75 1.082,81 II/III 44.263,05 969,24 2.505,30 8,41 2,32 0,0942
IV 36.082,00 1.587,73 IV 38.825,37 1.806,53 2.743,40 9,21 5,00 0,2601
V 27.078,75 909,91 V 28.688,11 642,08 1.609,40 5,40 2,37 0,1607
VI 18.913,50 539,19 VI 20.776,47 877,31 1.863,00 6,25 4,63 0,0753

Tabelle	49:

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Areal	S1	Bf	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	
V,	VI	;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]MK-801	in	nCi/g	im	Areal	S2	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	
VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]AMPA	in	nCi/g	im	Areal	S2	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	VI;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	spezifischen	Ligandenbindungsdichte	von	[3H]Muscimol	in	nCi/g	im	Areal	S2	mit	Schichtaufteilung	in	I,	II/III	(zusammengefasst),	IV,	V,	
VI;	Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	Ligandenbindungsdichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-
Wertes	(*	p	<	0,05).

Darstellung	der	optischen	Dichte	von	MAP2	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	Schichtaufteilung;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	berechneter	
prozentualer	Abweichung	der	optischen	Dichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-Wertes	(Darstellung	
nur	der	dendritischen	Schichten:	OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	MOL:	Stratum	moleculare;	*	p	<	0,05).



Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Region M SEM	 Region M SEM	 Δ	 Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
CA1	OR 0,4159 0,0324 CA1	OR 0,4996 0,0274 0,0837 19,53 6,59 0,0680
CA1	RAD 0,4764 0,0321 CA1	RAD 0,5744 0,0226 0,0981 22,89 4,75 0,0258*
CA3	OR 0,4882 0,0321 CA3	OR 0,5174 0,0376 0,0292 6,81 7,70 0,5610
CA3	RAD 0,5551 0,0371 CA3	RAD 0,5911 0,0372 0,0360 8,41 6,70 0,5030
DG	MOL 0,4856 0,0361 DG	MOL 0,5419 0,0276 0,0563 13,15 5,67 0,0535

Tabelle	50:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Region M SEM	 Region M SEM	 Δ	 Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
CA1	OR 0,1451 0,0116 CA1	OR 0,1771 0,0100 0,0320 22,05 6,90 0,0515
CA1	RAD 0,1323 0,0105 CA1	RAD 0,1635 0,0100 0,0313 21,56 7,55 0,0451*
CA3	OR 0,1797 0,0210 CA3	OR 0,2163 0,0170 0,0366 25,21 9,48 0,1935
CA3	RAD 0,1261 0,0192 CA3	RAD 0,1559 0,0163 0,0298 20,51 12,90 0,2523
DG	MOL 0,0969 0,0098 DG	MOL 0,1370 0,0128 0,0401 27,64 13,20 0,0228*

Tabelle	51:

Wildtyp	(NECAB2+/+) Knockout	(NECAB2	-/-)
Region M SEM	 Region M SEM	 Δ	 Δ	[%] SEM	[%] p-Wert
CA1	OR 0,4284 0,0272 CA1	OR 0,5126 0,0215 0,0843 19,67 5,01 0,0257*
CA1	RAD 0,4277 0,0261 CA1	RAD 0,5196 0,0253 0,0919 21,44 5,90 0,0217*
CA3	OR 0,4880 0,0321 CA3	OR 0,5577 0,0314 0,0696 16,26 6,43 0,1385
CA3	RAD 0,4112 0,0303 CA3	RAD 0,4745 0,0332 0,0633 14,77 8,07 0,1766
DG	MOL 0,2896 0,0191 DG	MOL 0,4019 0,0336 0,1123 26,21 11,59 0,0094*

Darstellung	der	optischen	Dichte	von	MAP2	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	Schichtaufteilung;	Darstellung	als	
Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	berechneter	
prozentualer	Abweichung	der	optischen	Dichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-Wertes	(Darstellung	
nur	der	dendritischen	Schichten:	OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	MOL:	Stratum	moleculare;	*	p	<	0,05).

Darstellung	der	optischen	Dichte	von	Synaptobrevin	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	Schichtaufteilung;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	optischen	Dichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])	des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-Wertes	
(Darstellung	nur	der	dendritischen	Schichten;	OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	MOL:	Stratum	moleculare;	*	p	<	0,05).

Darstellung	der	optischen	Dichte	von	Synaptophysin	im	Hippocampus	mit	den	Regionen	CA1,	CA3	und	DG	mit	jeweiliger	Schichtaufteilung;	
Darstellung	als	Mittelwerte	(M)	mit	Standardfehler	des	Mittelwertes	(SEM),		berechneter	Differenz	zwischen	Wildtyp	und	Knockout	(Δ)	und	
berechneter	prozentualer	Abweichung	der	optischen	Dichte	(Δ	[%])	und	des	SEM	([%])		des	Knockouts	vom	Wildtyp	sowie	des	ermittelten	p-Wertes	
(Darstellung	nur	der	dendritischen	Schichten;	OR:	Stratum	oriens;	RAD:	Stratum	radiatum;	MOL:	Stratum	moleculare;	*	p	<	0,05).
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