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ABKÜRZUNGEN 

°C Grad Celsius 

A Adenin-Nukleotid/Ampere 

as antisense 

Abp1 actin binding protein 1 

AMPA amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid 

ANOVA analysis of variance 

ATG Adenin-Thymin-Guanin-Startcodon 

et al.  et alia 

bp Basenpaare 

β-Pix PAAK-interactive exchange factor 

BSA bovine serum albumine 

bzw.  beziehungsweise 

C Cytosin-Nukleotid 

ca.  circa 

C57BL/6J C57 Black 6/J 

CA1 cortical area 1 

CamKinaseII Ca2+/calmodulin-dependant proteinkinase II 

cm Zentimeter 

CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin 

DNA deoxyribonucleic acid 

d donkey 

dB Dezibel 

ECL enhanced chemiluminiscence 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

F Fmr1(-/y)Shank1(+/+)-Mäuse aus Verpaarung FB x S 

F-Aktin filamentöses Aktin 

FB Fmr1(-/y)Shank1(+/+)-Mäuse der Linie B6.129P2 

FMR1 humanes Fragile X Mental Retardation-Gen 1  

Fmr1 murines Fragile X Mental Retardation-Gen 1  

FMRP Fragile X Mental Retardation Protein 

FS Fmr1(-/y)Shank1(+/-)-Mäuse aus Verpaarung FB x S 

FVB friend virus B-type 

fwd forward 
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FXS Fragiles X-Syndrom 

g Erdbeschleunigung/Gramm/goat 

G Guanin-Nukleotid 

gp guinea pig 

gp1 mGluR group 1 metabotropic glutamate receptor 

h Stunde  

I Isoleucin 

HBSS Hanks´ balanced salt solution 

HRP horseradish peroxidase 

InsP3R Inositol-1,2,5-triphosphat-Rezeptor  

IRSp53  Insulinrezeptor-Substrat p53 

kD Kilodalton 

KH hnRNP-K-homology 

KO Knockout 

l Liter 

LTD long term depression 

LTP long term potentiation 

m Meter/mouse 

M molar, Mol/Liter  

MEM minimum essential medium 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

mGluR metabotroper Glutamat-Rezeptor 

mRNA messenger ribonucleic acid 

N Asparagin/numerus; Anzahl 

NaCl Natriumchlorid 

NES nuclear exchange signal 

NLS nuclear localisation signal 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 

nNOS neuronale Nitritoxid-Synthase 

NP40 4-Noniphenolpolyethylenglycol 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS phosphate buffered saline 

PBS-T phosphate buffered saline mit Tween 

PCR polymerase chain reaction 

PDZ PSD-95/Discs-large/ZO-1 
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PGK phosphoglycerine kinase 

pH negativer dekadischer Logarithmus d. Wasserstoff-Protonen-Konzentration 

PSD postsynaptische Dichte 

PSD-95 postsynaptic density protein 95 kDa 

QM Qualitätsmanagement 

rb rabbit 

rev reverse 

RGG Arginin-Glycin-Glycin-Wiederholungen 

RIPA radioimmunoprecipitation assay  

RNA ribonucleic acid  

s Sekunde/sense 

S Fmr1(+/y)Shank1(+/-)-Mäuse 

SAM sterile alpha motif 

SAPAP synapse-associated protein 90/postsynaptic density-95-associated protein 

SDS Sodiumdodecylsulfat 

SER smooth endoplasmatic reticulum / weiches endoplasmatisches Retikulum 

SH3 Src homology 3 domain 

Shank SH3 domain and ankyrin repeat containing protein 

SPAR spine-associated RapGAP 

SynGAP synaptic Ras GTPase-activating protein 

T Thymin-Nukleotid 

u. a. unter anderem 

UKE Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 

USA United States of America 

UV Ultra-Violett 

V Volt 

VTH Versuchstierhaltung 

v/v Volumen pro Volumen 

WT Wildtyp-Mäuse 

Xq27.3 Bande 27.3 des langen Arm des X-Chromosoms 

z. B. zum Beispiel 

z. T.  zum Teil 
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1 EINLEITUNG 

1.1 DAS FRAGILE X-SYNDROM 

Das Fragile X-Syndrom (FXS) wurde erstmals 1943 von J. Purdon Martin und Julia Bell an-

hand einer Familie mit elf mental retardierten Individuen beschrieben und in früheren Jah-

ren auch als Martin-Bell- oder Marker X-Syndrom bezeichnet (Martin & Bell 1943). Heute ist 

bekannt, dass das Fragile X-Syndrom nach dem Down-Syndrom die zweithäufigste geneti-

sche Ursache für eine mentale Retardierung ist. Die Inzidenz variiert zwischen verschiede-

nen Studien und wird mit 1:2500 bis 1:6000 angegeben (Pesso et al. 2000, Crawford et al. 2002, 

Fernandez-Carvajal et al. 2009, Willemsen et al. 2011). Während das Down-Syndrom zwar 

eine genetische, aber in der Regel nicht ererbte Erkrankung darstellt, gehört das Fragile X-

Syndrom zu den erblich bedingten Trinukleotiderkrankungen, denen eine anomale Expansi-

on von Basentriplett-Wiederholungen zugrunde liegt (La Spada & Taylor 2010, McMurray 

2010). Beim FXS liegt eine Expansion eines repetetiven Abschnitts des  Fragile X Mental Re-

tardation 1 (FMR1)-Gens vor (Verkerk et al. 1991, Willemsen et al. 2011). FMR1 umfasst einen 

38 Kilobasen großen Bereich am Ende des langen Arms des X-Chromosoms in der Bande 

27.3. Es besteht aus 17 Exons und führt zu einer 4,4 Kilobasen großen mRNA. Während von 

einem Cytosin-Guanin-Guanin-(CGG)-Triplett in Exon 1 bei einer gesunden Person 5-50 di-

rekt aufeinanderfolgende Kopien vorliegen, besitzen FXS-Betroffene über 200 CGG-Motive. 

Dies geht einher mit einer Methylierung von Cytosinresten in der expandierten Region und 

den angrenzenden Bereichen, wovon auch die Promotorregion betroffen ist (Sutcliffe et al. 

1992, Hwu et al. 1993). Dadurch wird die Transkription des Gens inhibiert und das Genpro-

dukt, das Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP), wird nicht gebildet. Bei FXS-

Betroffenen lässt sich weder das Protein FMRP noch die entsprechende mRNA nachweisen 

(Pieretti et al. 1991, Tassone & Hagerman 2003). Zusätzlich führt die Methylierung zu einer 

veränderten Kondensierung der genomischen DNA während der Metaphase, sodass der 

entsprechende Bereich am Ende des X-Chromosoms bei mikroskopischer Betrachtung „zer-

brechlich“ erscheint (Abbildung 1-1, A). Dies ist bereits früh in zytogenetischen Untersu-

chungen aufgefallen und war für die Erkrankung namensgebend (Lubs 1969).  
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1994 stellte ein Konsortium aus belgischen und niederländischen Forschern eine Fmr1-

Knockout-Mauslinie vor. Bei diesen Mäusen ist das Fmr1-Gen durch das Einfügen einer Ne-

omycin-Kassette derart verändert, dass es zwar teilweise transkribiert, das Protein FMRP 

aber nicht gebildet wird (Consortium 1994). Damit fehlt den Fmr1-Knockout-Mäusen, ebenso 

wie den betroffenen Menschen, das Protein FMRP. Dieses ist zwischen Mensch und Maus zu 

97 % identisch (Ashley et al. 1993b). Für die Fmr1-Knockout-Maus wurden diverse phänoty-

pische Auffälligkeiten beschrieben, die teilweise den Symptomen der FXS-Patienten ähneln. 

So wurde bei FMRP-defizienten Mäusen passend zur bei Menschen beobachteten mentalen 

C 

Abbildung 1-1. Das Fragile X-Syndrom. [A] X-Chromosomen von FXS-Patienten in der 

Metaphase. Die Pfeile kennzeichnen die durch eine veränderte Kondensierung fragil aus-

sehenden Bereiche (Brown et al., 2006). [B] Faziale Auffälligkeiten bei FXS. Typisch sind 

ein längliches Gesicht mit einer hohen Stirn und einer prominenten Kinnregion, sowie 

große, fleischige Ohren und Nase. B-1: ein 17-jähriger Patient. B-2: ein 12-jähriger Pati-

ent. B-3: ein 3-jähriger Patient (Brown et al., 2006; Lubs, 1969). [C] Das Fragile X-

Syndrom wird durch eine erhöhte Anzahl von CGG-Tripletts (durch Pfeile veranschaulicht) 

in Exon1 (durch blaue Box veranschaulicht) des FMR1-Gens verursacht. Infolge einer 

Methylierung kommt es nicht zur Transkription des Gens. CpG steht für die Cytosin-

phosphatidyl-Guanin-Verknüpfungen. Modifiziert nach Robertson und Wolffe, 2000. 

A -2 -3 B-1 
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Retardierung (Oostra & Halley 1995) eine schlechtere Lern- und Gedächtnisleistung festge-

stellt (Consortium 1994, D'Hooge et al. 1997, Dobkin et al. 2000, Mineur et al. 2002, Baker et al. 

2010). Die betroffenen Menschen zeigen außerdem faziale Auffälligkeiten (Abbildung 1-1, B) 

und ein überdurchschnittliches juveniles Wachstum und Gewicht (Oostra & Halley 1995). In 

Übereinstimmung hiermit wurde auch bei FMRP-defizienten Mäusen ein erhöhtes juveniles 

Gewicht gefunden (Consortium 1994, Dölen et al. 2007). Sowohl betroffene Männer als auch 

Mausböcke haben vergrößerte Hoden (Turner et al. 1980, Oostra & Halley 1995, Consortium 

1994). Zudem findet man bei betroffenen Menschen Hyperaktivität, Epilepsie und Sympto-

me aus dem Autismus-Spektrum (Oostra & Halley 1995), und dazu passend bei den Fmr1-

Knockout-Mäusen eine erhöhte Aktivität (Consortium 1994) und Krampfanfälligkeit (Chen 

& Toth 2001) sowie Defizite im Sozialverhalten (Mineur et al. 2006, Dahlhaus & El-Husseini 

2010). Bei histologischen Untersuchungen des Gehirns einiger weniger Betroffener wurden 

spezifische morphologische Veränderungen an Neuronen festgestellt (Rudelli et al. 1985, 

Hinton et al. 1991, Irwin et al. 2001), welche auch bei FMRP-defizienten Mausneuronen ge-

funden wurden (Comery et al. 1997, Nimchinsky et al. 2001, McKinney et al. 2005). Aufgrund 

der gleichartigen biochemischen Situation von FXS-Patienten und Fmr1-Knockout-Mäusen – 

ihnen fehlt jeweils das Protein FMRP – und den daraus resultierenden ähnlichen Phänotypen 

werden die FMRP-defizienten Mäuse als Mausmodell der Erkrankung betrachtet. 

Während es beim Menschen bei über 200 CGG-Motiven zur Ausbildung zuvor genannter 

Symptome kommt, werden 50-200 Wiederholungen des CGG-Tripletts als Prämutation be-

zeichnet. Dabei kommt es im Erwachsenenalter zu Ataxien und bei weiblichen Trägern zu 

einer früh einsetzenden Menopause (Oostra & Willemsen 2009). Während die übliche An-

zahl von 5-50 Triplettwiederholungen stabil vererbt wird, kann es bei weiblichen Trägern 

der sogenannten Prämutation aufgrund einer fehlerhaften DNA-Replikation bei der Meiose 

zu einer Ausdehnung der repetitiven Region kommen, sodass Nachkommen von FXS betrof-

fen sein können. Ein männlicher Träger vererbt die Prämutation dagegen unverändert an 

seine Nachkommen (Fu et al. 1991, Oberle et al. 1991, Richards & Sutherland 1994, Eichler et 

al. 1994). Die Anzahl der Triplettwiederholungen korreliert mit der Schwere der Symptome 

bzw. bei der Prämutation auch mit dem Alter der Manifestation der Erkrankung. Dies ist für 

Trinukleotiderkrankungen typisch und wird als Antizipation bezeichnet (Korneluk & Na-

rang 1997).  
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Das den FXS-Betroffenen fehlende Protein FMRP besteht aus 631 Aminosäuren und hat ein 

Molekulargewicht von 78 kD (Abbildung 1-2). Es ist bei Menschen und Mäusen hauptsäch-

lich in Hoden und im Gehirn nachweisbar (Devys et al. 1993, Hinds et al. 1993), wo man es 

vorrangig in Neuronen des Hippocampus, des zerebralen Cortex und des Cerebellums fin-

det (Abitbol et al. 1993, Hinds et al. 1993). FMRP liegt hauptsächlich zytoplasmatisch vor 

(Verheij et al. 1993, Tamanini et al. 1996) und in Neuronen findet man es auch in den als 

Dendriten bezeichneten Zellausläufern (Castren et al. 2001). Auch im Nukleus kann man 

FMRP nachweisen (Willemsen et al. 1996). Mit Hilfe eines nukleären Lokalisationssignals 

(NLS) für die Rekrutierung in den Nukleus sowie eines nukleären Exportsignals (NES) für 

einen Export aus dem Kern heraus, kann FMRP zwischen Zellkern und Zytoplasma wech-

seln (Eberhart et al. 1996). FMRP besitzt RNA-Bindemotive in Form von zwei KH-Motiven 

sowie einer Arginin/Glycin-reichen Region (RGG-Box) (Siomi et al. 1993, Ashley et al. 1993a). 

Hierüber bindet es etwa 4 % aller Transkripte im Gehirn (Ashley et al. 1993a). Die Fähigkeit, 

mRNA zu binden ist elementar. Wenn durch eine I304N-Aminosäurensubstitution die RNA-

Bindefähigkeit gestört wird, kommt es gleichsam zur Ausprägung des FXS-Phänotyps (Si-

omi et al. 1994, Feng et al. 1997a).  

  

Abbildung 1-2. Schematische Darstellung des Fragile X Mental Retardation Protein

(FMRP). FMRP verfügt neben einem nukleären Lokalisationssignal (NLS, gelber 

Bereich) und einem nukleären Exportsignal (NES, oranger Bereich) über RNA-

Bindemotive in Form von zwei KH-Domänen (dunkelgrüne Bereiche) und einer RGG-

Box (hellgrüner Bereich). Die I304N-Aminosäuresubstitution verändert die KH2-

Domäne und führt, wie das Fehlen von FMRP, zur Ausprägung des FXS-Phänotyps. 
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1.2 NEURONE UND SYNAPSEN 

Ein Neuron ist aus einem Zellkörper und seinen 

Ausläufern, dem Axon und den Dendriten, aufge-

baut (Abbildung 1-3). Die Dendriten empfangen 

über Synapsen Signale von anderen Neuronen und 

leiten sie zum Zellkörper weiter. Der Bereich, an 

dem das Axon vom Zellkörper ausgeht, wird als 

Axonhügel bezeichnet. Hier kann eine regenerative 

Depolarisation der Membran erzeugt werden, wel-

che als Aktionspotential bezeichnet wird und sich 

aktiv in Richtung des Axonendes bis zum soge-

nannten präsynaptischen Endköpfchen ausbreitet. 

Am Ende des Axons erreicht das Aktionspotential 

wiederum eine Synapse (Kandel et al. 2000).  

Synapsen sind spezialisierte Kontaktzonen zwi-

schen Neuronen und dienen der Signalübertra-

gung. Dabei kann man als Folge der Übertragungs-

richtung des Signals jeweils das prä- und das postsynaptische Neuron unterscheiden. Bei 

chemischen Synapsen erfolgt die interzelluläre Signalweitergabe durch Moleküle, welche als 

Neurotransmitter bezeichnet werden. Wenn ein Aktionspotential die präsynaptische Memb-

ran erreicht, kann es dort zur Freisetzung des Neurotransmitters aus der Zelle in den extra-

zellulären synaptischen Spalt kommen. Der Neurotransmitter kann an Neurotransmitter-

Rezeptoren der postsynaptischen Membran binden. Der postsynaptische Teil der chemi-

schen Synapse ist in vielen Fällen auf einer Ausstülpung des dendritischen Schafts gelegen, 

die als dendritischer Dorn bezeichnet wird. Die Bindung des Transmitters an die Rezeptoren 

der postsynaptischen Membran kann unterschiedliche Wirkungen haben. Es kann direkt 

oder auch indirekt, über eine Signalkaskade, zur Öffnung von Ionenkanälen in der postsy-

naptischen Membran kommen, was eine Veränderung der Ionenkonzentrationen in der Zelle 

und somit eine Depolarisation oder Hyperpolarisation bewirkt. Diese Veränderung der Po-

tentialdifferenz breitet sich passiv bis zum Axonhügel aus, an welchem alle eintreffenden 

De- oder Hyperpolarisationen räumlich und zeitlich integriert werden. Bei Überschreitung 

Abbildung 1-3. Schematische Dar-

stellung eines Neurons (Pyramiden-

zelle des Hippocampus) mit Zellkör-

per, Dendriten und Axon. Modifiziert 

nach Kandel, 2000.  
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eines bestimmten Schwellenwerts wird ein neues Aktionspotential generiert, welches sich 

entlang des Axons ausbreitet und wiederum über Synapsen auf die Entstehung von Akti-

onspotentialen nachfolgender Neurone einwirkt. Eine durch Rezeptorbindung ausgelöste 

Signalkaskade kann zusätzliche Effekte auf das Neuron haben (Kandel et al. 2000).  

Die Effizienz der Signalübertragung der chemischen Synapse ist sowohl auf der prä- als auch 

auf der postsynaptischen Seite regulierbar. Diese Modulationsmöglichkeit wird als synapti-

sche Plastizität bezeichnet und bildet eine wesentliche Grundlage für Lernprozesse (Abbott 

& Nelson 2000). Auf der postsynaptischen Seite erfolgen die hierfür stattfindenden moleku-

laren Veränderungen häufig im Bereich des dendritischen Dorns, genauer in einem Protein-

netzwerk, welches als postsynaptische Dichte (PSD) bezeichnet wird (Mulholland & Chand-

ler 2007). Die verschiedenen dendritischen Dornen eines Neurons können dabei individuell 

reguliert werden (Harris & Kater 1994, Nimchinsky et al. 2002).  

1.3 DIE POSTSYNAPTISCHE DICHTE 

Als in den 1950er Jahren die Struktur der Synapse mit dem Elektronenmikroskop untersucht 

wurde, fand man eine elektronenundurchlässige Region unterhalb der postsynaptischen 

Membran (Palay & Palade 1955). Dadurch wurde die Bezeichnung dieser Region als postsy-

naptische Dichte geprägt (Akert et al. 1969). Die PSD ist ein Netzwerk aus mehreren hundert 

unterschiedlichen Proteinen, zu welchen Zelladhäsionsmoleküle, Proteine des Zytoskeletts, 

Gerüst- und Adapterproteine, membrangebundene Rezeptoren und Kanäle, G-Proteine und 

Modulatoren sowie Signalmoleküle zählen (Klauck & Scott 1995, Ziff 1997, Kennedy 2000, 

Husi et al. 2000, Sheng 2001, Collins et al. 2006). Durch die Komponenten der PSD werden 

zum einen die Neurotransmitter-Rezeptoren arrangiert und verankert, und zum anderen 

wird das vom präsynaptischen Neuron kommende Signal durch Signalkaskaden weiterge-

tragen. Den Gerüstproteinen kommt dabei eine wichtige Stellung zu, da sie die Verbindung 

zwischen den in der Membran befindlichen Rezeptoren und dem Zytoskelett sowie den zy-

tosolischen Molekülen nachgeschalteter Signalwege herstellen und damit eine effektive Sig-

nalweiterleitung und auch eine Verschaltung verschiedener Signalwege untereinander er-

möglichen (Kornau et al. 1995, Sprengel et al. 1998). Zu den Gerüstproteinen zählen PSD-95, 

Homer, die SAPAP- und die Shank-Proteine. Eine Auswahl der vielfältigen Interaktionen 

der Gerüstproteine wird in Abbildung 1-4 veranschaulicht. Als wichtigste Gerüstbausteine 
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gelten die Shank-Proteine, welche aufgrund der Vielzahl an Interaktionen auch als Hauptge-

rüstproteine bezeichnet werden. Zu dieser Protein-Familie zählen Shank1-3, welche alle über 

sieben Ankyrin-Domänen, eine SH3-, eine PDZ-, eine SAM-Domäne und einen prolinreichen 

Abschnitt verfügen (Sheng & Kim 2000). Über alle Domänen können Interaktionen mit ande-

ren Proteinen stattfinden (Boeckers et al. 1999a). Zudem können Shank-Proteine über Selbst-

assoziation große Plattformen bilden (Baron et al. 2006). Shank1 beispielsweise interagiert 

sowohl mit sich selbst, als auch mit SAPAP-Gerüstproteinen (Boeckers et al. 1999b, Naisbitt et 

Abbildung 1-4. Vereinfachte schematische Darstellung des molekularen Aufbaus der postsynapti-

schen Dichte in einem dendritischen Dorn. Nur ein Teil der bekannten Proteine der PSD ist 

abgebildet. Protein-Protein-Interaktionen sind durch Überlappung oder Anlagerung der Proteine dar-

gestellt. Die schwarzen Pfeile weisen auf eine regulatorische Beteiligung des Proteins an der Dy-

namik des Aktin-Zytoskeletts hin. Abp1: actin-binding protein 1; β-Pix: PAAK-interactive exchange 

factor; CamKII: Ca2+/calmodulin-dependant proteinkinase II; F-Aktin: filamentöses Aktin; InsP3R: IP3-

Rezeptor; IRSp53: Insulinrezeptor-Substrat p53; mGluR: metabotroper Glutamatrezeptor; NMDA-

Rezeptor: N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor; nNOS: neuronale Nitritoxid-Synthase; PSD-95: postsynaptic 

density protein 95; SAPAP: synapse-associated protein 90/postsynaptic density protein-95 associated 

proteins; SER: smooth endoplasmatic reticulum; Shank: SH3 and ankyrin repeat-containing protein; 

SPAR: spine-associated RapGAP; SynGAP: synaptic Ras GTPase-activating protein. 
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al. 1999), mehreren Aktin-regulierenden Molekülen (Du et al. 1998, Soltau et al. 2002, Park et 

al. 2003, Qualmann et al. 2004) und über das Protein Homer mit Glutamatrezeptoren (Tu et al. 

1999). Bereits bei der Synapsenbildung spielen Shank-Proteine eine wichtige Rolle (Boeckers 

et al. 1999a, Sala et al. 2001) . 

Die für die synaptische Plastizität notwendige Modulation der synaptischen Übertragungsef-

fizienz erfolgt auf der postsynaptischen Seite in erster Linie über Veränderungen der PSD 

(Mulholland & Chandler 2007). Dabei kann eine Veränderung der Proteinkonzentration der 

Gerüstproteine aufgrund ihrer breiten Vernetzung (Abbildung 1-4) zu einer veränderten 

Effizienz der Synapse führen. Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression der Ge-

rüstproteine PSD-95, Homer und Shank1 jeweils die Größe der dendritischen Dornen und 

die Effizienz der Synapse erhöht (El-Husseini et al. 2000, Sala et al. 2001). Dagegen kommt es 

beim Fehlen von Shank1 zu kleineren dendritischen Dornen und zu einer schwächeren sy-

naptischen Übertragung (Hung et al. 2008). In vivo kann die postsynaptische Konzentration 

von Shank1 über eine lokal am dendritischen Dorn stattfindende Translation der mRNA 

reguliert werden (Falley et al. 2009). Die zuvor genannten Ergebnisse zeigen, wie wichtig 

eine korrekte Regulation der PSD-Gerüstproteine und speziell Shank1 für eine fehlerfreie 

Funktion der Synapsen ist.  

1.4 DIE MGLUR-THEORIE 

Die derzeit gängige Theorie zu den molekularen Ursachen von FXS basiert auf der Tatsache, 

dass in Neuronen FMRP-defizienter Mäuse eine verstärkte long term depression (LTD) festge-

stellt wurde (Huber et al. 2002). LTD ist zusammen mit der long term potentiation (LTP) ein 

Mechanismus, mit dem die Effizienz einer Synapse modifiziert und somit die synaptische 

Plastizität ermöglich wird. LTP führt dabei zu einer Stärkung von synaptischen Verbindun-

gen, LTD hingegen bewirkt eine Schwächung oder Eliminierung. Beide Mechanismen sind 

das ganze Leben hindurch aktiv und notwendig für Lernprozesse und Gedächtnis (Bear & 

Malenka 1994). LTD kann durch die Aktivierung der metabotropen Glutamatrezeptoren der 

Gruppe 1 (gp1 mGluR) initiiert werden, wobei mittels einer Signalkaskade eine Synthese 

neuer Proteine lokal am dendritischen Dorn über die Translation dort vorhandener mRNA-

Moleküle erfolgt (Kemp & Bashir 1999, Huber et al. 2000). Bei FMRP-Defizienz kommt es 

hierbei nun zu einer erhöhten Proteinbiosyntheserate und somit einer stärker ausgeprägten 
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LTD (Huber et al. 2002). FMRP befindet sich an der Basis der dendritischen Dornen und 

wirkt dort über die Bindung von mRNA-Molekülen offenbar als Translationsrepressor 

(Abbildung 1-5) (Feng et al. 1997b). Dabei wird FMRP im Rahmen der LTD auch selbst neu 

synthetisiert und bremst dann die weitere Proteinbiosynthese (Huber et al. 2001). Die bei FXS 

beobachteten Symptome können auf den Überschuss von Proteinen nach Aktivierung der 

gp1 mGluR zurückzuführen sein. In der Tat führt eine verminderte Aktivierbarkeit der 

gp1 mGluR im Mausmodell zu einer Kompensation von FXS-Symptomen (McBride et al. 

2005, Chuang et al. 2005, Yan et al. 2005, Tucker et al. 2006, Dölen et al. 2007). Zu den Protei-

nen, welche bei FMRP-Defizienz verstärkt synthetisiert werden und deren mRNA mit FMRP 

interagiert, zählt auch das PSD-Gerüstprotein Shank1 (Schütt et al. 2009, Darnell et al. 2011). 

Da Shank1 mit vielen PSD-Proteine interagiert, könnte sich eine Veränderung seiner Kon-

zentration auf die Funktion der ganzen PSD und somit der synaptischen Übertragung aus-

wirken. Eine Erhöhung der Shank1-Konzentration könnte eine maßgebliche Ursache der 

Symptome des Fragilen X-Syndroms sein. Falls dem so wäre, ist ein therapeutischer Eingriff 

Abbildung 1-5. Schematische Darstellung eines Dendriten mit dendritischem Dorn, postsynap-

tischer Dichte und mRNA-bindendem FMRP an der Basis des Dorns. Bei der mGluR-Theorie 

wird davon ausgegangen, dass FMRP die durch gp1 mGluR-Aktivierung initiierte Proteinsyn-

these reguliert und in Abwesenheit von FMRP ein Protein-Überschuss und  somit verstärkte 

LTD vorliegt. Dies wirkt sich negativ auf die synaptische Funktion aus. 
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zur Normalisierung der Konzentration von aktivem Shank1 einem Eingriff an den metabo-

tropen Glutamatrezeptoren vorzuziehen, da eine Modulation der Rezeptoren von weitrei-

chenden Nebenwirkungen begleitet sein könnte. Wenn die Erhöhung der Shank1-

Konzentration die Hauptursache für FXS darstellt, dann wäre ein Eingriff auf dieser Ebene 

ebenso effektiv und, da er direkter wäre, eventuell von weniger Nebenwirkungen begleitet. 

1.5 ZIEL DER ARBEIT 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Einordnung der Rolle von Shank1 im Krankheitsbild des Fragi-

len X-Syndroms. In Abwesenheit von FMRP liegt Shank1 in einer erhöhten Konzentration in 

der PSD vor (Schütt et al. 2009). Shank1 ist ein wichtiges Gerüstprotein der postsynaptischen 

Dichte und bei Veränderung seiner zellulären Konzentration wurde eine Veränderung der 

synaptischen Effizienz beobachtet (Sala et al. 2001, Sala et al. 2005, Hung et al. 2008). Entspre-

chend könnte die beim FMRP-Verlust beobachtete Erhöhung der Shank1-Konzentration die 

Funktion der Synapse beeinträchtigen und zu den FXS-Symptomen beitragen. Um die Betei-

ligung von Shank1 an der Pathogenese des Fragilen X-Syndroms zu verifizieren, wurden 

Fmr1-Knockout-Mäuse generiert, die zusätzlich ein inaktives Shank1-Allel besitzen. Die 

durch die FMRP-Defizienz hervorgerufene Erhöhung der Shank1-Proteinkonzentration soll 

durch die Inaktivierung eines Shank1-Allels wiederum reduziert werden. Dadurch sollte eine 

annähernd normale Shank1-Konzentration erreicht werden. Eine Untersuchung dieser Mäu-

se soll zeigen, ob auf diese Weise eine Kompensierung der FXS-Symptome erreicht werden 

kann. Dabei ist eine Analyse der Dornendichte und -morphologie, der Krampfanfälligkeit 

und der Lern- bzw. Gedächtnisleistung von besonderem Interesse. Falls die erhöhte Shank1-

Konzentration hauptverantwortlich für die FXS-Symptome ist, sollte durch eine Normalisie-

rung der Shank1-Konzentration eine Kompensierung zentraler FXS-Symptome erreicht wer-

den können und eine Reduktion von aktiv verfügbarem Shank1 könnte möglicherweise ei-

nen zukünftigen Therapieansatz für das Fragile X-Syndrom darstellen. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 MATERIALIEN 

 2.1.1 Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden von Merck KGaA (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(München) oder Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) in höchstmöglicher Qualität und 

Reinheit bezogen; Ausnahmen sind angegeben. 

 2.1.2 Labortiere 

Tabelle 2-1: Verwendete Labortiere 

Name Quelle 

Mus musculus C57-Black 6/J 

Versuchstierhaltung Universitätsklinikum Hamburg-

Eppendorf (UKE), bezogen von The Jackson La-

boratories (Bar Harbor, USA) bzw. Charles River 

Laboratories International, Inc. (Wilmington, USA) 

Mus musculus B6.129P2-Fmr1
tm1Cgr

/J 

Versuchstierhaltung Universitätsklinikum Hamburg-

Eppendorf (UKE), erhalten von The Jackson Labo-

ratories, Lagernummer 003025.  

Erstmalig beschrieben: Consortium 1994. 

Mus musculus B6.129S4-Shank1
tm1Shng

/J 

Versuchstierhaltung Universitätsklinikum Hamburg-

Eppendorf (UKE), erhalten von T. Boeckers (Ulm). 

Erstmalig beschrieben: Hung et al. 2009. 

 

 2.1.3 Antikörper 

Die verwendeten Antikörper sind nachfolgend aufgelistet. Der Ursprungsorganismus des 

Antikörpers ist durch den jeweiligen Präfix angegeben (gp: Meerschweinchen, m: Maus, rb: 

Kaninchen, d: Esel, g: Ziege). Mit HRP gekennzeichnete sekundäre Antikörper sind kovalent 

mit dem Enzym horseradish peroxidase (HRP) gekoppelt, welches die für die Detektion not-

wendige Chemilumineszens-Reaktion katalysiert.   
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Tabelle 2-2: Übersicht über die für Western Blots verwendeten primären Antikörper 

Primärer Antikörper Arbeitskonzentration 

Western Blot 

Quelle 

gpAnti-Shank1, polyclonal 1:2000 Hans-Jürgen Kreienkamp, Institut für Humange-

netik, UKE; #203.2 

rbAnti-Shank1, polyclonal 1:1000 Sigma-Aldrich, HPA032129 

rbAnti-β-Tubulin III, polyclonal 1:2000 Sigma-Aldrich, T2200 

 

Tabelle 2-3: Übersicht über die für Western Blots verwendeten sekundären Antikörper  

Sekundärer Antikörper Arbeitskonzentrati-

on Western Blot 

Quelle 

HRP-gAnti-rb IgG 1:10000 Dianova GmbH (Hamburg), #111-035-144 

HRP-gAnti-m IgG 1:10000 Dianova #115-035-062 

HRP-dAnti-gp IgG 1:10000 Dianova #706-035-148 

 

 2.1.4 Oligonukleotide 

Die für PCR (polymerase chain reaction) verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma 

Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) synthetisiert. Die lyophilisiert verschickten Oligonukleo-

tide wurden in didestilliertem Wasser zu 100 µM zur Lagerung und zu 10 µM zur Verwen-

dung bei einer PCR gelöst.  

Tabelle 2-4. Verwendete Oligonukleotide für Analysen von Mus musculus; Amplifikatgröße gilt bei 

Verwendung mit dem jeweils zuerst aufgelisteten Oligonukleotid.  

Name Sequenz 5‘ zu 3‘ Referenz Amplifikatgröße 

Fmr1s 

Fmr2as 

Neo1as 

GATCCATTCCCTTAATCCCAGCAC 

GGGATTAACAGATCGTAGACGCTC 

GCTTTACGGTATCGCCGCTCCC 

Janin 

Ölschläger-

Schütt 

 

274 bp 

590 bp 

SAfwd 

Del-rev 

neo250rev 

CTGTAGTGTGTAGTGGTTCGACCT 

GGCCAACCTTCACTACATTCTGTC 

GCTACTTCCATTTGTCACGTC 

Hans-Hinrich 

Hönck 

 

239 bp 

430 bp 

LA-rev 

Del-fwd 

neo1556-fwd 

GGCCAACCTTCACTACATTCTGTC 

GCACCGGCTAGCCCAGTCAG 

CCTGCTCTTTACTGAAGGCTCTTTA 

Hans-Hinrich 

Hönck, Sabine 

L. Kramp 

 

169 bp 

360 bp 
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2.2 ZUCHT DER VERSUCHSMÄUSE, KÖRPER- UND TESTESGEWICHT 

Zur Erzeugung von Geschwistertieren mit den Genotypen Fmr1-/y Shank1+/+ und Fmr1-/y 

Shank1+/- wurden mehrere Weibchen des Genotyps Fmr1-/- Shank1+/+ aus der Linie B6.129P2-

Fmr1tm1Cgr/J (im weiteren Text als B6.129P2-Linie, Fmr1-Knockout-Linie oder FB-Linie be-

zeichnet) mit mehreren Männchen des Genotyps Fmr1+/y Shank1+/- aus der Linie B6.129S4-

Shank1tm1Shng/J (im weiteren Text als Shank1-Knockout-Linie bezeichnet) verpaart. Die nach-

folgende Tabelle 2-5 gibt eine Übersicht über die hier verwendeten Genotypen.  

Das Körpergewicht männlicher Mäuse wurde durch die Versuchstierhaltung des UKE am 30. 

Lebenstag bestimmt. Das Testesgewicht wurde durch Präparation und Wiegen der Hoden 

von 12 Wochen alten Mausböcken ermittelt.  

Abbildung 2-1. Schematische Darstellung von Teilen der Gene Fmr1 und Shank1 einer 

Wildtyp- bzw. Knockout-Maus. Die Lage der zur Genotypisierung verwendeten Oligonukleo-

tide ist entsprechend ihrer Orientierung durch Pfeile veranschaulicht und die sich aus ei-

nem Oligonukleotid-Paar ergebene Amplifikatgröße ist angegeben. [A]: Ausschnitt des Gens 

Fmr1 in der Wildtyp- und der Fmr1-Knockout-Situation. [B]: Ausschnitt des Gens Shank1 in 

der Wildtyp- und der Shank1-Knockout-Situation. 

A 

B 
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Tabelle 2-5. Übersicht über die verwendeten Genotypen der Versuchsmäuse und ihre Abkürzungen. 

Genotyp Linie Abkürzung 

Fmr1
+/y

 Shank1
+/+ 

 

Fmr1
+/y

 Shank1
+/-

 bzw. Fmr1
+/+

 Shank1
+/-

 

Fmr1
-/y

 Shank1
+/+ 

 

Fmr1
-/y

 Shank1
+/+

  

Fmr1
-/y

 Shank1
+/-  

C57-Black 6/J 

B6.129P2-Fmr1
tm1Cgr

/J 

B6.129S4-Shank1
tm1Shng

/J 

Verpaarung FB x S 

Verpaarung FB x S 

WT 

FB 

S 

F 

FS 

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 

 2.3.1 Präparation genomischer DNA 

Aus Schwanzbiopsien von Mäusen wurde mit Hilfe der DirectPCR-Tail-Lösung (Peqlab Bio-

technologie GmbH, Erlangen) und 0,2 mg/ml Proteinase K nach Herstellerangaben ein Ge-

webelysat erhalten. Das Gewebelysat enthält genomische DNA und wurde nachfolgend in 

Genotypisierungs-PCR eingesetzt.  

 2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR zur Genotypisierung von Mäusen wurden mit den zuvor aufgelisteten Oligonukle-

otiden und mit der Taq DNA Polymerase (Qiagen, Hilden) und dem dazugehörigen Pro-

benpuffer durchgeführt. Der Reaktionsansatz je Probe und die PCR-Bedingungen sind in 

nachfolgenden Tabellen zusammengefasst und die PCR wurden mit dem GeneAmp PCR 

System 2400 oder 9700 Thermocycler (PerkinElmer, Waltham, USA) durchgeführt.  

Tabelle 2-6. Reaktionsansatz für Genotypisierungs-PCR 

Reagenzien Volumen [µl] 

10x Puffer 2 

Magnesiumchlorid, 25 mM 1,2 

dNTP, 10 mM 1 

Fmr1s bzw. SAfwd, 10 µM 1 

Fmr2as bzw. LArev, 10 µM 1 

neo1as bzw. neo250rev, 10 µM 1 

H2O 11,6 

Taq DNA Polymerase 0,2 

Gewebelysat 2 
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Tabelle 2-7. Bedingungen der Genotypisierungs-PCR 

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 5 Minuten ─ 

Denaturierung 94 30 Sekunden  

Oligonukleotid-Anlagerung 58 30 Sekunden 35 Zyklen 

Verlängerung 72 1 Minute  

Terminale Verlängerung 72 7 Minuten ─ 

Lagerung 4 ∞ ─ 

 2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Größenbestimmung der bei der Genotypisierungs-PCR erzeugten Amplifikate wurden 

1%ige Agarosegele für eine horizontale nicht denaturierende Elektrophorese nach Sambrook 

et al. 1989 verwendet. Als Größenmarker wurde der 100 bp-Marker von Invitrogen, Life 

Technologies GmbH (Darmstadt) eingesetzt und die Detektion erfolgte mittels UV-Licht.  

2.4 PROTEINCHEMISCHE METHODEN 

 2.4.1 PSD-Präparation 

Es wurde je PSD-Präparation 3-4 Mäusen das Gehirn entnommen und die PSD aus dem 

Vorderhirn (Cortex und Hippocampus) nach Carlin et al. (1980) biochemisch isoliert.  

 2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte über einen Bradford-Assay (Bradford-

Reagenz; Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA). Als Vergleich 

diente eine BSA-Standardreihe von 1 µg/µl bis 10 µg/µl. 1 µl der Probe wurde mit 19 µl Was-

ser versetzt eingesetzt und wie die Standardreihe mit 180 µl Bradford-Reagenzmischung 

versetzt. Nach einer 5-minütigen Inkubation erfolgte die Extinktionsmessung bei 620 nm im 

Absorptions-Messgerät Tristar LB 941 (Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wild-

bad) und die Auswertung anhand der Standardkurve im Programm Excel (Microsoft Corpo-

ration, Redmond, USA). 
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 2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde mit 8%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen (Sambrook et al. 1989) zur Protein-

auftrennung nach der von Lämmli etablierten Methode durchgeführt (Laemmli 1970). Für 

die Elektrophorese wurde das Mini-PROTEAN Tetra Cell-System (Bio-Rad Laboratories 

GmbH, München) eingesetzt. Die jeweiligen Proteinproben wurden mit 5-fachem Lämmli-

puffer versetzt, die Proteine wurden bei 95 °C für 5 Minuten denaturiert und anschließend 

bei 200 V in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris pH 8,0; 0,1 % SDS (v/v); 192 mM Glycin; pH 8,3) 

elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größenstandard diente ein vorgefärbter Protein-

Molekulargewichtsmarker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder; Thermo Scientific). 

 2.4.4 Western Blot-Analysen 

Zur Visualisierung von Proteinen mittels Immunodetektion wurden diese nach der Auftren-

nung durch SDS-PAGE elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran (Protan; What-

man, GE Healthcare Europe GmbH, München) übertragen. Der Transfer erfolgte mit dem 

tank Verfahren nach Angaben der Hersteller von Membran und Blot-Apparatur (Mini Trans-

Blot Cell, Bio-rad) in Transferpuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20 % Methanol (v/v), 

0,02 % SDS (v/v); pH 8,0) für 75 Minuten bei 100 V unter Eiskühlung. Nach einer erfolgrei-

chen Proteinübertragung wurde die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blo-

ckierlösung (5 % Magermilchpulver in PBS-T; PBS (Sambrook et al., 1989); PBS-T: PBS + 0,2 % 

Tween-20 (v/v)) inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusättigen. Die Reaktion mit dem 

primären Antikörper, der in entsprechender Arbeitskonzentration eingesetzt wurde (Tabelle 

2-2), erfolgte über Nacht bei 4 °C oder für 1-3 Stunden bei Raumtemperatur. Nach drei 10-

minütigen Waschschritten mit PBS-T folgte die Inkubation mit dem entsprechenden HRP-

gekoppelten sekundären Antikörper in entsprechender Arbeitskonzentration (Tabelle 2-3) 

für eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss an sechs weitere 10-minütige Wasch-

schritte in PBS-T wurden die antikörpermarkierten Proteine mit Hilfe des ECL-Systems (Su-

perSignal West Pico; Thermo Scientific) nach Herstellerangaben auf Röntgenfilmen (Cronex 

5 Medical X-Ray Film; Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien) oder mit dem ChemiDoc XRS-

System (Bio-rad) detektiert. Die densitometrische Auswertung der detektierten Signale er-

folgte bei Röntgenfilmen mit dem Programm ImageJ (NIH, Bethesda, USA) und bei Ver-

wendung des ChemiDoc XRS-System mit dem zugehörigen Programm Quantity One.  
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2.5 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 

 2.5.1 Präparation und Kultivierung primärer Cortexneurone 

Cortexneurone wurden aus 18 Tage alten Mausembryonen präpariert. Dabei wurden die 

präparierten Cortex-Hälften (ohne Hirnhäute) in 1x HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, 

Gibco, Life Technologies), versetzt mit 100 µg/ml Penicillin-Streptomycin, gesammelt. Alle 

folgenden Angaben gelten für 6 Gehirne, also 12 Cortices. Die Cortex-Hälften wurden zer-

kleinert und 30 Minuten mit 0,25 % Trypsin in 25 ml HBSS bei 37 °C inkubiert. Danach wur-

de dreimal fünf Minuten mit je 50 ml Plattiermedium (Modified Eagle Medium (MEM), Gibco; 

10 % Pferdeserum (v/v), Gibco) gewaschen, und das Gewebe dann in 12 ml Medium mit der 

10 ml-Pipette grob zerkleinert und anschließend in 4 ml-Aliquots titruiert. Die Suspension 

wurde anschließend durch eine Nylongaze gefiltert (Cellstrainer, 40 µm, Falcon) und die 

Zellzahl bestimmt. Es wurden 6 x 106 Neurone in 2 ml Plattiermedium in jede Vertiefung 

einer Poly-L-Lysin beschichteten 6-well-Platte gegeben. Nach dem Absetzen der Neurone (3-

4 Stunden) wurde das Plattiermedium gegen Neurobasal-Medium (Neurobasal Medium, 

Gibco; 1x B27 Supplement, Gibco; 0,5 mM L-Glutamin, Gibco; 25 µM Glutamat, Sigma; 100 

µg/µl Primocin, Invivogen, San Diego, USA) ausgetauscht.  

 2.5.2 Gewinnung von Proteinlysaten aus kultivierten Neuronen 

Nach einer achttägigen Kultivierung wurde ein Proteinlysat der Neurone gewonnen. Dazu 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend mit 200 µl RIPA (50 mM Tris; 150 

mM NaCl; 1 % NP40; 0,5 % Natriumdeoxychelat; 0,1 % SDS; 5 mM EDTA; pH 7,4) versetzt. 

Nach einer 20-minütigen Inkubation auf Eis wurden noch haftende Neurone abgeschabt und 

die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Eine 10-minütige Zentri-

fugation bei 16000 g erlaubt die Abtrennung von Zellkernen und der Überstand wurde zur 

Analyse im Western-Blot eingesetzt.   
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2.6 HISTOLOGISCHE METHODEN 

 2.6.1 Golgi-Cox-Färbung 

Zur Färbung von Neuronen nach der Golgi-Cox-Methode wurde das Gehirn einer vier (ju-

venil) oder zwölf (adult) Wochen alten männlichen Maus entnommen und in die Golgi-Cox-

Lösung (1 % Kaliumdichromat; 1 % Quecksilberchlorid; 0,8 % Kaliumchromat) gegeben. 

Nach einer 14-18-tägigen Inkubation im Dunkeln wird das Gehirn dann dreimal für 2 Minu-

ten mit Wasser gewaschen. Es folgt eine Ethanolreihe, die mit einer vierstündigen Inkubati-

on des Gehirns in einer 50%igen Ethanollösung beginnt und mit jeweils 24-stündigen Inku-

bationen von Ethanollösungen aufsteigenden Ethanolgehalts (70 %, 80 %, 100 %) fortgesetzt 

wird. Zum Abschluss wird noch eine zweite 24-stündige Inkubation mit einer 100%igen 

Ethanollösung durchgeführt. Am Vibratom (Vibratome VT1000 S; Leica Biosysteme GmbH, 

Nussloch) werden 200 µm dünne Schnitte des Gehirns angefertigt und in PBS aufgenommen. 

Einer 40-minütigen Inkubation der Gehirnschnitte in 16%iger Ammoniaklösung folgt ein 10-

minütiger Waschschritt mit Wasser. Daran schließt sich eine 10-minütige Inkubation mit 

1%iger Natriumthiosulfatlösung an, worauf zwei weitere 10-minütige Waschschritte mit 

Wasser und schließlich eine aufsteigende Ethanolreihe (50 %, 70 %, 80 % , 100 %, 100 %; für 

jeweils 10 Minuten) durchgeführt wird. Einer 10-minütigen Inkubation mit einer Isopropa-

nol/Ethanol-Lösung (1:1) folgt eine 15-minütige Inkubation mit Xylol. Hiernach werden die 

Schnitte mit Entellan (Merck) auf Objektträger gebracht und mit Deckgläschen abgedeckt. 

Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Janin Ölschläger-Schütt durchgeführt.  

 2.6.2 Mikroskopische Analyse dendritischer Dornen 

Von den nach der Golgi-Cox-Methode gefärbten Gehirnschnitten wurden mit einem Durch-

lichtmikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) unter Verwendung verschiedener Ob-

jektive (5x, 10x, 20x, 40x, 63x) Fotos verschiedener Vergrößerungen gemacht. Dazu wurde 

das Programm Kappa Control (Kappa optronics GmbH, Gleichen) verwendet. Je Maus wur-

den von unterschiedlichen Gehirnschnitten insgesamt 8-12 Neurone aus Schicht 2/3 des vi-

suellen Cortex fotografiert. Bei Verwendung des 63x-Objektivs wurden dabei je Bildaus-

schnitt 5-15 Bilder mit jeweils leicht unterschiedlicher Fokussierung gespeichert, sodass nach 
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Möglichkeit alle Strukturen des dreidimensionalen Dendriten scharf erfasst werden. Mit Hil-

fe des Programms ImageJ wurde jeweils der apikale Dendrit in einer Entfernung von 50-150 

µm (proximal) und 150-250 µm (distal) vom Soma analysiert. In den fotografierten Abschnit-

ten wurde unter Beachtung aller Fokussierungsebenen die Dornendichte bestimmt sowie die 

Länge und die Breite (an der breitesten Stelle) der einzelnen dendritischen Dornen. Hierbei 

wurden achtzehn der untersuchten Gehirne von mir selbst und sechs von Dr. Janin Ölschlä-

ger-Schütt fotografiert und ausgemessen. Anschließend wurde mit dem Programm Excel der 

Quotient aus Länge und Breite für jeden einzelnen Dorn berechnet.  

2.7 VERHALTENSBIOLOGISCHE METHODEN 

Für verhaltensbiologische Analysen wurden 10-20 Wochen alte männliche Mäuse eingesetzt. 

Pro Käfig wurden je 2-4 Geschwistertiere gemeinsam gehalten und vor Beginn der Untersu-

chungen befanden sie sich seit 14 Tagen in der Mausbarriere der Untersuchungsanlage mit 

einem inversen Tag-Nacht-Zyklus (7-19 Uhr: Dunkelheit; 19-7 Uhr: Licht). Da Mäuse nacht-

aktiv sind, ermöglicht der inverse Tag-Nacht-Zyklus tagsüber eine Untersuchung der Mäuse 

in ihrer aktiven Phase. Währenddessen wurde zudem zur Gewöhnung für die Maus viermal 

das Herausnehmen aus dem Käfig und die allgemeine Handhabung geübt. Die Versuche 

wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Janin Ölschläger-Schütt und entweder in der Reihenfol-

ge Open Field, Elevated Plus Maze, Y-Maze, Social Interaction, Fear Conditioning oder Open Field, 

Inhibitory Avoidance Extinction durchgeführt. Die Tests wurden jeweils in einem Abstand von 

mindestens zwei Tagen durchgeführt. Die gesamte Versuchsdauer betrug ca. 17 Wochen.  

 2.7.1 Open Field  

Der Open Field-Versuch erlaubt die Untersuchung der allgemeinen Aktivität und der Ängst-

lichkeit von Nagetieren. Das Versuchsareal besteht aus einer hölzernen, weiß laminierten 

Box (50 x 50 cm, 40 cm hohe Wände). Unter heller Beleuchtung wurden die Mäuse einzeln in 

die Mitte des Versuchsareals gesetzt und konnten sich anschließend für 15 Minuten frei be-

wegen. Über das Videokamerasystem Viewer II (Biobserve GmbH, St. Augustin) wurde der 

Körpermittelpunkt der Maus erfasst und die zurückgelegte Strecke und die Aufenthaltsdau-

er im Zentrum des Versuchsareals (eine imaginäre Fläche von 20 x 20 cm in der Mitte des 

Areals) dokumentiert.  
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 2.7.2 Elevated Plus Maze 

Das Elevated Plus Maze ist ein klassischer Versuch zur Untersuchung der Ängstlichkeit bei 

Nagetieren, der darauf beruht, dass sich Mäuse im Schutz einer Wand sicherer fühlen als im 

freien Raum. Der Versuch wird in einem Plus-förmigen Versuchsareal durchgeführt, wobei 

die vier Arme jeweils eine Länge von 30 cm mit einer Breite von 5 cm haben. Das Zentrum 

umfasst somit einen Bereich von 5 x 5 cm. Zwei gegenüberliegende Arme sind mit drei ca. 15 

cm hohen Wänden versehen (geschlossene Arme), während die anderen beiden Arme ledig-

lich eine minimal erhöhte Abschlusskante haben (offene Arme); zum Zentrum hin sind alle 

Arme offen. Die letzten ca. 5,5 cm der offenen Arme werden als sogenannter Randbereich 

bezeichnet. Unter für Mäuse nicht wahrnehmbarer roter Beleuchtung wird je eine Maus in 

das Zentrum gesetzt und darf sich für 5 Minuten frei bewegen. Während dieser Zeit wird 

das Laufverhalten der Maus mit dem Videosystem Viewer II (Biobserve) erfasst und die An-

zahl der Eintritte in die verschiedenen Arme sowie die zurückgelegte Strecke und die Auf-

enthaltsdauer in den Bereichen ausgewertet. Ein Eintritt in einen Arm erfolgt bei Überschrei-

ten einer imaginären Grenzlinie mit dem Körpermittelpunkt.  

 2.7.3 Y-Maze  

Der Y-Maze-Test ist ein klassischer Versuch zur Untersuchung des Arbeitsgedächtnisses bei 

Nagetieren, da sie die Erkundung von unbekannten bzw. lange nicht besuchten Orten den 

bereits bekannten bzw. gerade besuchten vorziehen. Das Versuchsareal hat eine Ypsilon-

förmige Grundfläche, mit drei Armen von je 30 cm Länge, 8 cm Breite und 15 cm hohen 

Wänden. Dadurch entsteht ein dreieckiges Zentrum, in welches die Maus zu Beginn des Ver-

suches gesetzt wird. Unter schwacher Beleuchtung darf sie sich anschließend frei bewegen. 

Die Eintritte in die Arme werden dokumentiert; als Eintritt gilt dabei der Übertritt mit allen 

vier Pfoten über die imaginäre Grenzlinie. Der Versuch wird beendet, wenn die Maus 26 

Eintritte absolviert hat.  

 2.7.4 Social Interaction 

Der Social Interaction-Test erlaubt die Untersuchung des Sozialverhaltens und des räumlichen 

Lernens. Das Versuchsareal ist quadratisch (50 x 50 cm, 40 cm hohe Wände) und wird durch 
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eine Trennwand halbiert. Eine Öffnung in der Trennwand erlaubt den freien Durchgang zu 

beiden Bereichen. Spiegelsymmetrisch zueinander befindet sich jeweils ein perforiertes Be-

cherglas in einer äußeren Ecke beider Bereiche. In einem Becherglas befindet sich ein ge-

schlechtsreifes Weibchen, das andere Becherglas ist leer. Unter heller Beleuchtung wird nun 

ein Männchen so in das Versuchsareal gesetzt, dass es mit der Nase nur einige Zentimeter 

vom Weibchen-Becherglas entfernt ist. Auf diese Weise bemerkt das Männchen gleich zu 

Beginn die Anwesenheit des Weibchens und anschließend kann sich das Männchen für 20 

Minuten frei bewegen. Das Laufverhalten des Männchens wird über das Videosystem Vie-

wer II (Biobserve) aufgezeichnet und es wird die insgesamt zurückgelegte Strecke sowie die 

im Umkreis von ca. 6 cm um das Becherglas des Weibchens und das leere Becherglas ver-

brachte Zeit analysiert. Einen Tag später wird das Männchen erneut in dasselbe Versuchsa-

real gesetzt, mit dem Unterschied, dass nun beide Bechergläser leer sind. Erneut darf sich 

das Männchen für 20 Minuten frei bewegen und die zuvor genannten Parameter werden 

wiederum analysiert. Die bei diesem Versuch verwendeten Weibchen werden zur Vermei-

dung von Stress höchstens zweimal am Tag eingesetzt.  

 2.7.5 Fear Conditioning  

Beim Fear Conditioning können die Gedächtnis- bzw. Lernleistung untersucht werden, indem 

das Versuchstier den Zusammenhang zwischen einer Umgebung und einem Stromschlag 

lernen und erinnern soll. Dazu wird die Maus in ein rechteckiges Versuchsareal (22 x 28 cm, 

15 cm hohe Wände) gesetzt, welches Bestandteil des TSE Multiconditiong System (TSE Sys-

tems GmbH, Bad Homburg) ist. Der Boden besteht aus einem Metallgitter und hierüber er-

fährt die Maus nach einer zweiminütigen Habituationszeit drei Stromschläge (0,3 mA, 2 Se-

kunden zum Zeitpunkt 2:00, 2:40, 3:20). Zwanzig Sekunden nach dem letzten Stromschlag 

wird die Maus wieder in ihren Heimkäfig gesetzt. Während der gesamten Zeit wird durch 

das zugehörige Computerprogramm das sogenannte Freezing, das Verharren in Bewegungs-

losigkeit, zeitlich erfasst. Einen Tag danach wird die Maus erneut in dasselbe Versuchsareal 

gesetzt und über eine Dauer von 30 Minuten wird die Zeit erfasst, die die Maus in Bewe-

gungslosigkeit verharrt. Einen weiteren Tag danach wird die Maus für 4 Minuten in das Ver-

suchsareal gesetzt und das Freezing gemessen. Das Verharren in Bewegungslosigkeit ist eine 

Angstreaktion bei Nagetieren. Über den Ausdruck von Angst kann man Rückschlüsse da-



 
29 M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N  

rauf ziehen, ob das Tier die Umgebung mit der negativen Erfahrung des Stromschlages asso-

ziiert. Ein Tier, welches zu Lern- und Gedächtnisleistung fähig ist, wird am zweiten Tag 

deutlich mehr Zeit in Bewegungslosigkeit verbringen als während der Habituationsphase 

des ersten Tages. Da im Verlauf des 30-minütigen Aufenthalts im Versuchsareal an Tag 2 

kein Stromschlag erfolgt, erwartet man an Tag 3 eine geringere Dauer von in Bewegungslo-

sigkeit verbrachter Zeit. Hierdurch kann das Extinktionsvermögen beurteilt werden.  

 2.7.6 Inhibitory Avoidance Extinction  

In Ergänzung zum Fear Conditioning erlaubt auch der Inhibitory Avoidance Extinction-Versuch 

eine Beurteilung der Gedächtnis- bzw. Lernleistung sowie des Extinktionsvermögens. Das 

Versuchsareal ist Bestandteil des TSE Multiconditioning System (TSE Systems) und besteht 

aus einem hell erleuchteten quadratischen Areal (13 x 13 cm, 15 cm hohe Wände), welches 

durch eine elektrisch bedienbare Tür mit einem dunklen Areal (22 x 28 cm, 15 cm hohe 

Wände) verbunden werden kann. Der Boden besteht jeweils aus einem Metallgitter. Der 

Versuch basiert auf der Tatsache, dass Mäuse als nachtaktive Tiere dunkle Bereiche einer hell 

erleuchteten Umgebung vorziehen. Zu Beginn des Versuches wird die Maus in das helle 

Kompartiment gesetzt und nach 20 Sekunden öffnet sich die Tür zum dunklen Bereich. Es 

wird nun über das zugehörige Computerprogramm die Zeit gemessen, die bis zum Übertritt 

der Maus in das dunkle Kompartiment vergeht (Latenzzeit). Im dunklen Kompartiment er-

hält die Maus eine Sekunde nach dem Betreten einen Stromschlag (0,5 mA, 2 Sekunden) über 

das Metallgitter am Boden. Zwanzig Sekunden danach wird die Maus wieder in ihren 

Heimkäfig gesetzt. Sechs, 24 und 48 Stunden später wird dieselbe Maus wieder in das helle 

Kompartiment gesetzt und die Latenzzeit wird erneut gemessen. Jetzt erhält die Maus nach 

Übertritt in das dunkle Kompartiment keinen Stromschlag, sondern darf es für 90 Sekunden 

erkunden. Dadurch findet eine Extinktion des zuvor Gelernten statt und während die La-

tenzzeit nach 6 Stunden sehr hoch ist, verkürzt sie sich im weiteren Versuchsverlauf. Eine 

Maus, welche nach 10 Minuten noch nicht in das dunkle Kompartiment übergetreten ist, 

wird mit einer Karte vorsichtig hinübergeleitet, um ihr die Gelegenheit zu geben, das dunkle 

Kompartiment für 90 Sekunden zu erkunden.  
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2.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG 

Die statistische Auswertung der Proteinquantifizierungen in PSD-Proben und Proteinlysaten 

kultivierter Neurone erfolgte in Absprache mit der statistischen Beratung des Instituts für 

medizinische Biometrik und Epidemiologie (UKE) mit einem hierarchisch strukturierten 

linearen gemischten Modell unter Verwendung der auf Tubulin normierten und logarith-

mierten Werte mit dem Programm SPSS (IBM Corporation, Armonk, USA). Dabei wird die 

Anzahl der unabhängigen Versuche und Western Blot-Experimente berücksichtigt. Die sta-

tistische Auswertung des Körpergewichtes, Testesgewichtes, Dornenlänge und –breite und 

daraus gebildeter Quotient, Open Field, Elevated Plus Maze, Social Interaction und Fear Conditi-

oning erfolgte mit einer Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Programm SPSS. Die statistische 

Auswertung des Y-Maze-Versuchs erfolgte durch einen Einstichproben-T-Test mit dem Pro-

gramm SPSS. Beim linearen gemischten Modell, ANOVA und T-Test wurde ein Signifikanz-

niveau von α = 0,05 zugrunde gelegt. Die statistische Auswertung des Inihibitory Avoidance 

Extinction-Versuchs erfolgte durch die statistischen Beratung des Instituts für medizinische 

Biometrik und Epidemiologie (UKE) mit einem Überlebenszeitanalyse-Modell (Frailty-

Modell) unter Verwendung des Programms SAS (SAS Institute Corporation, Cary, USA). 

Der Stichprobenumfang ist im jeweiligen Abschnitt des Ergebnisteils angegeben.  
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3 ERGEBNISSE 

3.1 GENOTYPISIERUNG DER VERSUCHSMÄUSE 

Zur Genotypisierung der Versuchsmäuse wurde genomische DNA aus lysierten Schwanzbi-

opsien in einer PCR als Matrize eingesetzt. Bei der Fmr1-Genotypisierungs-PCR kommt es 

durch die Oligonukleotidpaare Fmr1s und Fmr2as bzw. Fmr1s und neo1as zur Synthese von 

274 bp- bzw. 590 bp-Amplifikaten, die für das WT-Allel bzw. das mutierte Fmr1-Gen mit 

einer eingefügten Neomycin-Kassette charakteristisch sind (Abbildung 3-1, A). Bei der Ana-

lyse des Shank1-Genotyps kommt es durch die Oligonukleotidpaare SA-fwd und Del-rev zur 

Bildung eines charakteristischen 239 bp-langen PCR-Produkts, während die Oligonukleo-

tidpaare SA-fwd und neo250-rev lediglich bei dem durch eine eingefügte Neomycin-Kassette 

veränderten Shank1-Gen zu einem 430 bp-langen Amplifikat führen (Abbildung 3-1, B). Zur 

Verifizierung erfolgte stets eine zusätzliche Bestimmung mit den Oligonukleotidpaaren LA-

rev und Del-fwd bzw. LA-rev und neo1556-fwd. Dabei wird bei einem WT-Allel durch erst-

genanntes Oligonukleotidpaar ein 360 bp-Amplifikat gebildet, während das mutierte Shank1-

Gen mit dem zweiten Oligonukleotidpaar zu einem 169 bp-langen PCR-Produkt führt 

(Abbildung 3-1, C). 

Abbildung 3-1. Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Amplifikaten der Genotypisierungs-PCR für die 

Gene Fmr1 und Shank1. Es sind jeweils die PCR-Produkte zweier Proben genomischer DNA (mit An-

gabe des Genotyps) und einer Wasserkontrolle sowie zusätzlich als Größenmarker ein 100 bp-Marker 

dargestellt. [A] Fmr1-Genotypisierung. Es wird bei einem Fmr1-Wildtyp-Allel ein PCR-Produkt charakte-

ristischer Größe (274 bp) synthetisiert, während das mutierte Gen zur Synthese eines größeren Ampli-

fikats (590 bp) führt. [B] Shank1-Genotypisierung mit den Oligonukleotiden SA-fwd, Del-rev, neo250-rev. 

Auch hier führt ein Shank1-Wildtyp-Allel zu einem Amplifikat charakteristischer Größe (239 bp), das 

mutierte Gen führt hingegen zur Synthese eines größeren PCR-Produkts (430 bp). [C] Shank1-

Genotypisierung mit den Oligonukleotiden LA-rev, Del-fwd, neo1556-fwd. Ein Shank1-Wildtyp-Allel führt 

zu einem 169 bp-Amplifikat das mutierte Gen führt hingegen zur Synthese eines 360 bp-PCR-Produkts. 

A B C 



 
32 E R G E B N I S S E  

3.2 ERZEUGUNG  DER FMR1-SHANK1-MÄUSE 

Durch die Verpaarung von FMRP-defizienten Weibchen mit heterozygoten Shank1-

Knockout-Männchen entstehen die sogenannten Fmr1-Shank1-Mäuse (Abbildung 3-2). Die 

Geschlechterverteilung in der Nachkommenschaft ist ausgewogen und sowohl bei der Ver-

erbung des Fmr1- als auch des Shank1-Genlokus zeigt sich die nach den klassischen Men-

del’schen Regeln zu erwartende Allelfrequenz. Mit durchschnittlich 6 Jungtieren liegt eine 

normale Wurfgröße vor (The Jackson Laboratory, C57BL/6J Datenblatt).  

Für unsere Analysen wurden von mehreren Zuchtpärchen männliche Geschwistertiere mit 

dem Genotyp Fmr1-/y Shank1+/+ (nachfolgend auch als F bezeichnet) und Fmr1-/y 

Shank1+/- (nachfolgend auch als FS bezeichnet) verwendet. Zusätzlich wurden bei einem Teil 

der Analysen Fmr1-/y Shank1+/+ -Mäuse der Elternlinie B6.129P2 (nachfolgend auch als FB bzw. 

FB-Mäuse bezeichnet) und Fmr1+/y Shank1+/--Mäuse aus der Shank1-Knockout-Linie (nachfol-

gend auch als S bezeichnet) verwendet. Wildtyp-Mäuse stammten aus der C57BL/6J-

Mauslinie der Versuchstierhaltung des UKE (nachfolgend auch als WT bezeichnet) 

3.3 VERIFIZIERUNG DER REDUKTION DER SHANK1-PROTEINKONZENTRATION 

Da in FMRP-defizienten Mäusen eine signifikant erhöhte Shank1-Proteinkonzentration in 

der PSD gefunden wurde (Schütt et al. 2009), soll versucht werden, dies durch eine zusätzli-

che Inaktivierung eines Shank1-Allels zu kompensieren. Um zu untersuchen, ob dies tatsäch-

Abbildung 3-2. Zucht der Fmr1-Shank1-Mäuse. Analysiert wurden 654 Nach-

kommen aus 108 Würfen. Der prozentuale Anteil der Geschlechter und der 

vier möglichen Genotypen innerhalb der Nachkommenschaft ist zusätzlich 

angegeben und die beobachtete Verteilung entspricht der klassischen Genetik. 
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lich zu einer Normalisierung der Shank1-Proteinkonzentration führt, wurde aus dem Vor-

derhirn Mäusen eine PSD-Fraktion gewonnen und Shank1 mittels Western Blot nachgewie-

sen. Hierbei konnte durch 3 unabhängige Präparationen in der PSD-Fraktion der FS-Mäuse 

nach Abgleich auf Tubulin eine durchschnittliche Shank1-Proteinkonzentration von 84 % des 

Wildtyp-Niveaus gefunden werden. Somit konnte die bei FMRP-Defizienz gefundene Erhö-

hung der Shank1-Konzentration durch die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels 

kompensiert werden.  

3.4 JUVENILES KÖRPERGEWICHT 

Bei FMRP-defizienten Menschen und Mäusen wurde ein erhöhtes juveniles Körpergewicht 

festgestellt (McLennan et al. 2011, Raspa et al. 2010, Pacey et al. 2011, Dölen et al. 2007). Um 

diesen Phänotyp für unsere Mäuse zu überprüfen, wurden sie am 30. Lebenstag gewogen. 

Das dabei erzielte durchschnittliche Gewicht von Wildtyp-Mäusen beträgt 17,3 g. Sowohl die 

F-Mäuse mit 19,1 g, als auch die FB-Mäuse mit 19,9 g haben gegenüber den WT-Tieren ein 

signifikant erhöhtes durchschnittliches Körpergewicht (Abbildung 3-3). Auch bei der zusätz-

lich zur FMRP-Defizienz eingeführten Inaktivierung eines Shank1-Allels lässt sich mit durch-

schnittlich 19,6 g ein signifikant erhöhtes Körpergewicht beobachten, sodass dies keinen Ein-

Abbildung 3-3. Juveniles Körpergewicht, Mittelwerte mit Standardfehler, n = 102 (WT), 106 

(F), 13 (FB), 95 (FS), 56 (S). ANOVA, Vergleich zu WT: p = <0,000 (F); 0,024 (FB), <0,000 

(FS); markiert durch Sternchen. Wildtyp-Niveau durch gestrichelte Linie gekennzeichnet. 

FMRP-Defizienz führt zu einer signifikanten Erhöhung des juvenilen Körpergewichtes ge-

genüber Wildtyp-Mäusen, wobei eine Inaktivierung eines Shank1-Allels keinen Einfluss hat. 

*** * 
*** 
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fluss auf diesen Phänotyp zu haben scheint. Dies wird bestätigt durch die Mäuse mit der 

alleinigen Inaktivierung eines Shank1-Allels, deren durchschnittliches Gewicht mit 17,1 g 

dem der Wildtyp-Mäuse entspricht.  

3.5 TESTESGEWICHT 

Sowohl beim Fragilen X-Syndrom als auch bei FMRP-defizienten Mäusen wurde ein erhöh-

tes Testesgewicht festgestellt (Berkovitz et al. 1986, Consortium 1994). Um dies für unsere 

Mäuse zu verifizieren und um die von uns neu generierten FMRP-defizienten Mäuse mit der 

zusätzlichen Inaktivierung eines Shank1-Allels zu analysieren, habe ich die Hoden von adul-

ten, 12 Wochen alten Mäuse präpariert und gewogen. Während das durchschnittliche 

Testesgewicht bei Wildtyp-Mäusen bei 0,194 g liegt, zeigt sich bei FMRP-defizienten Mäusen 

eine signifikante Erhöhung des Gewichts auf 0,245 g (F) bzw. 0,218 g (FB). Auch zwischen F 

und FB liegt ein signifikanter Unterschied im Testesgewicht vor. Weder die zusätzliche, noch 

die alleinige Ausschaltung eines Shank1-Allels beeinflusst das Testesgewicht: bei FS-Mäusen 

entspricht es mit 0,229 g etwa dem der F- und FB-Tiere und ist ebenfalls signifikant erhöht 

gegenüber den Wildtyp-Tieren; S-Mäuse haben mit 0,187 g ein den Wildtyp-Tieren entspre-

chendes Testesgewicht (Abbildung 3-4).  

Abbildung 3-4. Testesgewicht adulter Mäuse, Mittelwerte mit Standardfehler, n = 17 (WT); 9 

(F); 7 (FB); 13 (FS); 2 (S). ANOVA, Vergleich zu WT: p < 0,001 (F); 0,002 (FB); <0,001 

(FS); markiert durch Sternchen. F zu FB: p = 0,002. Vergleich zu S:  p < 0,001 (F); 0,019 

(FB); <0,001 (FS). Wildtyp-Niveau durch gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die FMRP-

defizienten Mäuse (F, FB und FS) zeigen ein signifikant erhöhtes Testesgewicht gegenüber 

Wildtyp-Tieren; die Inaktivierung eines Shank1-Allels hat dagegen keinen Einfluss. 

** 
*** *** 
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3.6 AKUSTISCH AUSGELÖSTE  KRAMPFANFÄLLE 

Die für FMRP-defiziente Mäuse publizierte starke Anfälligkeit für akustisch ausgelöste 

Krampfanfälle haben wir bei unseren Mäusen untersucht (Dölen et al. 2007, Pacey et al. 2009, 

Westmark et al. 2011, Thomas et al. 2011a). Dafür wurden 19-21 Tage alte, männliche Mäuse 

für zwei Minuten mit einem 120 dB–lauten Alarmsignal beschallt. Während dies bei keiner 

der untersuchten Wildtyp-Mäuse Krampfanfälle hervorrufen konnte, kam es bei einem An-

teil der Knockout-Mäuse zunächst zu einem wilden Laufverhalten, teilweise gefolgt von 

Krämpfen, Status epilepticus und Eintritt des Todes. Es erlitten 50,0 % (F) bzw. 83,3 % (FB) der 

Fmr1-Knockout-Mäuse Krämpfe, die zum Teil in den Status epilepticus mündeten und in 35,7 % 

(F) bzw. 41,7 % (FB) der Fälle zum Tode führten. Die zusätzliche Ausschaltung eines Shank1-

Allels veränderte diesen Phänotyp nicht, bei den FS-Mäusen hat ein Anteil von 50,0 % 

Krämpfe bis hin zum Status epilepticus erlitten und 25,0 % der FS-Mäuse verstarben (Tabelle 

3-1). Somit liegen die Werte der FS-Mäuse zwischen den Werten für F- und FB-Tiere und es 

kann für diesen Phänotyp keine Kompensation erreicht werden.  

 

  

Genotyp Tieranzahl wildes Laufen Krämpfe Status epilepticus Tod

WT 9 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %

F 14 50,0 % 42,9 % 35,7 % 35,7 %

FB 12 83,3 % 83,3 % 75,0 % 41,7 %

FS 12 50,0 % 50,0 % 50,0 % 25,0 %

Tabelle 3-1. Akustisch ausgelöste Krampfanfälle.  
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3.7 ANALYSE DENDRITISCHER DORNEN MITTELS GOLGI-COX-FÄRBUNG 

Um mögliche Veränderungen der dendritischen Dornen zu analysieren, wurden einzelne 

Neurone in Gehirnen von Wildtyp- und genetisch veränderten Mäusen im Alter von vier 

(juvenil) oder zwölf (adult) Wochen nach der Golgi-Cox-Methode gefärbt. Von der Golgi-

Cox-Färbung werden 1-10 % der Neurone erfasst, sodass eine Betrachtung einzelner Dendri-

ten möglich wird; Axone werden lediglich am Ansatz gefärbt. An 200 µm dicken Gehirn-

schnitten erfolgte die mikroskopische Analyse. Dabei betrachteten wir apikale Dendriten aus 

Ebene 2/3 des visuellen Cortex und unterschieden dabei zwischen proximalen (50-150 µm 

vom Soma entfernt) und distalen (150-250 µm vom Soma entfernt) Dendritenabschnitten 

(Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6).  

Abbildung 3-5. Schema eines sagitta-

len Schnittes durch das Mäusegehirn 

mit Darstellung des visuellen Cortex 

und Hervorhebung der Schicht 2/3 

durch dunkelgrüne Einfärbung. Modi-

fiziert nach Allen Mouse Atlas. 

Abbildung 3-6. Lichtmikroskopische Aufnah-

men des visuellen Cortex in verschiedenen 

Vergrößerungen. [A] 5x-Objektiv, das mar-

kierte Neuron wurde für die Analyse aus-

gewählt. [B) 20x-Objektiv. [C] 40x-Objektiv. 

[D] 63x-Objektiv, die dendritischen Dornen 

sind deutlich erkennbar. [E] schematische 

Darstellung eines Neurons mit Kennzeich-

nung der von uns untersuchten Bereiche. 

E 
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Pro Maus wurden 8-12 Dendriten analysiert; bei den Genotypen WT, F und FS wurden je-

weils je 3-4 juvenile und adulte Mäuse untersucht, während die Genotypen FB und S ledig-

lich anhand einer adulten Maus betrachtet wurden (Tabelle 3-2). Die Anzahl der untersuch-

ten Dornen pro Maus liegt zwischen 341 und 1225 Dornen für proximale und zwischen 291 

und 1261 Dornen für distale Abschnitte (Tabelle 3-3). Die Analyse erfolgte verblindet. 

Tabelle 3-2. Übersicht über die der Golgi-Cox-Analyse zugrunde liegende Dornenanzahl und Strecke 

der Dendriten je Genotyp und Alter. 

Alter Genotyp Tieranzahl proximal   distal 
      Dornenanzahl Strecke [µm]   Dornenanzahl Strecke [µm] 
                

juvenil 
  

WT 4 2196 2483 
 

2205 2287 
F 3 1940 2327 

 
2318 2474 

FS 3 2233 2347 
 

2411 2479 
  

adult 
  
  

WT 4 1938 2694 1190 1544 
F 3 2671 4197 2117 3066 
FS 3 2245 3529 1883 2572 
FB 1 541 787 612 792 
S 1 759 955 876 953 

 

Tabelle 3-3. Übersicht über die Anzahl der ausgewerteten Dornen je Tier unter Angabe des Geno-

typs und der bei der verblindeten Auswertung verwendeten Codierungsnummer. 

Alter Maus Dornenanzahl 
    proximal distal 

juvenil 

WT 6 396 429 
WT 9 489 291 
WT 19 904 402 
WT 17 415 427 
      

F 8 410 376 
F 15  700 432 
F 16 844 1262 
      

FS 5 341 384 
FS 14 672 617 
FS 18 1225 1100 

        

adult 

WT 22 358 326 
WT 20 794 / 
WT 27 786 864 
      

F 25 392 372 
F 21 726  / 
F 26 428 498 
F 34 552 578 
F 38 573 669 
      

FS 23 676 716 
FS 24 740  / 
FS 35 442 633 
FS 41 387 534 
      

FB 37  541 612 
      

S 28 759 876 
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 3.7.1 Dornendichte 

Bei juvenilen und adulten Mäusen wurde die Dichte dendritischer Dornen in den proxima-

len und distalen Dendritenabschnitten bestimmt. Bei den adulten Mäusen wurde zusätzlich 

zu den Genotypen WT, F und FS jeweils eine FB- und S-Maus betrachtet. Für die Auswer-

tung wurde je Maus der Quotient aus der Gesamtanzahl der gezählten Dornen und der Ge-

samtstrecke gebildet, und hieraus je Genotyp ein Mittelwert für die durchschnittliche Dor-

nendichte errechnet. Bei juvenilen Mäusen ergibt sich für proximale Bereiche eine durch-

schnittliche Dornendichte von etwas unter 1 Dorn/µm (WT: 0,97: F: 0,86; FS: 0,92 Dornen/µm; 

Abbildung 3-7, A) Bei allen Genotypen ist die durchschnittliche Dornendichte für distale 

Dendritenabschnitte minimal, aber nicht signifikant höher als für proximale Abschnitte (WT: 

0,98; F: 0,92; FS: 1,00 Dornen/µm). Allerdings gibt es keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Genotypen. Bei adulten Mäusen ist die durchschnittliche Dornendichte etwas ge-

ringer als bei juvenilen (Abbildung 3-7, B). Auch hier ist die Dornendichte in den proximalen 

Dendritenabschnitten etwas geringer (WT: 0,70; FB: 0,69; F: 0,64; FS: 0,64; S: 0,79) als in den 

distalen Dendritenabschnitten (WT: 0,73; FB: 0,77; F: 0,70; FS: 0,74; S: 0,92), wobei der Unter-

schied nicht signifikant ist. Die Genotypen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. 

Die eine untersuchte S-Maus zeigt eine leicht erhöhte Dornendichte. Zusammenfassend hat 

weder der FMRP-Verlust noch die Reduktion der Shank1-Konzentration einen signifikanten 

Einfluss auf die Dornendichte.  

A 

Abbildung 3-7. Dichte dendritischer Dornen, Mittelwerte mit Standardfehler. Weder bei juvenilen noch 

bei adulten Mäusen gibt es signifikante Unterschiede in der Dornendichte zwischen den Genotypen 

und zwischen proximalen und distalen Dendritenabschnitten. [A] Juvenile Mäuse, n = 4 (WT), 3 (F), 

3 (FS). [B] Adulte Mäuse, n = 4 (WT), 3 (F), 3 (FS), 1 (FB), 1 (S). 

B 
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 3.7.2 Dornenmorphologie  

Zur Erfassung der Dornenmorphologie wurde die Länge und die maximale Breite der ein-

zelnen Dornen erfasst, und zusätzlich für jeden einzelnen dendritischen Dorn der Quotient 

hieraus gebildet. Je Genotyp WT, F und FS gehen etwa 2000 Dornen in die Auswertung ein 

(Tabelle 3-2). Zur grafischen Darstellung wurde eine Kurve der „kumulativen Prozente“ er-

stellt. Dabei wird der Anteil an Dornen, z.B. einer bestimmten Länge, als sich summierender 

Prozentwert angegeben. Bei den proximalen Dendritenabschnitten juveniler Mäuse 

(Abbildung 3-8, A) haben zum Beispiel ca. 35 % der Dornen eine Länge von maximal 1,0 µm; 

80 % der Dornen haben eine Länge von höchstens 2,0 µm. Am Verlauf der Kurve kann man 

erkennen, ob eher kurze oder eher lange Dornen vorliegen, da die Kurve entsprechend stei-

ler oder flacher verläuft. Eine Kurve der kumulativen Prozente wurde, mit Unterscheidung 

des Alters und des Dendritenabschnittes, je Genotyp für die Parameter Dornenlänge, Dor-

nenbreite und dem Quotienten erstellt. Eine große Darstellung der Kurven befindet sich im 

Anhang. Zusätzlich wurden für die analysierten Parameter Mittelwerte je Genotyp gebildet. 

3.7.2.1 Dornenlänge 

In den proximalen Dendritenabschnitten juveniler Mäuse haben bei den WT- und F- und 

auch FS-Mäusen ca. 80 % der Dornen eine Länge von höchstens 2,0 µm und die Kurven ku-

mulativer Prozente verlaufen sehr ähnlich. Auch die Mittelwerte der Länge proximaler Dor-

nen der verschiedenen Genotypen unterscheiden sich hier nicht signifikant voneinander (WT: 

1,361 µm; F: 1,368 µm: FS: 1,359 µm). Während sich für WT- und F-Mäuse das gleiche Bild in 

den distalen Dendritenabschnitten juveniler Mäuse ergibt, haben hier jedoch bei den FS-

Mäusen lediglich ca. 72 % der Dornen eine Länge von höchstens 2,0 µm (Abbildung 3-8, B). 

Das heißt, bei den FS-Mäusen ist ein größerer Anteil der Dornen länger als 2,0 µm. Auch der 

Mittelwert der Dornenlänge der FS-Mäuse ist signifikant höher als bei WT- und F-Tieren 

(WT: 1,341 µm; F: 1,354 µm; FS: 1,462 µm; Abbildung 3-8). Bei adulten Mäusen liegt weder in 

proximalen noch in distalen Dendritenabschnitten ein Unterschied in der Dornenlänge zwi-

schen WT- und F-Mäusen vor. In den proximalen Abschnitten adulter Mäuse weisen die FS-

Tiere signifikant längere Dornen als WT- und S-Mäuse auf (Abbildung 3-8, C. Mittelwerte 

der Dornenlänge: WT: 1,226 µm; F: 1,269 µm; FB: 1,271 µm; FS: 1,309 µm; S: 1,214 µm; Tabel-

le 3-4). In den distalen Dendritenabschnitten adulter Mäuse sind die  Dornen der FS-Mäuse 
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Abbildung 3-8. Dornenlänge an apikalen Dendriten des visuellen Cortex, Ebene 2/3. n = 4 (WT), 3 

(F), 3 (FS) bei juvenilen Mäusen und n = 4 (WT), 3 (F), 3 (FS), 1 (FB), 1 (S) bei adulten Mäusen. 

[A] Proximale Dendritenabschnitte juveniler Mäuse. [B] Distale Dendritenabschnitte juveniler Mäuse. 

[C] Proximale Dendritenabschnitte adulter Mäuse. [D] Distale Dendritenabschnitte adulter Mäuse.  

  WT 

   F 

   FS 

D

B A 

C 

signifikant kürzer als bei F-Mäusen (Abbildung 3-8, D. Mittelwerte der Dornenlänge: WT: 

1,253 µm; F: 1,283 µm; FB: 1,218 µm: FS: 1,226 µm: S: 1,258 µm; Tabelle 3-4).  

Zusammengenommen ist durch FMRP-Defizienz keine signifikante Veränderung der Dor-

nenlänge erkennbar. Die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels hingegen führt in 

zwei von vier analysierten Situationen (juvenil/distal, adult/proximal) zu längeren dendriti-

schen Dornen gegenüber Wildtyp-Tieren und in einer (juvenil/distal) gegenüber F-Mäusen. 

In distalen Dendritenabschnitten adulter Mäuse haben FS-Tiere kürzere Dornen als WT- und 

F-Mäuse. Der alleinige Verlust eines funktionellen Shank1-Allels führt in adulten Mäusen zu 

keiner Veränderung der Dornenlänge.  

Tabelle 3-4. Mittelwerte der Dornenlänge. Signifikante 

Unterschiede zu WT sind markiert durch ein Doppel-

kreuz; signifikante Unterschiede zu F-Mäusen durch ein 

Paragraphenzeichen. ANOVA, nachfolgend Angabe der p-

Werte. Juvenil/distal: WT zu FS: <0,001/F zu FS: <0,001; 

adult/proximal: WT zu FS: 0,002/FS zu S: 0,008; 

adult/distal nur im T-Test: F zu FS: 0,006/F zu FB: 0,034. 

  

Genotyp

proximal distal proximal distal

MW [µm] MW [µm] MW [µm] MW [µm]

WT 1,361 1,341 1,226 1,253

F 1,368 1,354 1,269 1,283

FB \ \ 1,271 1,218

FS 1,359 §# 1,462 # 1,309 §# 1,226

S \ \ 1,214 1,258

adult

Dornenlänge

juvenil



 
41 E R G E B N I S S E  

3.7.2.2 Dornenbreite 

In den proximalen Dendritenabschnitten juveniler Mäuse liegt kein signifikanter Unter-

schied in der Dornenbreite zwischen WT- und F-Mäusen vor, jedoch sind die Dornen der FS-

Mäuse signifikant schmaler gegenüber WT- und F-Mäusen (Abbildung 3-9, A: höhere Kurve 

der FS-Mäuse. Mittelwerte der Dornenbreite: WT: 0,580 µm; F: 0,574 µm; FS: 0,546 µm; Ta-

belle 3-5). In den distalen Dendritenabschnitten juveniler Mäuse sind sowohl die Dornen der 

FS- als auch der F-Mäuse signifikant schmaler als die der WT-Tiere (Abbildung 3-9, B. Mit-

telwerte der Dornenbreite: WT: 0,536 µm: F: 0,499 µm; FS: 0,505 µm; Tabelle 3-5). In proxima-

len Abschnitten adulter Tiere hingegen liegt erneut kein signifikanter Unterschied in der 

Breite dendritischer Dornen zwischen WT- und F-Tieren vor, und auch die Dornenbreite bei 

FS-Mäusen unterscheidet sich nicht signifikant von WT- oder F-Tieren. Hier hat lediglich die 

S-Maus signifikant schmalere Dornen als alle anderen Genotypen (Abbildung 3-9, C. Mittel-

wert der Dornenbreite: WT: 0,544 µm: F: 0,545 µm: FB: 0,564 µm; FS: 0,556 µm; S: 0,482 µm; 

Tabelle 3-5). In distalen Dendritenabschnitten adulter Mäusen schließlich unterscheidet sich 

die durchschnittliche Dornenbreite von FS-, FB- und S-Mäusen signifikant von der bei WT- 

und F-Mäusen ermittelten durchschnittlichen Dornenbreite; zwischen WT- und F-Mäusen 

liegt hier erneut kein signifikanter Unterschied in der Dornenbreite vor (Abbildung 3-9, D. 

Mittelwert der Dornenbreite: WT: 0,540 µm: F: 0,533 µm: FB: 0,574 µm; FS: 0,561 µm; S: 0,503 

µm; Tabelle 3-5).  

 

 

Genotyp

proximal distal proximal distal

MW [µm] MW [µm] MW [µm] MW [µm]

WT 0,580 0,537 0,544 0,540

F 0,575 # 0,499 0,545 0,533

FB \ \ 0,564 §# 0,574

FS §# 0,546 # 0,505 0,556 §# 0,561

S \ \ §# 0,482 §# 0,503

Dornenbreite

juvenil adult

Tabelle 3-5. Mittelwerte der Dornenbreite. Signifikante Unterschiede zu WT-Mäusen sind markiert 

durch ein Doppelkreuz; signifikante Unterschiede zu F-Mäusen durch ein Paragraphenzeichen. 

ANOVA, nachfolgend Angabe der p-Werte. Juvenil/proximal: WT zu F/FS <0,001; juvenil/distal: WT 

zu F/FS <0,001; adult/proximal: WT/F/FB/FS zu S <0,001; adult/distal: WT zu FS 0,005/WT zu FB 

0,001/WT zu S <0,001/F zu FB/FS/S: <0,001/FB/FS zu S: <0,001. 
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Zusammengenommen hat in unseren Analysen die FMRP-Defizienz keinen einheitlichen 

Einfluss auf die Dornenbreite, denn F- unterschieden sich von WT-Mäusen lediglich in einer 

von vier analysierten Situationen (juvenil/distal) durch signifikant schmalere Dornen, wäh-

rend FB-Mäuse sich von Wildtypen ebenfalls nur ein einer Untersuchungssituation 

(adult/distal) durch signifikant breitere Dornen unterschieden. Die zusätzliche Inaktivierung 

eines Shank1-Allels führt offenbar zu schmaleren dendritischen Dornen als bei Wildtyp-

Mäusen, was wir in zwei von vier analysierten Situationen (juvenil/proximal, juvenil/distal) 

festgestellt haben. In einer Untersuchungssituation (juvenil/proximal) haben FS-Mäusen 

auch signifikant schmalere Dornen als F-Tiere, in distalen Dendritenabschnitten adulter 

Mäuse hingegen signifikant breitere Dornen als WT- und F-Mäuse. Die alleinige Inaktivie-

rung eines Shank1-Allels führt in adulten Mäusen zu signifikant schmaleren dendritischen 

Dornen verglichen mit jenen von Wildtyp- und F-Tieren  
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Abbildung 3-9. Dornenbreite an apikalen Dendriten des visuellen Cortexes, Schicht 2/3. 

n = 4 (WT), 3 (F), 3 (FS) bei juvenilen Mäusen und n = 4 (WT), 3 (F), 3 (FS), 1 (FB), 1 (S) bei 

adulten Mäusen. [A] Proximale Dendritenabschnitte juveniler Mäuse. [B) Distale Dendritenabschnitte 

juvenilerr Mäuse. [C] Proximale Dendritenabschnitte adulter Mäuse. [D] Distale Dendritenabschnitte 

adulter Mäuse.  

A B 

D C 
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3.7.2.3 Quotient Dornenlänge/Dornenbreite 

Der Quotient aus Dornenlänge und Dornenbreite dient als ein Näherungswert für die Mor-

phologie des Dorns. Ein eher filopodienförmiger Dorn weist einen höheren, ein pilzförmiger 

Dorn hingegen einen niedrigeren Quotienten auf. Die durchschnittlichen Quotienten von 

WT- und F-Mäusen unterscheiden sich nur in einer Untersuchungssituation (juvenil/distal) 

signifikant voneinander. Die F-Tiere weisen hier einen höheren Quotienten auf und haben 

somit vermehrt filopodienförmige Dornen (Abbildung 3-10, B. Mittelwert des Quotienten: 

WT: 2,863 µm: F: 3,129 µm; FS: 3,300 µm; Tabelle 3-6). In den anderen drei Situationen stellen 

wir keinen Unterschied beim Quotienten aus Dornenlänge und Dornenbreite zwischen WT- 

und F-Mäusen fest. Die FB-Maus unterscheidet sich in proximalen Dendritenabschnitten 

adulter Tiere durch pilzförmigere Dornen signifikant von den F-Mäusen (Abbildung 3-10, C. 

Mittelwert des Quotienten: WT: 2,464 µm: F: 2,514 µm: FB: 2,345 µm; FS: 2,604 µm; S: 2,621 

µm; Tabelle 3-6), und in distalen Dendritenabschnitten adulter Tiere von WT- und F-Mäusen 

(Abbildung 3-10, D. Mittelwert des Quotienten: WT: 2,497 µm: F: 2,500 µm: FB: 2,227 µm; FS: 

2,270 µm; S: 2,614 µm; Tabelle 3-6).  

Die Dornen der FS-Mäuse weisen in proximalen Abschnitten juveniler Mäuse einen signifi-

kant höheren durchschnittlichen Quotienten auf als WT- und F-Mäuse, und sind somit eher 

filopodienförmig (Abbildung 3-10, A: niedrigere Kurve der FS-Mäuse; Mittelwert des Quoti-

enten: WT: 2,654 µm: F: 2,638 µm; FS: 2,761 µm). Auch in den distalen Abschnitten juveniler 

Mäuse ergibt sich für die Dornen von FS-Tieren ein signifikant höherer durchschnittlicher 

Quotient als bei WT-Mäusen (Abbildung 3-10, B; Tabelle 3-6). In proximalen Abschnitten 

adulter Tiere haben sowohl FS- als auch S-Mäuse einen signifikant höheren durchschnittli-

chen Quotienten als WT- und FB-Mäuse (Abbildung 3-10, C; Tabelle 3-6). In den distalen 

Abschnitten adulter Mäuse schließlich ergibt sich bei den FS-Mäusen ein signifikant niedri-

gerer durchschnittlicher Quotient als bei den WT- und F-Mäusen, was auf pilzförmigere 

Dornen hinweist.  

Die Dornen der S-Maus weisen bei dem untersuchten adulten Tier einen signifikant höheren 

durchschnittlichen Quotienten auf und sind somit eher filopodienförmig; wie auch für die 

FB- bleibt für die S-Maus zu beachten, dass nur eine einzige Maus analysiert wurde. 
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Tabelle 3-6. Mittelwerte des Quotienten Länge/Breite. Signifikante Unterschiede zu WT-Mäusen sind 

markiert durch ein Doppelkreuz; signifikante Unterschiede zu F-Mäusen durch ein Paragraphenzei-

chen. ANOVA, nachfolgend Angabe der p-Werte. Juvenil/proximal: WT zu FS 0,005/F zu FS 0,002; 

juvenil/distal: WT zu F/FS 0,000/F zu FS <0,001; adult/proximal: WT zu FS 0,012/WT zu S 0,040/F 

zu FB 0,044/FB zu FS 0,002/FB zu S 0,006; adult/distal: WT zu FB/FS <0,001/WT zu S 0,033/F zu 

FB/FS <0,001/F zu S: 0,022/FB/FS zu S: <0,001. 
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Abbildung 3-10. Quotient aus Dornenlänge und Dornenbreite an apikalen Dendriten des visuellen 

Cortexes, Ebene 2/3. n = 4 (WT), 3 (F), 3 (FS) bei juvenilen Mäusen und n = 4 (WT), 3 (F), 3 

(FS), 1 (FB), 1 (S) bei adulten Mäusen. [A]) Proximale Dendritenabschnitte juveniler Mäuse. [B) 

Distale Dendritenabschnitte juveniler Mäuse. [C] Proximale Dendritenabschnitte adulter Mäuse. [D] 

Distale Dendritenabschnitte adulter Mäuse.  

D C 

A B 

Genotyp

proximal distal proximal distal

MW [µm] MW [µm] MW [µm] MW [µm]

WT 2,654 2,863 2,464 2,497

F 2,638 # 3,129 2,514 2,500

FB \ \ § 2,345 §# 2,227

FS §# 2,761 §# 3,300 # 2,604 §# 2,270

S \ \ # 2,621 §# 2,614

juvenil adult

Quotient Länge/Breite
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Bei unseren Analysen von Dornenlänge, Dornenbreite und dem sich daraus ergebenden 

Quotienten finden wir zusammengenommen keine konstant vorhandene Veränderung bei 

Fmr1-Knockout-Mäusen gegenüber Wildtyp-Mäusen. Die FS-Mäuse jedoch zeigen in allen 

vier Untersuchungssituationen signifikant verschiedene Quotienten im Vergleich zu Wild-

typ- und in drei Situationen auch zu F-Mäusen. Während bei den juvenilen Mäusen und bei 

den proximalen Dendritenabschnitten adulter Tiere die FS-Mäuse signifikant höhere Quoti-

enten aufweisen als WT-Tiere und somit eher filopodienförmige Dornen haben, ist dies bei 

den distalen Dendritenabschnitten adulter Mäuse genau umgekehrt. Hier ist der mittlere 

Quotient der FS-Mäuse signifikant geringer als bei WT-Mäusen, was auf eher pilzförmige 

Dornen hinweist. Im Vergleich von F- und FS-Mäusen finden wir signifikante Unterschiede 

bei den juvenilen Mäusen, wobei hier die Quotienten der FS-Mäuse signifikant höher sind; 

die FS-Mäuse haben also eher filopodienförmige Dornen im Vergleich zu F-Tieren. Auch bei 

den distalen Dendritenabschnitten adulter Mäuse unterscheiden sich F- und FS-Mäuse signi-

fikant. Ebenso wie im Vergleich mit den Wildtyp-Tieren ist dabei der mittlere Quotient der 

FS-Mäuse signifikant geringer.  

3.8 OPEN FIELD 

Beim sogenannten Open Field-Versuch wird eine 

Maus in ein hell erleuchtetes, quadratisches Ver-

suchsareal gesetzt und das Laufverhalten durch 

eine Videokamera über die Dauer von 15 Minuten 

erfasst. Dabei werden bestimmte Zonen des Ver-

suchsareals unterschieden: das Zentrum um-

schreibt den mittleren Bereich; daran schließt sich 

mit einer Breite von 10 cm der Randbereich an; 

der Wandbereich schließlich umfasst die letzten 5 

cm bis zur jeweiligen Wand (Abbildung 3-11). 

Über die zurückgelegte Laufstrecke kann eine 

Aussage über die allgemeine Aktivität gemacht 

werden. Aus der Aufenthaltsdauer im Zentrum 

können Rückschlüsse über die Ängstlichkeit der 

Abbildung 3-11. Open Field-Areal mit 

Markierung der Zonen Zentrum, Randbe-

reich, Wand und Angabe der Entfernun-

gen. Im Open Field-Versuch wird die 

allgemeine Aktivität und Ängstlichkeit 

untersucht.  



 
46 E R G E B N I S S E  

Mäuse gezogen werden. Dies beruht auf der Tatsache, dass Mäuse tendenziell hell ausge-

leuchtete und freie Flächen meiden, da sie dort für mögliche Feinde gut sichtbar und ver-

gleichsweise schutzlos sind (Prut & Belzung 2003).  

Die Wildtyp-Mäuse legen während der untersuchten 15 Minuten eine durchschnittliche Stre-

cke von 6987 cm zurück, wohingegen alle Knockout-Mäuse signifikant geringere Strecken 

zurücklegen (F: 6138 cm, FB: 5986 cm, FS: 5744 cm, S: 6326 cm; Abbildung 3-12, A). Da von 

der ursprünglichen Fmr1-Knockout-Linie (FB) lediglich zwei Mäuse untersucht wurden, 

wird in der statistischen Analyse für diese Werte keine Signifikanz erzielt. Bei einer Auf-

schlüsselung in Intervalle von 5 Minuten wird deutlich, dass die Unterschiede zu Wildtyp-

Mäusen zu Beginn es Experiments am größten sind und sich die Werte der verschiedenen 

Genotypen im Verlauf des Versuches einander annähern (Abbildung 3-12, B). Zudem kann 

man gut den zu erwartenden Habituationseffekt beobachten: alle Mäuse sind anfänglich am 

aktivsten, da das neue Areal erkundet wird. Mit fortschreitender Zeit nimmt die Aktivität ab. 

Ein Kompensationseffekt des beobachteten Phänotyps der FMRP-defizienten Mäuse kann 

durch den zusätzlichen Shank1-Knockout nicht herbeigeführt werden: die FS-Mäuse legen 

eine ähnliche Strecke wie die F-Mäuse zurück.  

* ** 
*** 

Abbildung 3-12. Open Field-Ergebnisse. [A] Gesamte in den untersuchten 15 Minuten zurückge-

legte Strecke im Open Field-Test, Mittelwerte mit Standardfehler. Alle Knockout-Mäuse legen 

eine signifikant kürzere Strecke zurück als Wildtyp-Tiere (N = 20 (WT), 22 (F), 2 (FB), 24 (FS), 

20 (S). ANOVA, Vergleiche zu WT: p = 0,009 (F); <0,001 (FS); 0,045 (S). [B] Zurückgelegte 

Strecke im Open Field-Test in 5-Minuten-Intervallen, Mittelwerte mit Standardfehler. Anhand der 

mit der Zeit abnehmenden gelaufenen Strecke wird der Habituationseffekt deutlich. 

A B 
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Die im Zentrum des Areals verbrachte Zeit wird zur Beurteilung der allgemeinen Ängstlich-

keit herangezogen (Prut & Belzung 2003). Keine der untersuchten Knockout-Mäuse unter-

scheidet sich in diesem Parameter signifikant von Wildtyp-Tieren. Die F-Mäuse zeigen einen 

Trend zu einem längeren Aufenthalt im Zentrum, während bei den zwei untersuchten FB-

Mäusen eine kürzere Verweildauer im Zentrum vorliegt (Abbildung 3-13). Da die Werte sich 

in keinem Fall signifikant von den Wildtyp-Werten unterscheiden, kann man bei Fmr1-

Knockout-Mäusen von keinem Unterschied in Bezug auf die Ängstlichkeit im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen ausgehen. Die FS-Mäuse verbringen in etwa so viel Zeit im Zentrum wie 

Wildtyp-Mäuse. Mäuse mit einer alleinigen Inaktivierung eines Shank1-Allels verbringen 

signifikant weniger Zeit im Zentrum als F- und FS-Mäuse, doch der Unterschied zu WT-

Tieren ist mit einem p-Wert von 0,108 nicht signifikant. Da sich FMRP-defiziente Mäuse in 

diesem Parameter nicht signifikant von WT-Tieren unterscheiden, ist es nicht möglich, einen 

Kompensationseffekt bei FS-Mäusen zu beobachten.  

Abbildung 3-13. Im Zentrum verbrachte Zeit während des Open Field-Tests, Mittelwer-

te mit Standardfehler. Mäuse mit einem heterozygoten Shank1-Knockout verbringen 

signifikant weniger Zeit im Zentrum als FMRP-defiziente Mäuse mit oder ohne einen 

zusätzlichen heterozygoten Shank1-Knockout. (N = 20 (WT), 22 (F), 2 (FB), 24 (FS), 

20 (S). ANOVA, F zu S: p = 0,003; FS zu S: p = 0,018; markiert durch Sternchen). 

* 

** 
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3.9 Y-MAZE 

Das Y-Maze-Areal besteht aus drei Armen mit 

einem Zentrum (Abbildung 3-14). Mäuse kon-

trollieren ihre nähere Umgebung regelmäßig 

auf Veränderungen wie z. B. das Auftauchen 

von Nahrung oder Bedrohungen. Man erwar-

tet daher, dass sie in einem solchen Areal die 

Arme abwechselnd erkunden. Für den Test 

wird die Maus in das Zentrum gesetzt und 

solange beobachtet, bis sie insgesamt 26 Ein-

tritte in die Arme absolviert hat. Ein Eintritt ist 

definiert als ein erfolgter Übertritt mit allen 

vier Pfoten über die imaginäre Grenzlinie zwi-

schen Zentrum und Arm (gestrichelte Linien 

in Abbildung 3-14). Nachdem die Maus einen 

Arm betreten hat und wieder ins Zentrum zurückgekehrt ist, wird sie wiederum in einen der 

Arme eintreten. Bei einem funktionierenden Arbeitsgedächtnis erwartet man, dass die Maus 

sich als nächstes eher für den Arm entscheidet, dessen Inspektion am längsten zurück liegt. 

Wählt die Maus hingegen rein zufällig zwischen beiden Armen aus, betrüge die Auswahl-

wahrscheinlichkeit für jeden der beiden Arme jeweils 50 %. Wenn die Quote für die Auswahl 

des korrekten Armes (Korrektheitsquote) über 50 % liegt, bezeugt dies ein funktionierendes 

Arbeitsgedächtnis (Wahlsten 2001). Zusätzlich zur Bestimmung der Korrektheitsquote für 

die untersuchten Genotypen wurde auch die durchschnittliche Zeitspanne je Armwechsel 

bestimmt und zwischen den Genotypen verglichen.  

In unserer Untersuchung erzielten die Mäuse aller Genotypen Korrektheitsquoten oberhalb 

von 50 %, wenngleich die F-Mäuse minimal schlechter abschneiden und sehr knapp die 

rechnerische Signifikanzgrenze verfehlen (WT: 59 %, F: 57 %, FS: 61 %, S: 58 %; Abbildung 

3-15, A). Die Mäuse unterschiedlichen Genotyps unterscheiden sich nicht signifikant vonei-

nander, sodass bei dieser Untersuchung für die FMRP-defizienten Tiere kein spezifischer 

Phänotyp ausgemacht werden kann und keine Kompensation durch die zusätzliche Inakti-

vierung eines Shank1-Allels möglich ist.  

Abbildung 3-14. Y-Maze-Areal mit Markierung 

der drei Arme A, B, und C und des Zent-

rums, sowie Angabe der Entfernungen. Im Y-

Maze-Versuch wird das Arbeitsgedächtnis 

untersucht.  
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F-Mäuse zeigen einen Trend zu einer längeren durchschnittlichen Zeitspanne je Armwechsel 

und somit einer geringeren Armwechselfrequenz. Dies ist bei Mäusen mit der zusätzlichen 

Inaktivierung eines Shank1-Allels (FS) noch stärker ausgeprägt und stellt einen signifikanten 

Unterschied zu Wildtyp-Mäusen dar (WT: 14 s, F: 18 s, FS: 21 s, S: 17 s; Abbildung 3-15, B). 

Demnach wird hier keine Kompensation durch die zusätzliche Shank1-Inaktivierung erzeugt, 

sondern eine Verstärkung des Phänotyps. Bei Mäusen mit der alleinigen Inaktivierung eines 

Shank1-Allels (S) ist die durchschnittliche Zeitspanne je Armwechsel ebenfalls leicht, aber 

nicht signifikant erhöht im Vergleich zu WT-Tieren. 

Abbildung 3-15. Ergebnisse des Y-Maze-Versuchs. [A] Prozentualer Anteil korrekter Wechsel (Kor-

rektheitsquote), Mittelwerte mit Standardfehler. Signifikanzangaben im Vergleich zum Zufallswert 

von 50 %, markiert durch gestrichelte Linie. Alle Genotypen erzielen eine Korrektheitsquote ober-

halb von 50 %, was ein funktionierendes Arbeitsgedächtnis belegt, die F-Mäuse verfehlen aller-

dings knapp die Signifikanzgrenze (N = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). T-Test, p = 0,007 (WT), 

0,053 (F), <0,001 (FS), 0,014 (S); markiert durch Doppelkreuze. [B] Zeit je Armeintritt, Mittelwerte 

mit Standardfehler. F-Mäuse zeigen einen Trend zu langsameren Armwechsel, was bei FS-Mäusen 

noch stärker ausgeprägt ist und einen signifikanten Unterschied zu Wildtyp-Mäuse darstellt (N = 

14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). ANOVA, WT zu FS: p = 0,004 (markiert durch Sternchen); WT 

zu F: p = 0,089. 

# ### ## ** 

B A 
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3.10 ELEVATED PLUS MAZE 

Das Elevated Plus Maze ist ein vierarmiges Areal, 

wobei zwei mit Seitenwänden versehenen sind 

(geschlossenene Arme) und zwei Arme keine Sei-

tenwände haben (offene Arme, Abbildung 3-16). 

Die Maus wird zu Beginn des Versuchs in das 

Zentrum gesetzt und darf sich dann für 5 Minuten 

frei im Areal bewegen. Ihr Weg wird aufgezeich-

net und die Anzahl der Eintritte in die verschie-

denen Arme analysiert, wobei ein Armeintritt 

definiert wird als Überschreiten des Körpermit-

telpunktes der Maus über die imaginäre Grenze 

zwischen Zentrum und Arm. Da Mäuse freie Flä-

chen meiden und sich präferentiell in Nähe zu 

einer Wand aufhalten, erwartet man häufiger Eintritte in geschlossene Arme. Je nach ihrer 

Ängstlichkeit erkunden die Mäuse auch die offenen Arme in einem entsprechenden Ausmaß 

(Rodgers & Dalvi 1997).  

Bei allen untersuchten Knockout-Mäusen wurden im Untersuchungszeitraum von 5 Minu-

ten durchschnittlich weniger Armeintritte absolviert als bei Wildtyp-Mäusen (WT: 17; F: 13,6; 

FS: 12,7; S: 14,6; Abbildung 3-17, A), was die bereits im Open Field-Versuch beobachtete ge-

Abbildung 3-16. Elevated Plus Maze-Areal 

mit Angabe der verschiedenen Bereiche 

und Entfernungen. Mit dem Elevated Plus 

Maze-Test wird die Ängstlichkeit unter-

sucht.  

Abbildung 3-17. Armeintritte beim Elevated Plus Maze. [A] Anzahl der Armeintritte insgesamt und mit 

Anteil der offenen und geschlossenen Arme hieran; Mittelwerte mit Standardabweichung. [B] Anteil 

der Eintritte in offene und geschlossene Arme an der Gesamtanzahl an Eintritten; Mittelwerte. Es 

gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen (N = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). 

B A 



 
51 E R G E B N I S S E  

ringere Aktivität der Knockout-Mäuse bestätigt. Der prozentuale Anteil an Eintritten in offe-

ne Arme ist jedoch zwischen allen Genotypen ausgeglichen (Abbildung 3-17, B). Auch in 

Bezug auf die zurückgelegte Strecke (Abbildung 3-18) und die in dem jeweiligen Bereich 

verbrachte Zeit (Daten nicht dargestellt) gibt es zwischen den Genotypen keine signifikanten 

Unterschiede, weder bei absoluten noch anteiligen Werten. Daher kann man keine erhöhte 

Ängstlichkeit bei FMRP-defizienten Mäusen vermuten, auch die Inaktivierung eines Shank1-

Allels alleine oder in Kombination mit dem Fmr1-Knockout hat hierauf keinen Einfluss. 

3.11 SOCIAL INTERACTION 

Beim sogenannten Social Interaction-Test verwendet 

man ein quadratisches Areal, welches durch eine 

Wand halbiert wird (Abbildung 3-19). Mittig in der 

Trennwand befindet sich ein Durchgang, welchen die 

Maus frei passieren kann. In jeder Hälfte befindet sich 

in einer Ecke ein perforiertes, durchsichtiges Becher-

glas, sodass die Hälften spiegelsymmetrisch zueinan-

der aufgebaut sind. Der Test erstreckt sich über zwei 

Tage: am ersten Tag befindet sich in einem der beiden 

Bechergläser ein Weibchen, das andere ist leer. Eine 

Abbildung 3-19. Social Interaction-Areal 

mit Angabe der Bereiche und Entfer-

nungen, hiermit werden Sozialverhalten 

und räumliches Lernen untersucht. 

Abbildung 3-18. Zurückgelegte Strecke beim Elevated Plus Maze. [A] Zurückgelegte 

Strecke insgesamt und mit Anteil der verschiedenen Bereiche; Mittelwerte mit Stan-

dardfehler. [B] Anteil der zurückgelegten Strecke in den verschiedenen Bereichen an 

der Gesamtstrecke; Mittelwerte. Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Genotypen (n = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). 

A B 
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männliche Maus erkundet nun für 20 Minuten das Areal, und man erwartet, dass sie sich 

bevorzugt in der Nähe des Weibchens aufhält. Am zweiten Tag wird das Männchen erneut 

in dasselbe Versuchsareal gesetzt und darf es wieder für 20 Minuten erkunden – nun jedoch 

sind beide Bechergläser leer. Wenn sich das Männchen an die Erfahrungen des vorherigen 

Tages erinnern kann und ein normales Sozialverhalten hat, bevorzugt es den Quadranten, in 

welchem sich am Vortag das Weibchen befand.  

Alle untersuchten Knockout-Mäuse verbringen am ersten Tag signifikant mehr Zeit am Be-

cherglas des Weibchens als die Wildtyp-Mäuse (WT: 340 s; F: 495 s; FS: 472 s; S: 432 s; Abbil-

dung 3-20, A). Beim Vergleich zwischen dem sogenannten Weibchen-Becher und dem leeren 

Abbildung 3-21. Social Interaction: anteilig verbrachte Zeitspanne am Becherglas des Weibchens 

im Vergleich zum leeren Becherglas. Mittelwerte mit Standardfehler, n = 14 (WT), 14 (F), 14 

(FS), 13 (S). Sich durch Zufall ergebende Korrektheitsquote von 50 % ist durch eine gestrichelte 

Linie gekennzeichnet. [A] Tag 1. T-Test zwischen WT und F: p = 0,011; markiert durch Stern-

chen. T-Test für Vergleich zum Zufallswert von 50 %: p = 0,001 (WT); <0,001 (F); 0,001 (FS); 

<0,001 (S); markiert durch Doppelkreuze. [B] Tag 2. Keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Genotypen. 

A 

## 

* ### ## ### 

B 

** * 

A 

Abbildung 3-20. Social Interaction: verbrachte Zeitspanne am Becherglas des Weibchens. Mit-

telwerte mit Standardfehler, n = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). [A] Tag 1. T-Test im Ver-

gleich zu WT: p = 0,005 (F); p = 0,033 (FS); p = 0,039 (S). [B] Tag 2. Keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Genotypen.  

B 

* 
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Becher zeigt sich bei allen Genotypen eine signifikante Präferenz für den Becher mit dem 

Weibchen: von der insgesamt an beiden Bechern verbrachten Zeit hielten sich die Wildtyp-

Mäusen in 61,4 % der Zeit am Weibchen-Becher auf und die Knockout-Mäuse bevorzugen 

den Weibchen-Becher sogar in einem größeren Ausmaß (F: 61,4 %; FS: 69,6 %; S: 69,4 %; Ab-

bildung 3-21, A). Der Unterschied zwischen WT- und F-Mäusen ist signifikant.  

In den Ergebnissen des zweiten Testtages unterscheiden sich die Genotypen nicht voneinan-

der. Hierbei fällt auf, dass bei keinem Genotyp eine Bevorzugung des sogenannten Weib-

chen-Bechers zu beobachten ist (WT: 50 %; F: 53,4 %; FS: 51,2 %; S: 50 %, Abbildung 3-21, B). 

Dies entspricht nicht dem für Wildtyp-Mäuse typischen Versuchsergebnis. Der Versuch 

muss daher kritisch betrachtet werden, und es können lediglich aus den Ergebnissen des 

ersten Versuchstages Rückschlüsse auf das Sozialverhalten gezogen werden.  

Die Analyse der Laufstrecke beim Social Interaction-Test (Abbildung 3-22) liefert an beiden 

Tagen ein sehr ähnliches Bild wie der Open Field-Test. Auch beim Social Interaction -Test legen 

die Wildtyp-Mäuse eine signifikant längere Strecke zurück als die Knockout-Mäuse. Dabei 

legen die FS-Mäuse die geringste Strecke zurück, F- und S-Mäuse liegen mit ihren Werten 

dazwischen (zurückgelegte Strecke Tag 1: WT: 6043 cm; F: 5413 cm; FS: 5014 cm; S: 5681 cm).  

A 

** 

** 

*** 

Abbildung 3-22. Zurückgelegte Strecke beim Social Interaction-Test. Mittelwerte mit Standard-fehler, 

n = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). [A] Tag 1. ANOVA, Vergleich zu WT: p = 0,007 (F); <0,001

(FS); FS zu S: p = 0,006; markiert durch Sternchen. [B] Tag 2. ANOVA, Vergleich zu WT: p = 

0,001 (F); <0,001 (FS); F zu S: p = 0,006; FS zu S: p < 0,001; markiert durch Sternchen. 

B 

** *** 

** 
*** 
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Abbildung 3-23. Fear Conditioning-

Areal mit Angabe der Entfernungen. 

Beim Fear Conditioning wird Lernen 

und  Gedächtnis untersucht.  

3.12 FEAR CONDITIONING 

Beim Fear Conditioning befindet sich die Maus in einem 

rechteckigen Areal, dessen Boden aus einem Metallgit-

ter besteht, das unter Strom gesetzt werden kann 

(Abbildung 3-23). Die Maus erfährt nach einer zwei-

minütigen Habituationszeit einen Stromschlag. Wenn 

die Maus später erneut in das Areal gesetzt wird, erwar-

tet man, dass sie sich an die unangenehme Erfahrung 

erinnert und ängstlich reagiert. Dies äußert sich durch 

ein Verharren in Bewegungslosigkeit (Freezing). Die 

Maus wird daher 24 Stunden später (Tag 2) erneut in 

das Areal gesetzt – ohne dass ein Stromschlag erfolgt – und die Freezing-Zeit wird über eine 

Dauer von 28 Minuten erfasst. Dabei wird pro Minute der Anteil der Zeit bestimmt, den die 

Maus in Bewegungslosigkeit verbringt. Man erwartet einen stark erhöhten Freezing-Anteil zu 

Beginn des zweiten Tages im Vergleich zur Habituationsphase an Tag 1, welcher im Verlauf 

der 28 Minuten absinkt. Wenn die Maus 48 Stunden später (Tag 3) noch einmal in das Areal 

gesetzt wird, erfolgt eine Erfassung der Freezing-Zeit über eine Dauer von 4 Minuten. Hier 

erwartet man einen Freezing-Anteil, der anfänglich leicht höher liegt als der letzte Wert von 

Tag 2 und dann im Verlauf der 4 Minuten weiter absinkt (Kim & Jung 2006, Rudy et al. 2004).  

In der Habituationsphase am ersten Tag kann für die FMRP-defizienten Mäuse ein geringer 

Freezing-Anteil von unter 1 % ausgemacht werden, die anderen Genotypen zeigen kein Free-

zing (Abbildung 3-24, A); während also Wildtyp-Mäuse in dieser Situation keinerlei Freezing-

Verhalten zeigen, tritt dies bei FMRP-defizienten Mäusen minimal auf. An Tag 2 zeigen alle 

Genotypen entsprechend den Erwartungen erhöhte Freezing-Werte (Abbildung 3-24, B). Die 

FMRP-defizienten Mäuse mit und ohne zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels ver-

bringen dabei mehr Zeit in Bewegungslosigkeit als die Wildtyp-Mäuse und die S-Mäuse. 

Erwartungsgemäß nimmt der Freezing-Anteil bei allen Genotypen im Laufe der Zeit ab, da 

durch das Ausbleiben eines Stromschlages eine Extinktion eintritt. Dies sollte an Tag 3 an 

einem im Vergleich zum Endwert von Tag 2 zunächst wieder leicht höheren, dann aber sich 

wieder verringernden Freezing-Anteil sichtbar sein. Dies tritt an Tag 3 bei den analysierten 

WT-Mäusen im Unterschied zu den Knockout-Mäusen jedoch nicht im erwarteten Ausmaß 



 
55 E R G E B N I S S E  

Abbildung 3-25. Fear Conditioning. Mittelwerte, n = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 13 (S). Die mittle-

ren Freezing-Anteile von Tag 2 Minute 1-4 sind als 100% definiert. Die mittleren Freezing-

Anteile von jeweils 4 Minuten zu Mitte und Ende des Untersuchungszeitraums an Tag 2 und 

des Untersuchungszeitraums an Tag 3 sind relativ dazu angegeben. Die Steigerung des Free-

zing-Anteils an Tag 3 bei den Wildtyp-Mäusen ist untypisch. 

  WT 

   F 

   FS 

   S 

ein (Abbildung 3-24, C). Wenn man für jede Maus den mittleren Freezing-Anteil von Tag 2 

Minute 1-4 auf 100 % setzt, ist die relative Reduktion des Freezings im weiteren Verlauf von 

Tag 2 und an Tag 3 besser zu beobachten (Abbildung 3-25). Während an Tag 2 bei allen Ge-

notypen eine Reduktion der Freezing-Zeit auf 50-60  % stattfindet, fällt an Tag 3 eine uner-

wartete Steigerung bei den Wildtyp-Mäusen auf (Tag 3, WT: 92,9 %: F: 69,7 %; FS: 58,6 %; S: 

52,0 %). Die FMRP-defizienten Mäuse zeigen insbesondere im Freezing-Verhalten an Tag 2 

einen sich von den Wildtyp-Mäusen unterscheidenden Phänotyp, der aber nicht durch die 

zusätzliche heterozygote Shank1-Inaktivierung kompensiert wird. Die Mäuse mit der alleini-

gen heterozygoten Shank1-Inaktivierung zeigen an Tag 2 ein den Wildtyp-Mäusen ähnliches 

Freezing-Verhalten, jedoch nicht den unüblichen Anstieg an Tag 3.  

Abbildung 3-24. Fear Conditioning. Darstellung des prozentualen Anteils von in  Bewegegungslo-

sigkeit verbrachter Zeit pro Minute. Mittelwerte mit Standardfehler, n = 14 (WT), 14 (F), 14 (FS), 

13 (S). [A] Tag 1. [B] Tag 2. ANOVA des durchschnittlichen Freezing-Wertes, WT zu F: p = 

0,005; WT zu FS: p = 0,002; F zu S: p = 0,007; FS zu S: p = 0,003 [C] Tag 3. 
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B C A 



 
56 E R G E B N I S S E  

Abbildung 3-26. Inhibitory Avoidance 

Extinction-Areal mit Angabe der ver-

schiedene Bereiche und der Entfer-

nungen. Im Inhibitory Avoidance Ex-

tinction–Test wird das Lern- und Ex-

tinktionsvermögen untersucht.  

3.13 INHIBITORY AVOIDANCE EXTINCTION 

Bei diesem Versuch gibt es ein helles und ein dunk-

les Kompartiment, welche über einen Durchgang 

miteinander verbunden sind (Abbildung 3-26). Die 

Maus wird zu Versuchsbeginn in das helle Kompar-

timent gesetzt, und da Mäuse dunkle Bereiche den 

hellen vorziehen, wird erwartet, dass sie in das 

dunkle herüberwechseln wird. In diesem Versuch 

wird die Zeit gemessen, die die Maus im hellen Are-

al verbleibt, bevor sie in das dunkle Kompartiment 

wechselt. Sobald die Maus am ersten Tag in das 

dunkle Kompartiment übergetreten ist, erfährt sie 

dort über ein Metallgitter am Boden einen Strom-

schlag und wird 20 Sekunden später herausgenommen. In einem Abstand von 6, 24 und 48 

Stunden wird erneut die Latenzzeit gemessen, und nun erfährt die Maus im dunklen Kom-

partiment keinen Stromstoß, sondern verbleibt für 2 Minuten dort bevor sie herausgenom-

men wird. Dadurch findet eine Extinktion des zuvor Gelernten statt. Entsprechend des Lern-

erfolges erwartet man eine höhere Latenzzeit nach 6 Stunden gegenüber der Latenzzeit zum 

Zeitpunkt 0 Stunden, und entsprechend des Extinktionserfolges eine sich wiederrum redu-

zierende Latenzzeit nach 24 und 48 Stunden gegenüber des 6-Stunden-Wertes (Thomas et al. 

2011a, Dölen et al. 2007, Thomas et al. 2011b, Rudy et al. 2004).  

Bei Betrachtung der Latenzzeiten der Zeitpunkte 0 und 6 Stunden fällt auf, dass alle Genoty-

pen zum Zeitpunkt 6 Stunden deutlich höhere Latenzzeiten aufweisen (Abbildung 3-27, A 

und B). Daher kann man eine sehr gute Lern- bzw. Gedächtnisleistung für alle Genotypen 

konstatieren. Dabei fällt auf, dass zum Zeitpunkt 6 Stunden alle Knockout-Mäuse leicht hö-

here Latenzzeiten gegenüber den Wildtyp-Tieren aufweisen. Den Erfolg der zu diesem Zeit-

punkt erstmalig stattfindenden Extinktion des zuvor Gelernten kann man nach 24 Stunden 

überprüfen. Alle Genotypen mit Ausnahme von FB zeigen hier die erwartete Reduktion der 

Latenzzeit (Abbildung 3-27, C). Die FB-Mäuse fallen durch eine unverändert hohe Latenzzeit 

auf. Allerdings bleibt festzuhalten, dass der Stichprobenumfang mit nur 4 Mäusen auch 

deutlich geringer als bei den übrigen Genotypen ist. Die analysierten Wildtyp-Mäuse ver-
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zeichnen auch hier eine geringere Latenzzeit als die Knockout-Mäuse. Durch die zweite Ex-

tinktionsmaßnahme werden zum Zeitpunkt 48 Stunden weiter verringerte Latenzzeiten er-

zielt (Abbildung 3-27). Dabei bleiben die Knockout- erneut bei einem etwas höheren Wert als 

die Wildtyp-Mäuse. Die Extinktion des zuvor Gelernten scheint bei den Knockout-Mäusen 

weniger erfolgreich zu sein.  

Wenn man den 0-Stunden-Wert für jede Maus als sogenannten Basiswert berücksichtigt, 

zeigt sich in der statistischen Analyse (Überlebenszeitanalyse, Frailty-Modell) unter Betrach-

tung der Genotypen WT, F, FS, S und aller Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen 

WT- und F-Mäusen. Eine Analyse ohne Basiswert ergibt nicht nur einen signifikanten Unter-

schied zwischen WT- und F-Mäusen, sondern auch zwischen WT- und FS-, sowie WT- und 

S-Mäusen. F- und FS-Mäuse unterscheiden sich bei beiden Berechnungswegen nicht signifi-

kant voneinander, die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels scheint weder auf das 

Lernvermögen noch auf die Modifikation gelernten Wissens einen Einfluss zu haben. 

Abbildung 3-27. Inhibitory Avoidance Extinction. Wildtyp-Mäuse zeigen durchweg kürzere Latenzzei-

ten als die untersuchten Knockout-Mäuse. Mittelwerte mit Standardfehler, n = 13 (WT), 13 (F), 4 

(FB), 13 (FS), 13 (S). Statistische Auswertung von WT, F, FS, S mit Überlebenszeitanalyse (Frailty-

Modell) unter Verwendung des 0 Stunden-Wertes je Maus als Basiswert: WT zu F signifikant ver-

schieden. Ohne Verwendung eines Basiswertes: WT zu F, FS und S signifikant verschieden. [A] 

Zeitpunkt 0 Stunden. [B] Zeitpunkt 6 Stunden. [C] Zeitpunkt 24 Stunden. [D] Zeitpunkt 48 Stunden. 

A B 

D C 
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Der Unterschied zwischen Wildtyp-Mäusen und FMRP-defizienten Mäusen kann in diesem 

Experiment nicht durch die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels kompensiert wer-

den. Die Mäuse mit der alleinigen Inaktivierung eines Shank1-Allels zeigen einen ähnlichen 

Phänotyp wie die FMRP-defizienten Mäuse. Es wäre durchaus denkbar, dass es beim kom-

binierten Knockout (FS) zu einer Potenzierung käme, doch stattdessen liegen alle Genotypen 

in etwa auf einem Niveau.  

3.14 QUANTITATIVE ANALYSE VON SHANK1 IN ALLEN GENOTYPEN 

Um die Shank1-Proteinkonzentration von allen verwendeten Genotypen vergleichen zu 

können, wurden parallel zu den Verhaltensexperimenten 3-4 unabhängige PSD-

Präparationen des Vorderhirns von jeweils 3-4 Mäusen je Genotyp im Alter von 12-16 Wo-

chen durchgeführt. Die PSD-Fraktionen wurden in Western-Blot-Analysen eingesetzt, wobei 

die Shank1-Proteinkonzentration über spezifische Antikörper ermittelt wurde.  

Hierbei konnten wir die für die Ursprungslinie (FB) eine relative Shank1-Konzentration von 

145 % des Wildtyp-Niveaus finden und somit die zuvor publizierte signifikante Erhöhung 

der Shank1-Konzentration nachvollziehen (Schütt et al. 2009). Jedoch lag überraschender-

weise diese Erhöhung in den FMRP-defizienten Mäusen unserer neuen Linie (F) nicht vor, 

die F-Mäuse wiesen mit 105 % des Wildtyp-Niveaus eine unveränderte Shank1-

Konzentration in der PSD auf. Sowohl bei den FS-Mäusen als auch bei den S-Mäusen lag 

eine gegenüber Wildtypen niedrigere Shank1-Konzentration vor, wie es durch die Inaktivie-

rung eines Shank1-Allels in diesen Tieren auch zu erwarten ist (FS: 84 %; S: 83 %; (Abbildung 

3-28, A). Der Vergleich von F- und FS-Mäusen zeigt bei FS-Mäusen eine Reduktion der post-

synaptischen Shank1-Konzentration auf 80 % des Niveaus der F-Tiere.  

Um die Erhöhung der Shank1-Konzentration bei FB-Mäusen zusätzlich in einem anderen 

System zu verifizieren, wurden kultivierte Cortexneurone von Wildtyp- und Fmr1-

Knockout-Mäusen der ursprünglichen Linie (FB) untersucht. Auch hier konnte mit 163 % des 

Wildtyp-Niveaus eine signifikante Erhöhung der Shank1-Konzentration bei FMRP-Defizienz 

gefunden und die ursprüngliche Annahme für die FB-Mäuse bestätigt werden (Abbildung 

3-28, B).  
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Abbildung 3-28. Quantitative Bestimmung von Shank1. [A] Shank1 in der PSD. Darstellung der 

Mittelwerte der Mittelwerte von 3 (WT) bzw. 4 (F, FB, FS) bzw. 2 (S) unabhängigen Präparatio-

nen des Vorderhirns von jeweils 3-4 Mäusen und Bestimmung der relativen Shank1-

Konzentration in den PSD-Fraktionen durch mindestens 7 Western Blot-Analysen je Präparation. 

Statistische Analyse mit einem hierarchisch strukturierten linearen gemischten Modell, WT zu 

FB und FS: p < 0,001; WT zu S: p = 0,004; F zu FB und FS: p < 0,001; F zu S: p = 0,013; 

FB zu FS und S: p < 0,001. [B] Shank1 in kultivierten Cortexneuronen der Maus. Darstellung 

der Mittelwerte von 2  unabhängigen Präparationen und Bestimmung der relativen Shank1-

Konzentration im Rohlysat durch 4 bzw. 9 Western Blot-Analysen je Präparation. Statistische 

Analyse mit einem hierarchisch strukturierten gemischten Modell, p < 0,001. 

B A 
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4 DISKUSSION 

Das Fehlen des Proteins FMRP führt beim Menschen zu einem charakteristischen Krank-

heitsbild, welches unter der Bezeichnung Fragiles X-Syndrom zusammengefasst wird. Be-

troffene zeigen u. a. faziale Auffälligkeiten, juveniles Übergewicht, gegebenenfalls Mak-

roorchidismus, eine Neigung zu Krampfanfällen sowie eine unterschiedlich stark ausgepräg-

te mentale Retardierung (De Arce & Kearns 1984, Bhakar et al. 2012). In Neuronen des Ge-

hirns wird FMRP eine regulatorische Funktion bei der lokalen Translation im Dendriten zu-

gesprochen. In Abwesenheit von FMRP wurde u. a. das Protein Shank1 in postsynaptischen 

Bereichen in einer erhöhten Konzentration gefunden (Schütt et al. 2009). In vivo interagiert 

FMRP mit der Shank1-mRNA (Schütt et al. 2009, Darnell et al. 2011) und reprimiert vermut-

lich ihre Translation. Shank1 kommt als einem der Hauptgerüstproteine des postsynapti-

schen Proteinnetzwerks eine wesentliche Rolle für Form und Funktion der Postsynapse zu 

(Boeckers et al. 2002). Um die Rolle einer erhöhten Shank1-Konzentration für die Pathologie 

des Fragilen X-Syndroms zu untersuchen, habe ich im Rahmen meiner Promotion gentech-

nisch veränderte Mäuse erzeugt, welche FMRP-defizient sind und nur ein funktionsfähiges 

Shank1-Allel besitzen. Dadurch wird die Shank1-Gendosis der Mäuse halbiert. Auf diese 

Weise soll die durch FMRP-Abwesenheit hervorgerufene Erhöhung der Shank1-

Konzentration kompensiert werden. Im weiteren Verlauf wurde durch Analysen der Dor-

nendichte und -morphologie sowie des Verhaltens der Mäuse untersucht, ob diese molekula-

re Kompensation zu einer Normalisierung des FXS-Phänotyps beitragen kann und eine Re-

gulation des postsynaptischen, aktiven Shank1 somit einen möglicher Therapieansatz bei 

FXS darstellt.  

In den Analysen wurden Fmr1(-/y)Shank1(+/+)- und Fmr1(-/y)Shank1(+/-)-Geschwistertiere (F bzw. 

FS) verglichen. Diese Mäuse entstanden aus mehreren Verpaarungen von Fmr1(-/-)Shank1(+/+)-

Weibchen unserer schon länger bestehenden Fmr1-Knockout-Linie B6.129P2 (FB) mit 

Fmr1(+/y)Shank1(+/-)-Männchen (S) aus der Shank1-Knockout-Linie. Die F- und FS-Tiere wurden 

in allen Fällen mit männlichen Wildtyp-Mäusen desselben genetischen Hintergrundes 

(C57BL/6J) aus einer separaten Zuchtlinie (WT) verglichen. Teilweise erfolgte auch ein Ver-

gleich mit männlichen S- und FB-Mäusen.  
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In früheren Untersuchungen der FB-Mäuse wurde eine signifikante Erhöhung der postsy-

naptischen Shank1-Konzentration im Vergleich zu WT-Tieren gefunden (Schütt et al. 2009). 

Dies konnte auch in der aktuellen Arbeit reproduziert werden. Jedoch konnte der Anstieg 

der postsynaptischen Shank1-Konzentration für die aus der Verpaarung mit einem 

S-Männchen neu generierten F-Mäuse nicht gezeigt werden. Da alle Mäuse in derselben 

Tierhaltungsbarriere gehalten wurden, gab es keine Unterschiede in der Aufzucht. Somit ist 

eine genetische Ursache für die voneinander abweichenden Ergebnisse der postsynaptischen 

Shank1-Konzentration anzunehmen. Entweder wird die Erhöhung der postsynaptischen 

Shank1-Konzentration in den FB-Mäusen nicht durch den FMRP-Verlust verursacht, oder in 

den F-Mäusen wird durch das Zusammenspiel mit anderen Genlozi des genetischen Hinter-

grundes eine Kompensation erzielt. Ersteres wäre ein vorstellbares Szenario, da in den Un-

tersuchungen der FB-Tiere keine Wildtyp-Geschwistertiere zum Vergleich herangezogen 

wurden. Zwar haben die von The Jackson Laboratories erworbenen Fmr1-Knockout-Mäuse 

(Lagernummer 003025) als genetischen Hintergrund die C57BL/6J-Linie, doch getrennt ge-

führte Linien können sich nach einigen Generationen durch genetische Drift und Mutationen 

unterscheiden (Papaioannou & Festing 1980, de Brito et al. 2005, Taft et al. 2006, Casellas & 

Medrano 2008, Casellas 2011). The Jackson Laboratories schätzt, dass sich durch genetische 

Drift bereits nach 10 Generationen Veränderungen zwischen zwei Linien herausbilden kön-

nen. Die C57BL/6J-Zucht des UKE wird spätestens alle 10 Generationen durch den Kauf 

neuer Tiere neu aufgebaut (QM-Handbuch VTH UKE) und die aktuelle Linie wurde 2010 

mit Mäusen von The Jackson Laboratories gestartet. Vor 2010 wurde die C57BL/6J-Zucht mit 

Mäusen von Charles River betrieben. Dies ist der offizielle Vertreiber der C57BL/6J-Mäuse 

von The Jackson Laboratories in Europa, und nach eigenen Angaben besteht kein Unter-

schied zwischen den C57BL/6J-Mäusen von Charles River und denen direkt von The Jackson 

Laboratories. Dennoch kam es bei den C57BL/6J-Mäusen von Charles River zweimalig (2008 

und 2009) zum Auftreten von Ataxien. Die direkt von The Jackson Laboratories gekauften 

Tiere hingegen zeigen dieses Problem nicht, sodass man dennoch in Betracht ziehen könnte, 

dass Unterschiede zwischen den Mäusen vorliegen. The Jackson Laboratories verwendet seit 

2004 alle fünf Generationen (ungefähr alle 18 Monate) kryokonservierte Embryonen, mit 

denen die Zucht jeweils erneuert und auf diese Weise die genetische Drift unterbunden wird 

– wenigstens so lange, wie Embryonen aus derselben Verpaarung vorrätig sind (Taft et al. 

2006). Aber auch dies garantiert nicht eine absolute genetische Stabilität der Linie, da die 
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kryokonservierten Embryonen kein komplett identisches Genom besitzen und dieses Ver-

fahren auch nicht vor Veränderungen durch Mutationen schützen kann (Casellas 2011). Für 

männliche Mäuse wurde eine Mutationsrate pro Generation von durchschnittlich 0,9 Basen-

paaren des effektiven Genoms berechnet, wobei beim effektiven Genom nur der Anteil der 

Gene berücksichtigt wird (Drake et al. 1998). Mutationen stellen somit durchaus einen ernst 

zu nehmenden Einfluss dar (Stevens et al. 2007, Drake et al. 1998). Im Juni 2007 erfolgte die 

letzte Einkreuzung von C57BL/6J-Mäusen von Charles River in die ursprüngliche Fmr1-

Knockout-Linie (B6.129P2). Obwohl von der Versuchstierhaltung des UKE als auch von The 

Jackson Laboratories der höchstmögliche Aufwand betrieben wird, die Mäuse genetisch zu 

konservieren, sind die Wildtyp-Tiere zum jetzigen Zeitpunkt mit jenen, die 2007 bei der 

letztmaligen Einkreuzung verwendet wurden, natürlich nicht absolut identisch. Und da die 

ursprüngliche Fmr1-Knockout-Linie B6.129P2 bis zum Beginn der ersten Versuche 2010 für 

mindestens zehn Generationen separat geführt wurde, kann es zu genetischer Drift und Mu-

tationen gekommen sein. Letztlich ist es möglich, dass sich die FB-Mäuse von den zum Ver-

gleich aus einer separaten Linie herangezogenen Wildtyp-Mäusen in mehr als nur dem inak-

tivierten Fmr1-Gen unterscheiden. Insofern kann die beobachtete Shank1-

Konzentrationserhöhung in der FB-Linie auch andere genetische Ursachen haben und muss 

nicht durch die Inaktivierung des Fmr1-Gens verursacht worden sein. Genauso können sich 

F-, FS- und S-Mäuse in mehr als den bekannten Mutationen von den Wildtyp-Tieren unter-

scheiden. Falls man also doch davon ausginge, die FMRP-Defizienz sei ursächlich für die 

erhöhte Shank1-Konzentration, könnte wiederum ein leicht unterschiedlicher genetischer 

Hintergrund der F-Mäuse eine Normalisierung dieses Phänotyps herbeigeführt haben. Dies 

alles bleibt Spekulation und es zeigt, wie wichtig ein Vergleich von Geschwistertieren ist, da 

auf diese Weise ein höchstmögliches Maß an Uniformität des genetischen Hintergrundes 

gewährleistet werden kann; bei einer solchen Analyse auftretende Unterschiede wären mit 

höherer Sicherheit alleinig auf die bekannte Mutation zurückzuführen. 

In meiner Arbeit habe ich zum Vergleich von F- und FS-Mäusen Geschwistertiere eingesetzt. 

Diese Tiere sollten somit genetisch sehr ähnlich sein, abgesehen vom mutierten Shank1-Allel, 

sodass alle beobachteten Unterschiede zwischen den Mäusen hierin begründet sein sollten. 

Die untersuchten Wildtyp-Mäuse sind keine Geschwistertiere der F- und FS-Mäuse, sondern 

Mäuse einer separaten UKE-Zuchtlinie, die nominell einen identischen genetischen Hinter-
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grund besitzt (C57BL/6J). Die S-Mäuse haben vermutlich ebenfalls einen C57BL/6J-

Hintergrund und stammen aus dem Labor von Tobias Böckers (Universität Ulm) und ur-

sprünglich aus dem Labor von Morgan Sheng (Massachusetts Institute of Technology, USA). 

Diese Mäuse wurden nicht am UKE mit den Mäusen der C57BL/6J-Zuchtlinie zurückge-

kreuzt. Die unterschiedlichen Zuchtlinien können sich trotz eines nominell identischen gene-

tischen Hintergrunds aufgrund von Drift und Mutationen voneinander unterscheiden. Theo-

retisch wäre es uns möglich, zusätzlich zu den F- und FS-Mäusen auch WT- und S-

Geschwistertiere zu generieren: hierfür müssten sowohl Weibchen als auch Männchen in 

beiden Genlozi hetero- bzw. hemizygot sein. Statistisch wären 6,25 % der Nachkommen 

männliche Wildtyp-, 6,25 % männliche F-, 12,5 % männliche FS- und 12,5 % männliche S-

Mäuse. Um von jedem Genotyp mindestens 10 Tiere zu erhalten, müsste man rechnerisch 

160 Nachkommen generieren; dies entspräche ca. 27 Würfen. Für die verhaltensbiologischen 

Untersuchungen sollten die Mäuse zudem ein ähnliches Alter haben, die Würfe müssten also 

in einem Zeitfenster von höchstens 10 Wochen geboren werden. Um auf die benötigten Tier-

zahlen zu kommen, wären mehrere Zuchtpärchen notwendig. Daher muss zunächst sicher-

gestellt sein, dass alle beteiligten Linien (WT, FB, S) als Inzuchtlinien mit über 20 Generatio-

nen Bruder-Schwester-Verpaarungen vorliegen. In einer so erzeugten Inzuchtlinie sind die 

Mäuse, allerdings ohne Beachtung einer eventuellen genetischen Drift, statistisch zu 98,6 % 

genetisch gleich (Silver 1995, Green 1981). Nachkommen von zwei Inzuchtlinien (Hybride) 

sind genetisch als gleich zu betrachten, sofern die Verpaarungen in derselben Richtung und 

nicht reziprok erfolgten (Green 1966, Silver 1995). Somit könnten man von so erzeugten Hyb-

riden, die in den Fmr1- bzw. Shank1-Genlozi hetero- bzw. hemizygot sind, mehrere Ge-

schwistertiere für Verpaarungen einsetzen. Es wären dann nicht alle Versuchstiere unterei-

nander tatsächlich Geschwister, aber es wäre die bestmögliche Strategie, damit die Ver-

suchsmäuse genetisch so uniform wie möglich sind. Dies ist allerdings mit sehr hohem 

Zuchtaufwand verbunden, und könnte in Bezug auf den zeitlichen Rahmen, die Käfiganzahl 

und die finanziellen Mittel problematisch sein. In Anbetracht der besseren Vergleichbarkeit 

der Genotypen untereinander wäre diese Zuchtstrategie dennoch eine in Betracht zu ziehen-

de Vorgehensweise. Für die durchgeführten Untersuchungen gilt, dass ein guter Vergleich 

zwischen F- und FS-Mäusen möglich ist und beim Vergleich zu WT- und S-Mäusen ein Ein-

fluss unbekannter genetischer Faktoren in Betracht gezogen werden muss.  
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Die Inaktivierung eines Shank1-Allels führte unabhängig von der Funktionalität des Fmr1-

Gens zu einer ähnlichen Reduktion der Shank1-Proteinmenge auf 84 % (FS) bzw. 83 % (S) 

des Wildtyp-Niveaus und 80 % (FS) bzw. 79 % (S) des Niveaus der F-Tiere. Obwohl die 

Shank1-Gendosis halbiert wurde, konnte eine Proteinkonzentration weit oberhalb von 50 % 

aufrechterhalten werden. Hierbei kann eine veränderte Regulation zu einer gesteigerten 

Transkriptionsrate des intakten Shank1-Allels, einer gesteigerten Translationsrate der Shank1-

mRNA oder einer veränderten Abbaurate des Proteins geführt haben, und somit eine teil-

weise Kompensation ermöglicht haben.  

Die Analyse des juvenilen Körpergewichtes ergab bei FMRP-defizienten Mäusen eine signi-

fikante Erhöhung im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung 

mit vorherigen Untersuchungen an Mäusen und Menschen (Consortium 1994, Raspa et al. 

2010). Die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels verändert diesen Phänotyp nicht, die 

FS-Mäuse haben wie die F-Mäuse ein erhöhtes juveniles Körpergewicht. Auch die alleinige 

Inaktivierung eines Shank1-Allels verändert das Körpergewicht nicht, die S-Mäuse sind ähn-

lich schwer wie WT-Tiere, was in Übereinstimmung mit der Literatur ist (Silverman et al. 

2011). Das Testesgewicht ist bei FMRP-Defizienz signifikant erhöht, was ebenfalls in Über-

einstimmung mit vorherigen Untersuchungen an Mäusen und Menschen ist (Berkovitz et al. 

1986, Consortium 1994). Die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels beeinflusst dieses 

Merkmal nicht, das Hodengewicht ist bei FS-Mäusen wie auch bei den F-Mäusen signifikant 

erhöht gegenüber Wildtyp-Tieren. Die FMRP-defizienten Mäuse der beiden unterschiedli-

chen Linien unterscheiden sich leicht voneinander – die Erhöhung des Testesgewicht ist bei 

den F-Mäusen stärker ausgeprägt als bei den FB-Mäusen – jedoch ist der Unterschied zu 

Wildtyp-Mäusen in beiden Fällen signifikant. Bei S-Mäusen konnte ich keinen Unterschied 

des Testesgewichts im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen feststellen. Die Reduktion der postsy-

naptischen Shank1-Konzentration hat somit keinen Einfluss auf Testes- und Körpergewicht.  

Die Untersuchung von akustisch ausgelösten Krämpfen zeigte auch bei uns die bereits mehr-

fach publizierte erhöhte Anfälligkeit von FMRP-defizienten Mäusen hierfür (Chen & Toth 

2001, Yan et al. 2004, Dölen et al. 2007, Pacey et al. 2009, Thomas et al. 2011a, Heulens et al. 

2012, Michalon et al. 2012). Dieser Phänotyp ist bemerkenswert konsistent und scheint kaum 

von anderen Faktoren des genetischen Hintergrundes beeinflusst zu werden. Die zusätzliche 

Inaktivierung eines Shank1-Allels kompensiert diesen Phänotyp nicht. 
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Die Analyse der Dornendichte apikaler Dendriten des visuellen Cortex erbrachte unabhän-

gig vom Genotyp Werte von ungefähr 1 Dorn/µm bei juvenilen und Werte um 

0,7 Dornen/µm bei adulten Mäusen. Vergleichbare Dornendichten für Wildtyp-Mäuse wur-

den auch von anderen Arbeitsgruppen in früheren Untersuchungen ermittelt (Galvez & 

Greenough 2005, Grossman et al. 2006, McKinney et al. 2005, Hayashi et al. 2007). Es ergaben 

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT-, F- und FS-Mäusen in beiden untersuch-

ten Altersstufen (juvenil und adult) und in beiden untersuchten Dendritenabschnitten (pro-

ximal und distal vom Soma). Weder der Ausfall von FMRP noch die zusätzliche Inaktivie-

rung eines Shank1-Allels hat in unserer Untersuchung einen signifikanten Einfluss auf die 

Dichte dendritischer Dornen. Die Analyse der Dornenlänge erbrachte keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Wildtyp- und FMRP-defizienten Mäusen. Die größte Aussagekraft 

hat vermutlich der für jeden Dorn einzeln berechnete Quotient aus Dornenlänge und Dor-

nenbreite. Hiermit kann eine näherungsweise Aussage über die Morphologie des Dorns ge-

troffen werden. Filopodienförmige Dornen erzielen bei dieser Berechnung höhere Werte, 

pilzförmige Dornen zeichnen sich durch einen niedrigeren Quotienten aus. Die durchschnitt-

lichen Quotienten von WT- und F-Mäusen unterscheiden sich nur in einer (juvenil/distal) der 

vier Untersuchungssituationen signifikant voneinander mit eher filopodienförmigen Dornen 

bei den F-Mäusen. In den anderen drei Situationen stellen wir hingegen keinen Unterschied 

zwischen WT- und F-Mäusen fest. In Publikationen und Übersichtsartikeln herrscht die An-

nahme vor, dass bei FMRP-Defizienz die Dornendichte erhöht ist und ein höherer Anteil 

filopodienförmiger Dornen beobachtet wird. Dies wurde nach histologischen postmortem 

Untersuchungen des Gehirns von drei FXS-Patienten 1985 und 1991 und drei weiteren Pati-

enten im Jahre 2001 publiziert (Rudelli et al. 1985, Hinton et al. 1991, Wisniewski et al. 1991, 

Irwin et al. 2001). Nach Generierung der Fmr1-Knockout-Mauslinie 1994 wurde dieser Phä-

notyp zunächst auch im Mausmodell nachgewiesen (Comery et al. 1997, Irwin et al. 2000). 

Diese untereinander stimmigen Publikationen werden jedoch um Forschungsergebnisse er-

gänzt, welche weder Unterschiede in der Dornendichte juveniler Mäuse (Galvez & 

Greenough 2005, Meredith et al. 2007, Harlow et al. 2010, Cruz-Martin et al. 2010) noch adul-

ter Mäuse (Irwin et al. 2002, Restivo et al. 2005, Grossman et al. 2006) finden. Nimchinsky et al. 

(2001) konnten in Abhängigkeit des Alters juveniler Mäuse (Tag 2 bis Tag 30) eine veränder-

te oder unveränderte Dornendichte feststellen. Die Datenlage zu Veränderungen in der Dor-

nenlänge bei FMRP-Abwesenheit ist ebenfalls heterogen. Auch hier konnte Nimchinsky et al. 
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(2001) bei juvenilen Mäusen in Abhängigkeit des Alters eine erhöhte bzw. unveränderte 

Dornenlänge zeigen. Eine darauffolgende Untersuchung juveniler Mäuse konnte längere 

Dornen unter FMRP-Defizienz bestätigen (Meredith et al. 2007). Zwei weitere fanden keine 

Unterschiede (Cruz-Martin et al. 2010, Galvez & Greenough 2005). Bei adulten Mäusen konn-

te häufiger eine erhöhte Dornenlänge gefunden werden (Comery et al. 1997, Galvez & 

Greenough 2005, Grossman et al. 2006, Liu et al. 2010), doch auch hier gibt es Untersuchun-

gen, die dies nicht feststellen konnten (Hayashi et al. 2007). Beim Vergleich der unterschiedli-

chen Publikationen ist zu beachten, dass teilweise verschiedene Gehirnbereiche zur Analyse 

herangezogen wurden. Bei allen der zuvor genannten Publikationen wurde immer der 

Cortex betrachtet, jedoch z. T. unterschiedliche Cortexareale. Hinzu kommt, dass nicht im-

mer mit demselben genetischen Hintergrund gearbeitet wurde. Einige Arbeitsgruppen ver-

wenden Fmr1-Knockout-Mäuse mit einem FVB-Hintergrund, während andere mit einem 

C57BL/6-Hintergrund arbeiteten. Ein Teil der Differenzen kann hierdurch erklärt werden, 

denn ganz allgemein sind bei der Verwendung verschiedener genetischer Hintergründe bei 

Knockout-Mäusen bereits mehrfach unterschiedliche Ergebnisse beobachtet worden (Lomin-

ska et al. 2001, Sibilia & Wagner 1995). Bei Fmr1-Knockout-Mäusen verschiedener Hinter-

grundlinien wurden auch speziell bei histologischen Analysen Unterschiede gefunden. Bei-

spielsweise haben Mineur et al. (2002) signifikant kleinere Moosfaser-Endigungen im Hippo-

campus FMRP-defizienter Mäuse mit einem C57BL/6-Hintergrund gefunden, während Ivan-

co und Greenough (2002) die Mäuse von Mineur et al. über mehrere Generationen auf einen 

FVB-Hintergrund zurückgekreuzt haben und in ihren Analysen ein gegenteiliges Ergebnis 

erzielten (Mineur et al. 2002, Ivanco & Greenough 2002). Und wie bereits erwähnt können 

sich auch separat geführte Mauslinien des nominell identischen genetischen Hintergrunds 

aufgrund von genetischer Drift und Mutationen oder aber auch durch Variationen in der 

Aufzucht unterscheiden (Wahlsten 2001, Wahlsten et al. 2003). Das hiervon auch histologi-

sche Untersuchungen betroffen sein können, hat sich auch bereits in der Publikation von 

Comery et. al (1997) angedeutet: nach Veröffentlichung wurde festgestellt, dass ein Großteil 

der für die Analysen verwendeten Mäuse homozygot für ein rezessives Gen war, welches zu 

einer retinalen Degeneration führt und die untersuchte Morphologie der Neurone des visu-

ellen Cortex der Mäuse beeinflusst haben könnte (Irwin et al. 2000). In unseren Untersuchun-

gen der Dornenmorphologie konnten wir in drei von vier Untersuchungssituationen keine 

Veränderungen bei den analysierten F-Mäusen gegenüber WT-Tieren feststellen. Wenn man 



 
67 D I S K U S S I O N  

für einen Vergleich unserer Daten diejenigen Publikationen heranzieht, welche ebenfalls den 

visuellen Cortex von C57BL/6-Mäusen untersucht haben, findet man sowohl Publikationen 

mit einer erhöhten (McKinney et al. 2005, Dölen et al. 2007) als auch mit einer unveränderten 

Dornendichte (Restivo et al. 2005, Grossman et al. 2006). Ein höherer Anteil langer Dornen 

wurde in mindestens einer Analyse gefunden (Grossman et al. 2006). Nach Betrachtung der 

Daten sollte überdacht werden, ob Veränderungen der Dornendichte oder -morphologie im 

Gehirn der Maus tatsächlich einen verlässlichen Phänotyp der FMRP-Defizienz darstellen. 

Diese Fragestellung wird aktuell diskutiert, so z. B. auf der Gordon Research Conference 

über FXS und Autismus 2012 in Boston (persönliches Gespräch mit J. Ölschläger-Schütt).  

Für FS-Mäuse kann man im Vergleich zu Wildtyp-Tieren zusammengenommen eher filopo-

dienförmige Dornen ausmachen, lediglich in einer Untersuchungssituation (adult/distal) 

sind die Dornen der FS-Mäuse pilzförmiger. Der Vergleich zwischen F- und FS-Mäusen ist 

ein Vergleich unter Geschwistertieren und signifikante Unterschiede im Phänotyp der FS-

Mäuse sollten auf die unterschiedliche Anzahl funktioneller Shank1-Allele zurückzuführen 

sein. In Bezug auf die Dornenmorphologie zeigen sich im Vergleich der F- und FS-Tiere fi-

lopodienförmigere dendritische Dornen bei juvenilen FS-Mäusen und in proximalen Dendri-

tenabschnitten adulter FS-Mäuse. In distalen Dendritenabschnitten adulter Mäuse jedoch 

haben FS-Mäuse vermehrt pilzförmige Dornen im Vergleich zu F-Mäusen (wie auch bereits 

im Vergleich zu WT-Tieren). Für einen vollständigen Shank1-Verlust wurde publiziert, dass 

die dendritischen Dornen der CA1-Region des Hippocampus kleiner und schmaler sind und 

die Dornendichte verringert ist (Hung et al. 2008). Eine Überexpression von Shank1 in kulti-

vierten hippocampalen Rattenneuronen führte zu einer größeren Anzahl reifer dendritischer 

Dornen im Vergleich zu untransfizierten Zellen (Sala et al. 2001, Sala et al. 2005). Dies deutet 

zusammengenommen darauf hin, dass Shank1 an der Reifung dendritischer Dornen beteiligt 

ist. In unseren FS-Mäusen ist die Shank1-Proteinkonzentration lediglich auf 84 % des Wild-

typ-Niveaus reduziert; entweder genügt diese Reduktion, um den beobachteten Phänotyp 

der vermehrt filopodienförmigen Dornen herbeizuführen, oder es ist eine Folge des Zusam-

menspiels mit dem Fmr1-Knockout. Hierbei kann die Analyse der adulten S-Maus, bei wel-

cher zwar ein Shank1-Allel inaktiviert wurde, Fmr1 jedoch intakt ist, Aufschluss geben. Die 

dendritischen Dornen der S-Maus haben einen vergleichbaren Quotienten aus Dornenlänge 

und Dornenbreite wie die FS-Mäuse. Dies deutet darauf hin, dass nicht ein Zusammenspiel 
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mit dem Fmr1-Knockout den Phänotyp verursacht, sondern die Reduktion von Shank1 die 

alleinige Ursache ist. Auch hier muss wieder beachtet werden, dass nur eine einzige S-Maus, 

die kein Geschwistertier ist, analysiert wurde. Falls in der Tat die Reduktion der Shank1-

Konzentration auf 84 % genügen sollte, um den Anteil filopodienförmiger Dornen zu erhö-

hen, stellt sich dennoch die Frage, warum in einer Untersuchungssituation bei den FS-

Mäusen im Vergleich zu WT- und F-Tieren eher pilzförmige Dornen vorlagen. Eventuell 

wären Kompensationsreaktionen denkbar, die im Laufe der Entwicklung einsetzen, doch es 

bliebe die Frage, warum ihr Effekt nur in weiter Entfernung vom Soma beobachtet wird. 

Letztlich ist dies nicht abschließend zu erklären und zufällige Schwankungen, die sich aus 

der Güte der Golgi-Cox-Färbung und der daraus bedingten Auswahl der Neurone beim 

Mikroskopieren ergeben, sind nicht vollkommen auszuschließen. 

Seit vor 18 Jahren die Fmr1-Knockout-Mauslinie etabliert wurde, sind auch zahlreiche Ver-

haltensexperimente zur Charakterisierung der Tiere durchgeführt worden. Der genetische 

Hintergrund hat auch im verhaltensbiologischen Bereich einen großen Einfluss (Casellas 

2011), und bei praktisch allen mit Fmr1-Knockout-Mäusen durchgeführten Verhaltensanaly-

sen gibt es widersprüchliche publizierte Daten (Bernardet & Crusio 2006). Beim Vergleich 

von Fmr1-Knockout-Mäusen mit unterschiedlichen genetischen Hintergründen wurden sig-

nifikant verschiedene Ergebnisse in verhaltensbiologischen Tests erzielt (Spencer et al. 2011). 

Selbst Mäuse mit nominell identischem genetischen Hintergrund, deren Elterntiere aus ver-

schiedenen separat geführten Tierhaltungen stammten, führen trotz gleicher Aufzucht und 

Durchführung der Analysen zu abweichenden Ergebnissen in Verhaltensuntersuchungen 

(Moy et al. 2009). Der Einfluss des genetischen Hintergrundes wird auch in der Studie von 

Silverman et al. (2011) deutlich, da bei der parallelen Untersuchung von Wildtyp-

Geschwistertieren und Wildtyp-Mäusen mit nominell demselben genetischen Hintergrund, 

jedoch aus einer separaten Linie, teilweise unterschiedliche Ergebnisse erzielt wurden. Inso-

fern muss auch bei den Verhaltensanalysen beim Vergleich der F- und FS-Mäuse mit WT- 

und S-Mäusen ein Einfluss von genetischen Faktoren, die unabhängig von den bekannten 

Mutationen im Fmr1- und Shank1-Gen sind, in Betracht gezogen werden. 
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In unseren Experimenten konnten wir eine gegenüber WT-Mäusen verringerte allgemeine 

Aktivität der FMRP-defizienten Mäuse im Open Field- und Social Interaction-Test direkt 

nachweisen und in dem Y-Maze und Elevated Plus Maze indirekt über die in einer bestimmten 

Zeit erfolgte Anzahl an Armeintritten. Dies steht im Widerspruch zu anderen Publikationen, 

in welchen eine erhöhte Aktivität für FMRP-defiziente Mäuse ermittelt wurde (Consortium 

1994, Spencer et al. 2005, Hayashi et al. 2007, Dahlhaus & El-Husseini 2010, Yuskaitis et al. 

2010, Spencer et al. 2011, Michalon et al. 2012). Auch bei betroffenen Menschen konnte teil-

weise eine Hyperaktivität festgestellt werden (De Arce & Kearns 1984, Brown et al. 1986, 

Bhakar et al. 2012). Für die Fmr1-Knockout-Maus finden sich aber genauso Publikationen, 

welche keine erhöhte Aktivität feststellen (Nielsen et al. 2002, Spencer et al. 2006, Moy et al. 

2009, Westmark et al. 2011, Veeraragavan et al. 2011). Unsere analysierten FMRP-defizienten 

Mäuse zeigen in vier unterschiedlichen Versuchsumgebungen eine verringerte Aktivität im 

Vergleich zu Wildtyp-Tieren, wodurch die Signifikanz dieses Befundes für eine generelle 

Verhaltensänderung unterstrichen wird. An dieser Stelle kann wieder von Bedeutung sein, 

dass es sich bei den Wildtyp- und FMRP-defizienten Mäusen nicht um Geschwistertiere 

handelt und unter Umständen genetische Unterschiede, unabhängig von der Inaktivierung 

von Fmr1, den Versuch beeinflussen. Die F- und FS-Mäuse hingegen sind Geschwistertiere, 

und zeigen eine ähnliche allgemeine Aktivität. Somit hat die zusätzliche Inaktivierung eines 

Shank1-Allels in unseren Untersuchungen keinen Einfluss auf die Aktivität. Dies stimmt mit 

den Ergebnissen von Silverman et al. (2011) überein. Auch bei Menschen mit einem funktio-

nellen Ausfall eines Shank1-Allels wird keine Hyperaktivität beobachtet (Sato et al. 2012). Bei 

einer vollständige Shank1-Inaktivierung wurde hingegen bei Mäusen eine geringere allge-

meine Aktivität gegenüber Geschwistertieren mit unveränderten Shank1-Allelen gefunden 

(Hung et al. 2008, Silverman et al. 2011).  

Der Open Field- und Elevated Plus Maze-Versuch liefert keine Hinweise auf ein verändertes 

Angstverhalten bei FMRP-defizienten Mäusen. Hierzu bisher veröffentlichte Studien kom-

men zu unterschiedlichen Ergebnissen. Auch wenn man lediglich Studien mit Mäusen eines 

C57BL/6-Hintergrundes berücksichtigt, ist das durch Messung der im Zentrum des Open 

Field-Areals verbrachten Zeit ermittelte Maß für die Ängstlichkeit der Fmr1-Knockout-Mäuse 

in einigen Studien geringer (Spencer et al. 2005, Hayashi et al. 2007, Westmark et al. 2011) und 

in anderen Studien unverändert (Nielsen et al. 2002, Spencer et al. 2006, Veeraragavan et al. 
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2011, Spencer et al. 2011) gegenüber Wildtyp-Tieren. Bei Beurteilung des Angstverhaltens im 

Elevated Plus Maze wurde ebenso eine verringerte (Heulens et al. 2012) wie auch eine unver-

änderte Ängstlichkeit (Mineur et al. 2002, Nielsen et al. 2002, Moy et al. 2009, Yuskaitis et al. 

2010) publiziert. Die Datenlage ist also auch hier heterogen. In unseren Untersuchungen 

führt die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels bei den FS-Mäusen zu keiner Verän-

derung der Ängstlichkeit. Bei der alleinigen Inaktivierung eines Shank1-Allels bei den S-

Mäusen deuten die Open Field-Ergebnisse zur im Zentrum verbrachten Zeit auf eine erhöhte 

Ängstlichkeit hin, was sich im Elevated Plus Maze allerdings nicht bestätigt hat. In einer 

früheren Untersuchung wurde bei einer alleinigen Inaktivierung eines Shank1-Allels keine 

veränderte Aufenthaltsdauer im Zentrum gefunden, lediglich die vollständige Inaktivierung 

resultierte in einer erhöhten Ängstlichkeit (Hung et al. 2008, Silverman et al. 2011).  

Für alle untersuchten Genotypen konnte im Y-Maze-Versuch ein funktionierendes Arbeits-

gedächtnis gezeigt werden. Die F-Mäuse schneiden etwas schlechter ab als WT-, FS-, und S-

Mäuse und verpassen knapp die Signifikanzgrenze zur durch Zufall entstehenden Korrekt-

heitsquote von 50 %. Signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen können nicht fest-

gestellt werden, weder eine vollständige Fmr1-Inaktivierung noch die Inaktivierung eines 

Shank1-Allels zusätzlich oder alleine beeinflusst das Arbeitsgedächtnis. In einer früheren 

Untersuchung FMRP-defizienter Mäuse im Y-Maze haben diese eine signifikant schlechtere 

Korrektheitsquote erzielt als Wildtyp-Mäuse (Mineur et al. 2002, Bilousova et al. 2009), in 

mindestens einer anderen Untersuchung hingegen konnten keine Defizite des Arbeitsge-

dächtnis gefunden werden (Yan et al. 2004).  

Die Untersuchungen des Social Interaction-Tests deuten darauf hin, dass männliche F- Mäuse 

gegenüber männlichen WT-Tieren ein signifikant höheres Interesse an Weibchen haben. Die-

ser Phänotyp ist auch bei zusätzlicher Inaktivierung eines Shank1-Allels bei den FS-Mäusen 

unverändert, sodass hier keine Kompensation beobachtet wird. Auch das S-Tier hat ein er-

höhtes Interesse am Weibchen. Der hier beschriebene Social Interaction-Test wurde erstmals 

mit Fmr1-Knockout-Mäusen durchgeführt, es gab aber bereits ähnliche Versuche zum Sozi-

alverhalten. Entsprechende Analysen mit FMRP-defizienten Mäusen mit einem C57BL/6-

Hintergrund kommen dabei zu unterschiedlichen Ergebnissen: es wurde sowohl ein ver-

mindertes soziales Interesse gefunden (Mineur et al. 2006, Dahlhaus & El-Husseini 2010, Qin 

et al. 2011), als auch ein Steigerung (Spencer et al. 2005, Spencer et al. 2011, Thomas et al. 
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2011a) und auch kein Unterschied zu Wildtyp-Tieren (Moy et al. 2009). Bei Geschwistertieren 

mit entweder einer vollständigen Shank1-Inaktivierung, einer Inaktivierung eines Shank1-

Allels oder mit aktiven Shank1-Allelen (also letztlich WT-Tiere) wurde in allen drei Fällen ein 

stark verringertes Interesse an sozialen Interaktionen gefunden gegenüber Wildtyp-Mäusen 

mit nominell demselben genetischen Hintergrund (B6/Jae) aus einer separaten Linie, welche 

das erwartete Sozialverhalten zeigten (Silverman et al. 2011). Diese Diskrepanz bei den theo-

retisch als genetisch gleich zu betrachtenden WT-Tieren zeigt die leichte Beeinflussbarkeit 

von Verhaltensuntersuchungen auf. Bei Menschen mit einem funktionellen Ausfall eines 

Shank1-Allels werden ebenfalls verringerte soziale Interaktionen festgestellt (Sato et al. 2012). 

Die Lern- bzw. Gedächtnisleistung wurde mittels Fear Conditioning und Inhibitory Avoidance 

Extinction untersucht. Hierbei unterschieden sich FMRP-defiziente Mäuse von Wildtyp-

Mäusen durch eine bessere Lern- bzw. Erinnerungsleistung, und dieser Phänotyp wurde 

nicht durch die zusätzliche Inaktivierung eines Shank1-Allels verändert. Im Fear Conditioning 

zeigen F- und FS-Mäuse eine ähnliche Immobilitätsrate (Freezing) als Reaktion auf den 

Stromschlag, was auf eine vergleichbare Lern- bzw. Gedächtnisleistung hinweist. Die WT- 

und S-Mäuse zeigen hier geringere Immobilitätsraten, wobei zu beachten ist, dass die Immo-

bilität der Wildtyp-Tiere ungewöhnlich gering ausfällt, und auch die wieder ansteigende 

Immobilität am dritten Versuchstag ungewöhnlich ist. Es sollte beachtet werden, dass sich 

die hier untersuchten Wildtyp-Tiere nicht erwartungsgemäß verhalten, und sie daher nur 

eingeschränkt für Vergleiche herangezogen werden sollten. Da es sich nicht um Geschwister-

tiere handelt, ist dieser Vergleich ohnehin mit Vorsicht zu betrachten. Zuvor fanden andere 

Arbeitsgruppen in entsprechenden Versuchen keinen Unterschied zwischen FMRP-

defizienten und Wildtyp-Mäusen mit C57BL/6-Hintergrund (Dobkin et al. 2000, Van Dam et 

al. 2000, Peier et al. 2000, Spencer et al. 2006, Thomas et al. 2011a, Spencer et al. 2011) oder es 

wurde weniger Immobilität bei den FMRP-defizienten Mäusen festgestellt (Paradee et al. 

1999). Insofern ist unsere Beobachtung einer vermehrten Immobilität bei FMRP-Defizienz 

ungewöhnlich und bestärkt die Zweifel an der Verlässlichkeit des Vergleichs zwischen WT- 

und F-Mäusen in unserem Versuch. Beim Inhibitory Avoidance Extinction-Test beobachtet man 

bei F- und FS-Mäusen höhere Latenzzeiten als bei Wildtyp-Tieren, und auch dies deutet auf 

eine bessere Lern- bzw. Gedächtnisleistung hin. Allerdings ist dies ebenfalls konträr zu be-

reits publizierten Daten (Dölen et al. 2007, Michalon et al. 2012).  
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Was dennoch Bestand hat, ist die Erkenntnis, dass die zusätzliche Inaktivierung eines 

Shank1-Allels keinen Einfluss auf die Lern- bzw. Gedächtnisleistung FMRP-defizienter Mäu-

se hat. Dies zeigt sich sowohl im Fear Conditioning als auch im Inhibitory Avoidance Extinction-

Versuch durch vergleichbare Werte von F- und FS-Mäusen. Mäuse mit einer vollständigen 

Shank1-Inaktivierung fielen in früheren Fear Conditioning-Untersuchungen durch ein schlech-

teres Lernvermögen bzw. Gedächtnis auf (Hung et al. 2008). Neben der Lern- bzw. Gedächt-

nisleistung wird auch das Extinktionsvermögen nicht durch die zusätzliche Inaktivierung 

eines Shank1-Allels beeinflusst. Auch dies zeigt sich sowohl im Fear Conditioning im Verlauf 

der Immobilitätsraten der F- und FS-Mäuse an Tag 2 und Tag 3, als auch beim Inhibitory 

Avoidance Extinction-Versuch an den Latenzzeiten der Zeitpunkte 24 und 48 Stunden, wobei 

im Vergleich zu den untersuchten WT-Tieren ein schlechteres Extinktionsvermögen bei F- 

und FS-Mäusen festgestellt werden kann. 

Zusammenfassend unterschieden sich die untersuchten FMRP-defizienten Mäuse von Wild-

typ-Mäusen in den durchgeführten Verhaltensanalysen durch eine verringerte allgemeine 

Aktivität, ein erhöhtes Interesse an Weibchen, ein besseres Lernvermögen bzw. Gedächtnis 

und eine geringere Fähigkeit, gelerntes Wissen aufgrund neuer Erfahrungen zu revidieren. 

Da keine Geschwistertiere miteinander verglichen wurden und es bei den Wildtyp-Mäusen 

teilweise zu unerwarteten Werten kam, sind diese Ergebnisse möglicherweise auf genetische 

Differenzen, die über Unterschiede im Fmr1-Gen hinausgehen, zurückzuführen. Der Ver-

gleich von F- und FS-Geschwistertieren zeigt, dass die zusätzliche Inaktivierung eines 

Shank1-Allels in keiner Verhaltensanalyse zu einer signifikanten Veränderung führt. Die al-

leinige Inaktivierung eines Shank1-Allels in den S-Mäusen führte zu einer verringerten Akti-

vität, einem leicht erhöhten Interesse an Weibchen und einem schlechterem Extinktionsver-

mögen gegenüber Wildtyp-Tieren; hierbei ist ebenfalls zu beachten, dass keine Geschwister-

tiere verglichen wurden.  

Durch diese Arbeit wird deutlich, dass eine Reduktion der Shank1-Proteinmenge den durch 

FMRP-Defizienz hervorgerufenen Phänotyp nicht kompensieren kann. Die zusätzliche Inak-

tivierung eines Shank1-Allels bewirkt – mit Ausnahme der Dornenmorphologie – keine Ver-

änderung zu FMRP-defizienten Mäusen in den untersuchten Parametern. Letztlich ist eine 

Reduktion auf 80 % bzw. 84 % eine moderate Veränderung, die offenbar in den meisten Fäl-

len ohne deutliche Konsequenzen bleibt bzw. dessen Folgen auf anderer Ebene kompensiert 
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werden können, z.B. durch eine veränderte Regulation der Konzentration anderer PSD-

Proteine. Die zuvor bei FMRP-Defizienz beobachtete Erhöhung der Shank1-Konzentration in 

postsynaptischen Bereichen ist unter Umständen nicht auf den Ausfall von FMRP zurückzu-

führen, sondern in anderen genetischen Einflüssen begründet. Zusammengenommen deuten 

die Ergebnisse meiner Arbeit darauf hin, dass der Phänotyp des Fragilen X-Syndroms nicht 

durch eine Fehlregulation von Shank1 verursacht wird.  

Insgesamt ist die Datenlage zu Verhaltensversuchen mit FMRP-defizienten Mäusen sehr 

uneinheitlich und teilweise widersprüchlich. Zusammen mit den Untersuchungen zur Dor-

nenmorphologie ergibt sich – auch unabhängig von den Ergebnissen dieser Arbeit – das Bild 

eines wenig robusten Phänotyps beim Mausmodell des Fragilen X-Syndroms. Bemerkens-

wert verlässlich hingegen ist lediglich der Phänotyp der erhöhten Anfälligkeit für akustisch 

ausgelöste Krampfanfälle. Bei der Verwendung unterschiedlicher Mauslinien mit unter-

schiedlichem genetischem Hintergrund (z. B: C57BL/6 und FVB) wird deutlich, wie sehr fast 

alle Ergebnisse offenbar von anderen Faktoren des Genoms beeinflusst werden. Und auch 

die Verwendung von Mäusen der nominell identischen Mauslinie aus verschiedenen, sepa-

rat geführten Tierhaltungen kann zu unterschiedlichen Ergebnissen führen, wodurch unter-

strichen wird, wie wenig robust die teilweise beschriebenen Phänotypen sind (Moy et al. 

2009). Auch Unterschiede zwischen verschiedenen Tierhaltungen in Aufzucht und Haltung 

können ganz allgemein zu unterschiedlichen Ergebnissen führen (Wahlsten 2001, Wahlsten 

et al. 2003) und letztlich werden Unterschiede im genetischen Hintergrund von Versuchstie-

ren immer eine unvermeidbare Variable bleiben – Mutationen und genetische Drift sind 

nicht zu verhindern. Lediglich innerhalb einer Analyse kann der Vergleich von Geschwister-

tieren Unterschiede im genetischen Hintergrund minimieren und zusammen mit der Unter-

suchung möglichst robuster Phänotypen eindeutige Aussagen zulassen. Zudem ist zu beach-

ten, dass nicht jede Inaktivierung eines Gens in der Maus zu demselben Phänotyp führt, der 

beim Menschen bei Ausfall des entsprechenden Gens beobachtet wird. Dies ist z.B. bei der 

Parkin-Knockout-Maus der Fall, die entgegen der Erwartung nicht die Symptome der auto-

somalen rezessiven Form der juvenilen Parkinson-Erkrankung widerspiegelt, obwohl der 

Situation beim Menschen entsprechend das homologe Gen inaktiv ist (Perez & Palmiter 

2005). Ebenso wäre es beim Mausmodell des Fragilen X-Syndroms möglich, dass nicht alle 

Symptome des Menschen als Phänotyp der Maus wiedergefunden werden können.  
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Zu guter Letzt könnte zukünftig auch die Fmr1-Knockout-Ratte bedeutsam werden, die Ende 

2011 erstmalig von SAGE Labs (Sigma-Aldrich) präsentiert wurde und Hoffnungen auf zu-

sätzliche Analysemöglichkeiten und ein eventuell stimmigeres und robusteres Krankheits-

modell weckt.  

Dem Mausmodell des Fragilen X-Syndroms sind offenbar Grenzen gesetzt, aber dennoch 

kann man ihm seine wichtige Rolle bei der Erforschung und Behandlung der Erkrankung 

nicht absprechen: im Mausmodell wurden Medikamente getestet, welche nun bereits in kli-

nischen Phase II-Studien an Menschen eingesetzt werden und durchaus vielversprechende 

Ergebnisse erzielen (Krueger & Bear 2010, Kuehn 2011). Bei all ihren Einschränkungen erfüllt 

die Fmr1-Knockout-Maus somit dennoch ihren Zweck und leistet einen wichtigen Beitrag 

auf dem Weg zur Behandlung des Fragilen X-Syndroms.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Das Fragile X-Syndrom (FXS) ist die zweithäufigste genetische Ursache einer mentalen Re-

tardierung und zeichnet sich durch das Fehlen des Proteins FMRP aus. FMRP ist u. a. an der 

Basis dendritischer Dornen lokalisiert und bindet mRNA. Im Mausmodell wurde in Abwe-

senheit von FMRP ein Hauptgerüstprotein der postsynaptischen Dichte, Shank1, in einer 

erhöhten Konzentration gefunden. FMRP interagiert mit der Shank1-mRNA und scheint 

dessen Translation zu reprimieren. Um zu untersuchen, ob die anomale Erhöhung von 

Shank1 in Abwesenheit von FMRP von Bedeutung für den beobachteten FXS-Phänotyp ist, 

wurden durch neue Verpaarungen Geschwistermäuse generiert, welche entweder nur 

FMRP-defizient sind (F-Mäuse) oder bei welchen zusätzlich zur FMRP-Defizienz ein Shank1-

Allel inaktiviert wurde (FS-Mäuse). Hierdurch soll die bei FMRP-Defizienz nachgewiesene 

erhöhte postsynaptische Shank1-Konzentration auf ein Wildtyp-ähnliches Niveau reduziert 

werden und die FS-Tiere wurden in Hinblick auf eine Kompensation diverser FXS-

Phänotypen untersucht. 

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten biochemischen Untersuchungen zeigte sich, dass die 

zuvor beobachtete Erhöhung der postsynaptischen Shank1-Konzentration offenbar nicht aus-

schließlich auf das Fehlen von FMRP zurückzuführen ist. Die durch neue Verpaarungen ent-

standenen F-Mäuse wiesen eine den Wildtyp-Mäusen aus einer separaten Zuchtlinie (WT) 

entsprechende Konzentration von postsynaptischem Shank1 auf. Andere genetische Fakto-

ren als das mutierte Fmr1-Gen scheinen für die in der ursprünglichen Fmr1-Knockout-Linie 

nachgewiesene Erhöhung von postsynaptischem Shank1 verantwortlich zu sein. Die FS-

Mäuse wiesen eine postsynaptische Shank1-Konzentration von 80 % des Niveaus der F-

Mäuse und 84 % des WT-Niveaus auf. In weiteren Untersuchungen unterschieden sich so-

wohl F- als auch FS-Mäuse durch ein erhöhtes juveniles Körpergewicht und ein erhöhtes 

Testesgewicht von den untersuchten WT-Mäusen. Die Untersuchung der Anfälligkeit für 

akustisch ausgelöste Krampfanfälle zeigte bei F- und FS-Mäusen eine stark erhöhte Anfällig-

keit, welche bei WT-Tieren nicht beobachtet wurde. In histologischen Untersuchungen wur-

de in zwei Entfernungen vom Soma und bei zwei Altersstufen die Dichte und Morphologie 

dendritischer Dornen untersucht. Dabei zeigten sich keine einheitlichen Unterschiede zwi-

schen WT- und F-Mäusen, während FS-Mäuse demgegenüber eher durch filopodienförmige-
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re Dornen auffielen. In Verhaltensanalysen wurde für F- und FS-Mäuse eine geringere all-

gemeine Aktivität als für WT-Tiere gefunden wurde. Die Untersuchung des Sozialverhaltens 

zeigte bei männlichen F- und FS-Tieren ein höheres Interesse an Weibchen als bei WT-

Mäusen. Weiterhin deuten zwei durchgeführte Analysen bei F- und FS-Mäusen im Vergleich 

zu WT-Tieren auf ein besseres Lern- bzw. Erinnerungsvermögen sowie eine verminderte 

Fähigkeit, zuvor Gelerntes revidieren zu können, hin. In Angstverhalten und Arbeitsge-

dächtnis zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT-, F- und FS-Tieren.  

Es lässt sich aus dieser Arbeit ableiten, dass der FXS-Phänotyp nicht in einer erhöhten post-

synaptischen Shank1-Konzentration begründet ist. Die Halbierung der Shank1-Gendosis 

führt lediglich zu einer moderaten Reduktion der postsynaptischen Shank1-Konzentration. 

Dies resultiert in einer veränderten Dornenmorphologie, während die anderen untersuchten 

Parameter zwischen F- und FS-Mäusen unverändert blieben. Im Rahmen dieser Arbeit wird 

des Weiteren ausführlich diskutiert, dass der genetische Hintergrund bei Fmr1-Knockout-

Mäusen signifikanten Einfluss auf die beobachteten Phänotypen nehmen kann. Dies kann 

auch zu den in der Literatur zu findenden, untereinander widersprüchlichen Versuchser-

gebnissen beitragen. Insgesamt ergibt sich für die Fmr1-Knockout-Maus das Bild eines wenig 

robusten Krankheitsmodells, bei dem nur die Anfälligkeit für akustisch ausgelöste Krampf-

anfälle verlässlich reproduziert werden kann.  
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