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1. Einleitung 

 

1.1 Das Rubinstein-Taybi-Syndrom 

Das Rubinstein-Taybi-Syndrom (OMIM #180849, #613684) ist eine hereditäre 

Erkrankung, die mit einer mentalen Retardierung, einer Mikrozephalie, postnatalen 

Wachstumsdefizienz, fazialen Anomalien sowie Vorkommen von breiten Daumen 

und Zehen charakterisiert ist [1]. Die offizielle Abkürzung des Rubinstein-Taybi-

Syndroms lautet RSTS, jedoch wird in der Literatur häufig die Bezeichnung RTS 

verwendet. 

Es handelt sich um eine seltene Erkrankung mit einer Prävalenz von 1:100.000 bis 

1:125.000 [2]. Padfield et al. (1968) schätzen die Häufigkeit des Rubinstein-Taybi-

Syndroms unter den Patienten mit einer mentalen Retardierung auf 1:300 bis 1:500 

[3]. 

Die Diagnose von RSTS wird klinisch gestellt. Neben den typischen äußeren 

Merkmalen und der mentalen Retardierung können in 40 – 60 % der Fälle 

Mutationen im cyclic AMP-response element binding protein (CREB) binding protein 

(CBP) und 3 – 8 % der Fälle im stark homologen adenovirus early region 1A (E1A)-

assoziiertem Protein (p300) nachgewiesen werden [4-6]. Die Ursachen für die 

restlichen 30 – 50 % der Fälle sind noch Gegenstand gegenwärtiger Forschung. 

 

1.1.1 Klinik und Symptome 

Das Rubinstein-Taybi-Syndrom präsentiert sich klinisch mit einer unterschiedlich 

stark ausgeprägten Intelligenzminderung sowie variabel ausgeprägten breiten 

Daumen und Zehen [1, 6]. Vor allem Patienten mit p300-Mutationen haben i.d.R. 

normal geformte Phalangen [7, 8]. Neben diesen charakteristischen Symptomen 

weisen die Patienten zahlreiche weitere morphologische und organische 

Auffälligkeiten auf. 

Betroffene fallen schon im Neugeborenenalter bzw. in der frühen Kindheit mit 

fazialen Dysmorphien auf [9]. Die veränderten Gesichtszüge zeichnen sich durch 

eine Mikrozephalie, einen abfallenden Lidachsenverlauf, lange Wimpern, einen 

breiten Nasenrücken, eine Schnabelnase mit verbreitetem Nasenseptum, ein stark 

gewinkeltes Palatum und eine leichte Mikrognathie aus [10-13]. Säuglinge leiden an 

Atembeschwerden, rezidivierenden Infekten und schweren Obstipationen [9]. 
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Während das pränatale Wachstum physiologisch ist, fällt die Perzentilenkurve für 

die Körpergröße, das Körpergewicht und den Kopfumfang rapide in den ersten 

Lebensmonaten [9]. Im Erwachsenenalter fallen die Patienten unter die 

altersgerechte, durchschnittliche Körpergröße [9]. Weiterhin sind Hautanomalien, 

kongenitale oder juvenile Glaukome, angeborene Herzfehler (v.a. Atrium- und 

Ventrikelseptumdefekt, persistierender Ductus arteriosus Botalli), 

Nierenfehlbildungen sowie Hypospadie typische Befunde [9, 10, 14-16].      

Patienten mit RSTS haben ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines benignen 

oder malignen Tumors, v.a. vom embryonalen und neuronalen Ursprung [17]. In 

Fällen mit RSTS wurden unter anderem Neuroblastome, Medulloblastome und 

Meningiome berichtet [6, 17]. RSTS-Patienten haben eine angeborene, moderate 

bis schwere Intelligenzminderung, die je nach Studie von < 25 bis 79 IQ-Punkten 

reicht [6, 14]. Ob diese Intelligenzminderung während des Alterns fortschreitet, wird 

derzeit noch diskutiert [6]. Trotz der mentalen Retardierung (engl. intellectual 

disability, ID) weisen die Patienten in der Regel intakte soziale Fähigkeiten auf. 

Jedoch fällt deren Verhalten durch eine kurze Aufmerksamkeitsspanne auf. Im 

frühen Erwachsenenalter treten oft plötzliche Stimmungsschwankungen auf, die 

sich mit dem Alter häufen [18]. 

 

1.1.2 Ätiologie 

Der Großteil der RSTS-Fälle resultiert aus de novo-Mutationen, wobei ein 

autosomal-dominanter Charakter beobachtet wird [4, 19, 20]. RSTS wird mit 

Chromosom 16p13.3 in Verbindung gebracht [21-24]. Petrij et al. (1995) zeigten, 

dass der Bruchpunkt auf Chromosom 16p13.3 auf die Region begrenzt ist, die für 

das humane cyclic AMP-response element binding protein (CREB) binding protein 

(kurz CREBBP oder CBP) kodiert [5]. Mit 40 – 60 % macht das CBP-Gen den 

größten Anteil aller verursachenden Gene aus [9]. Ein weiteres Gen ist das E1A-

associated protein P300 (kurz p300), das in 3 – 8 % aller untersuchten RSTS-Fälle 

gefunden wurde [9]. In 32 – 57 % der Fälle bleibt die Ursache unbekannt. 

Nach der Human Gene Mutation Database (HGMD, Qiagen Bioinformatics) machen 

Punktmutationen, Mikrodeletionen und -insertionen rund 60 % aller gemeldeten 

CBP-Mutationen aus, wodurch ein vorzeitiger Translationsstopp mit einem 

verkürztem Produkt entsteht [5, 25]. Der geringere Teil wird durch Splicing sowie 

großen Deletionen, Insertionen und Translokationen verursacht [5, 25]. Studien 
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zeigten, dass die RSTS-verursachenden Mutationen nicht gleichmäßig innerhalb 

des CBP-Gens verteilt sind, sondern vor allem in der KAT (lysine acetyltransferase)-

Domaine-kodierenden Region vorzufinden sind (siehe 1.2.1) [5, 6, 25, 26]. 

Vergleicht man RSTS-Patienten mit und ohne pathogenen Varianten des CBP-

Gens, so finden sich keine signifikanten Unterschiede in den kongenitalen 

Anomalien, den fazialen Dysmorphien und der Entwicklung von Tumoren [27]. 

RSTS-Fälle mit großen Deletionen tendierten zu ausgeprägteren kognitiven 

Retardierungen, die sich jedoch nicht signifikant unterschieden [27]. Mosaik-

Mikrodeletionen scheinen einen milderen Phänotyp zu verursachen als nicht-

Mosaik-Deletionen [27, 28]. RSTS-Patienten mit einer Mutation im p300-

kodierenden Gen tendieren zu einem milderen Phänotyp. Insbesondere die 

skelettalen Befunde sind weniger beeinträchtigt, einige Patienten haben unauffällige 

Hände und Füße. Ebenso ist die intellektuelle Entwicklung weniger eingeschränkt. 

Berichten zufolge weisen die Betroffenen eine normale bis moderat geminderte 

Intelligenz auf [29-32]. Ajmone et al. (2018) konnten zeigen, dass 

neuroradiologische Befunde in Magnetresonanztomografie (MRT)-Aufnahmen bei 

RSTS-Patienten mit KAT-Mutationen assoziiert sind [33]. 

 

 

1.2 CREB-binding Protein (CBP) 

 
1.2.1 Struktur und Funktion 

CBP und das homologe p300 sind ubiquitär exprimierte Proteine, die als 

transkriptionelle Co-Aktivatoren und Lysin-Acetyltransferasen (KAT) agieren und 

bekannt sind für ihre Rolle in der Embryonalentwicklung, im Zellwachstum und in 

der Zelltransformation (siehe 1.2.3) [34-36]. 
CBP und p300 sind homolog aufgebaut und teilen sich ähnliche Funktionen, 

weshalb sie in der Literatur oft als funktionelle Homologen zusammengefasst 

werden (Abb.1) [36-38]. Das CBP-Gen liegt auf Chromosom 16p13.3, das das 2442 

Aminosäuren lange Protein CBP kodiert [39, 40]. Es kann in Bezug auf seine 

funktionelle Struktur in eine Protein-bindende Domaine, eine Lysin- 

Acetyltransferase (KAT)-Domaine und eine Transaktivierungsdomaine unterteilt 

werden [6]. Als Histon-Acetyltransferasen sind sowohl CBP als auch p300 an der 

Regulation zahlreicher Transkriptionsfaktoren beteiligt [41-43]. Mit der intrinsischen 
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HAT-Aktivität bindet CBP an die Histone H3 und H4, wodurch die Chromatin-

Struktur dekomprimiert wird [6, 41, 43]. Sein Name bezieht sich auf die erst 

beschriebene Fähigkeit des Proteins den Transkriptionsfaktor CREB zu binden [35, 

44]. Mittlerweile sind mehr als 400 weitere Transkriptionsfaktoren und 

regulatorische Proteine bekannt, die mit CBP interagieren, u.a. p53 [45, 46].  
 

 

Abbildung 1: CBP und P300 sind homologe transkriptionelle Co-Aktivatoren mit KAT-
Aktivität. Dargestellt ist die Homologie der Proteine CBP und P300. CBP besteht aus 2442 

Aminosäuren, P300 besitzt 2515 Aminosäuren. Die Prozentzahlen geben den Anteil der 

gemeinsamen Aminosäuren der beiden Proteine an. Unten sind die Domainen der Enzyme 

beschriftet. Die Abbildung ist adaptiert an der Abbildung 2a aus Roelfsema, J.H. and D.J. Peters, 

Rubinstein-Taybi syndrome: clinical and molecular overview. Exper t Rev Mol Med, 2007. 9(23): p. 

1-16. 

 

 

1.2.2 Rolle in der Onkologie 

Sowohl CBP als auch p300 werden als Tumorsuppressoren bezeichnet [35, 47]. 

CBP-Mutationen wurden in zahlreichen Malignomen berichtet. Somatische 

Translokationen t(8;16), die das CBP-Gen betreffen, sind mit der akuten 

myeloischen Leukämie und anderen hämatologischen Malignitäten assoziiert [39, 

48]. Mutationen, die die KAT-Domaine betreffen, führen u.a. zur Ausbildung von B-

Zell-Lymphomen [49, 50]. Bezüglich der soliden Tumore haben Merk et al. (2018) 

eine Assoziation von Mutationen im Chromosom 16p13 mit der Entwicklung eines 

Medulloblastom beschrieben [51]. Diese Befunde sind vereinbar mit der 

Beobachtung bei RSTS-Patienten, die ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von 

Tumoren aufweisen, v.a. von embryonalen und neuronalen Tumoren. 

Es wird derzeit diskutiert, ob der Defekt des CBP-Gens die einzige Ursache für die 

Entstehung der Tumore beim RSTS ist. Aufgrund der niedrigen Prävalenz ist es 

Abbildung 1: CBP und P300 sind homologe transkritionelle Co-Aktivatoren mit KAT-Aktivität. 
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schwer, Tumorgewebe von RSTS-Patienten zu erhalten. Proben könnten eine 

Untersuchung auf eine zweite, somatische Inaktivierung des CBP-Gens 

ermöglichen [6]. Somatische Inaktivierungen in Tumoren, die ein typisches 

Kennzeichen von Tumorsuppressor-Aktivitäten sind, müssten bei RSTS-Patienten 

noch untersucht werden [6]. Wahrscheinlich beruht die Tumorgenese, wie viele 

andere Befunde beim RSTS, auf der verminderten KAT-Aktivität [6]. 

 

1.2.3 Rolle in der neuronalen Entwicklung 

Die frühe Letalität von CBP-Knockout-Mäusen im Embryonenalter aufgrund einer 

Fehlbildung des Neuralrohrs verhinderte eine genaue Untersuchung der Funktion 

des CBP hinsichtlich der neuronalen Entwicklung und Ausreifung [52-54]. Wurde 

CBP jedoch in bereits ausgereiften Neuronen von postnatalen Gehirnen eliminiert, 

so zeigten sich keine erheblichen neuronalen Defekte oder Dysmorphien [55, 56]. 

Jedoch wurden eingeschränkte Erinnerungsfähigkeiten beobachtet [55, 57, 58]. 

Diese Beobachtungen legen nahe, dass CBP nicht nur einen bedeutenden Einfluss 

auf die korrekte Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZNS) hat, sondern auch 

eine wichtige Rolle in der Funktion von ausgereiften Neuronen spielt [51, 56, 59-

62]. CBP+/--heterozygote Mäuse sind aufgrund ihres postnatalen Überlebens 

geeigneter für die Untersuchung der Funktion von CBP und ähneln dem RSTS 

genetisch und phänotypisch am ehesten [53, 60, 63, 64]. Sowohl im Mausmodell 

als auch bei RSTS-Patienten führt ein heterozygoter Verlust von CBP zu einer 

Mikrozephalie, einer zerebellären Hypoplasie, einem kleineren Corpus callosum 

und einem reduziertem Volumen des Bulbus olfactorius [33, 43, 65, 66]. Es ist 

bekannt, dass CBP an der Regulation der Differenzierung von neuronalen Zellen, 

u.a. von Motoneuronen, kortikalen Progenitoren und Astrozyten, beteiligt ist [34, 51, 

56, 59, 67-69]. Nach der zellulären Differenzierung ist CBP vor allem für die 

Aktivierung von Genen wichtig, die für das Wachstum von neuronalen Dendriten, 

die Ausreifung von dendritischen Dornfortsätzen und die aktivitätsabhängigen 

synaptischen Veränderungen verantwortlich sind [70]. Weiterhin haben Studien 

gezeigt, dass CBP für die Migration von verschiedenen neuronalen Zelltypen in den 

kortikalen, hippocampalen, zerebellären und spinalen neuronalen Schaltkreis 

benötigt wird [51, 56, 61, 67, 68]. Die Genexpression von CBP nimmt im Laufe der 

Entwicklung ab [56]. Dies ist vereinbar mit der Beobachtung von anderen 
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epigenetischen Enzymen, deren relative Bedeutung mit dem Progress der 

Differenzierung abzunehmen scheint [71, 72]. 

 

 

1.3 Neuronale Morphologie 

 

1.3.1 Der Neokortex 

Der Neokortex ist der Sitz hoher kognitiver Funktonen und ist v.a. in Säugetieren 

ausgeprägt ausgebildet [73]. In Nagetieren entsteht etwa am 9. – 9.5 Gestationstag 

(E9 – E9.5) das sogenannte Neuralrohr, ein Produkt der Gastrulation des 

Ektoderms, aus dem sich das Gehirn und das Rückenmark differenzieren [74]. 

Dieser als Neurulation bezeichneter Prozess ist der erste Schritt der Entwicklung 

des ZNS der Vertebraten [74, 75].  

Die Neokortizes der Säugetiere weisen im Aufbau eine große Ähnlichkeit auf. 

Jedoch können zwei Typen von Säugetieren bezüglich der kortikalen Oberfläche 

unterschieden werden: Spezies mit lissencephalischen Kortizes, die eine glatte 

Oberfläche aufweisen, und solche mit gyrencephalische Kortizes, die zahlreiche 

Windungen mit Sulci und Gyri bilden [76]. Die relative Dicke des Neokortex 

unterscheidet sich zwischen den Spezies der Säugetiere nur gering [73]. Der 

Neokortex besteht aus einer äußeren grauen Substanz, die ein Netzwerk aus 

glutamatergen und Gamma-Aminobuttersäure-assoziierten (GABAergen) 

Neuronen sowie Gliazellen und Blutgefäßen bildet [73]. Unter dem Kortex befindet 

sich die weiße Substanz bestehend aus den myelinisierten Axonen der Neurone der 

superfiziellen Schicht [73]. Der Kortex als Ganzes lässt sich in verschiedene 

funktionelle Regionen gliedern [77]. In der vertikalen Organisation lässt sich der 

Kortex in Kolumnen einteilen, die als funktionelle Mikroeinheiten arbeiten und durch 

Neuronen miteinander verbunden sind [78, 79]. In der horizontalen Dimension wird 

der zerebrale Kortex von innen nach außen in die Lamina I bis VI unterteilt, die sich 

in ihren Zelltypen und konnektiven Mustern unterscheiden [80] . 

Die Laminierung des Neokortex aus sechs Schichten bzw. Laminae wurde erstmals 

von dem Anatomen Brodmann (1909) beschrieben [77]. Zuvor wurden die Laminae 

von Ramon y Cajal mit der Golgi-Färbung dargestellt und abgebildet [77, 81]. Jede 

Lamina zeichnet sich durch eine charakteristische Verteilung von Zellen aus, die 

sich in ihrer Dichte, Form, Größe sowie ihrem Konnektivitätsmuster unterscheiden 
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[82]. Beispielsweise bilden Pyramidenzellen der Lamina V und VI (die 

infragranulären Laminae) weitläufige Verbindungen zu subkortikalen Strukturen, 

während die darüberliegenden Laminae I-IV (die supragranulären Laminae) 

vorwiegend ipsi- oder kontralaterale kortikokortikale Verbindungen ausüben [83, 

84]. Inwiefern die sechsschichtige Laminierung eine Rolle in ihren kortikalen 

Konnektionen und ihrem neuronalen Schaltkreis spielt, ist noch unbekannt. 

Die Lamina I (Stratum moleculare, L1) ist die Schicht direkt unter der Pia mater und 

beinhaltet ein locker aufgebautes Netzwerk aus vereinzelten Neuronen und 

Gliazellen sowie Anteile apikaler Dendriten von Pyramidenzellen der 

darunterliegenden Laminae und Axone, die L1 mit den anderen neokortikalen 

Arealen und dem Thalamus verbinden [85-87] . L1 ist bekannt für ihre wichtige Rolle 

in der neokortikalen Entwicklung [88]. Jedoch ist ihre Funktion im neokortikalen 

Kreislauf noch weitgehend unbekannt [88]. Eines der erst beschriebenen, kortikalen 

Zellentypen, die von Ramon y Cajal und Magnus Gustaf Retzius untersucht und 

definiert wurde, ist die Cajal-Retzius-Zelle [89]. Die Cajal-Retzius-Zellen sind unter 

den ersten Zellen, die während der Entwicklung des Kortex gebildet werden und 

durch Expression von Reelin eine bedeutende Rolle für die kortikale Laminierung 

spielen [86, 90-93]. Jedoch sind sie nur vorübergehend im Kortex vorzufinden und 

im Kortex von Nagetieren ab dem postnatalen Tag 11 (P11) nicht mehr 

nachzuweisen [94]. In den Laminae II und III (Stratum granulosum externum, L2 

und Stratum pyramidale externum, L3) befinden sich kleine, dicht gepackte Somata 

von Sternzellen und Pyramidenzellen sowie Axone von Pyramidenzellen 

intrakortikaler Projektionen, hauptsächlich aus der Lamina V [84, 95-97]. Die 

Sternzellen exprimieren Reelin und bilden verästelte Dendriten aus [98-102]. 

Innerhalb des lokalen Verbundes bilden die beiden Zelltypen ausgeprägte 

Netzwerke aus: Die Pyramidenzellen sind mithilfe von Interneuronen miteinander 

verbunden, während die Sternzellen durch Parvalbumin- und Somatostatin-positive 

Zellen miteinander kommunizieren [98]. Die zwei Subnetzwerke sind jedoch nicht 

völlig unabhängig voneinander. Winterer et al. (2017) haben festgestellt, dass bis 

zu 14 % der Pyramidenzellen Signale an die Sternzellen vermitteln [101]. Die 

Lamina IV (Stratum granulosum internum, L4) ist eine dünne aber dicht gepackte 

kortikale Schicht, die aus Somata von Sternzellen und Pyramidenzellen besteht 

[103, 104]. Jedoch variiert ihre zelluläre Architektur zwischen kortikalen Arealen 

[105, 106]. In sensorischen Arealen dominieren die Sternzellen, während in anderen 
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kortikalen Regionen gehäuft die Pyramidenzellen aufzufinden sind [105]. Zellen der 

L4 erhalten direkt sensorische Input-Aktivitäten aus dem Thalamus und sind die 

erste Anlaufstelle für die kortikale Verarbeitung sensorischer Signale [97, 105, 107]. 

Von dort werden die Informationen hauptsächlich zu den Zellen der L2/ 3 und 

anschließend in den infragranulären Laminae weitergeleitet [97, 108, 109]. Die 

Lamina V (Stratum pyramidale internum, L5) ist die größte kortikale Schicht. Ihre 

großen und locker verteilten Pyramidenzellen sind die visuell auffälligsten Neurone 

im Kortex [110]. Ein Charakteristikum von L5 ist die Vielfalt ihrer Pyramidenzellen, 

die ihre langen Dendriten in andere kortikale Schichten und subkortikalen 

Strukturen projizieren [105, 111-114]. Obwohl ursprünglich angenommen wurde, 

dass Lamina V primär eine Output-Schicht ist, stellten weitere Studien fest, dass 

ihre Pyramidenzellen auch thalamokortikale Input-Signale erhalten und allein durch 

Aktivitäten des Thalamus angetrieben werden können, so dass Lamina V auch als 

wichtige Input-Schicht angenommen wird [115-121]. Diese anatomische 

Gegebenheit macht die Lamina V zur primären kortikalen Schicht, die in der Top-

Down-Kontrolle anderer Hirnareale involviert ist [121]. Pyramidenzellen der Lamina 

V erhalten zudem Signale aller anderen kortikalen Schichten und sind folglich in 

allen afferenten Signalwegen im Kortex integriert [122]. Die Lamina VI (Stratum 

multiforme, L6) wird aus dicht gepackten, kleinen, runden Zellsomata, die meist 

Pyramidenzellen angehören, gebildet [123]. Die L6-Zellen erhalten direkt 

thalalokortikalen Input, so dass sie nach den L4-Zellen als wichtige Input-Lamina 

gilt [123]. Weiterhin senden sie wichtige Output-Aktivitäten in die Nuclei thalami und 

mithilfe langer Axone vermitteln sie Signale auf lokaler Ebene in die darüber 

liegenden Laminae und in andere kortikale Areale [123]. 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der kortikalen Laminae und ihrer Zellen im Golgi-
Cox-gefärbten Gewebeschnitt. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der kortikalen Laminae und ihrer Zellen im Golgi-
Cox-gefärbten Gewebeschnitt. Der Neokortex besteht aus sechs Schichten: In Golgi-Cox-

imprägnierten Schnitten sind im Stratum moleculare (L1) vereinzelte Gliazellen zu sehen. Im Stratum 

granulosum externum (L2) und Stratum pyramidale externum (L3) werden Stern- und 

Pyramidenzellen sowie dendritische, intrakortikale Projektionen der darunterliegenden Schichten, 

hauptsächlich aus der L5, eingefärbt. Im Stratum granulosum internum (L4) werden hauptsächlich 

kleine Neuronen dargestellt. Das Stratum pyramidale internum (L5) präsentiert sich mit ihren 
prominenten Pyramidenzellen als größte kortikale Schicht. Die langen apikalen Dendriten der L5-

Pyramidenzellen projizieren bis in die oberen Laminae. Im Stratum multiforme werden kleine, runde 

Somata gefärbt, die meist Pyramidenzellen angehören. Die Abbildung ist angelehnt an die Abbildung 

in Ramon y Cajal, S. „Comparative study of the sensory areas of the human cortex”, Worcester 

Verlag, England, 1899, S. 363. 

 

 

1.3.2 Die Pyramidenzelle 

Die kortikale Verarbeitung von Informationen beruht auf der Interaktion zwischen 

verschiedenen neuronalen Zelltypen in unterschiedlichen kortikalen Schichten und 

Arealen [124]. Pyramidenzellen finden sich reichlich in den Laminae II – VI des 

zerebralen Kortex in nahezu allen bisher untersuchten Säugetieren [125, 126]. 

Pyramidenzellen sind exzitatorische Neurone und machen mit einem Anteil von 70 

– 85% die größte Population der Neurone im Kortex aus [122, 126-129]. Dieser 

Befund deutet darauf hin, dass deren Kernfunktion hochkonserviert ist und deren 

Existenz im zentralen Nervensystem eine wichtige Rolle für den Organismus spielt 

[130]. Pyramidale Neurone sind im Prosencephalon der meisten Säugetiere, 

inklusive des zerebralen Kortex, des Hippocampus und der Amygdala, nicht aber 

im Bulbus olfactorius, im Mittelhirn, im Rhombencephalon und im Rückenmark [89]. 

Somit sind sie vor allem in Hirnstrukturen aufzufinden, die mit höheren kognitiven 

Funktionen assoziiert sind [130]. Ein Verständnis der Funktion von Pyramidenzellen 

ist daher notwendig, um die grundlegende neuronale Funktion zu verstehen. 

Pyramidenzellen sind charakterisiert durch einen apikalen und basalen 

Dendritenbaum sowie den pyramidenförmigen Soma (Abb. 3). Sie besitzen relativ 

kurze basale Dendriten. Der primäre, apikale Dendrit gabelt sich auf variabler Höhe 

auf bevor er sich am distalen Ende in einen Geäst aus zahlreichen weiteren 

Dendriten verzweigt. Von dem primären Dendriten zweigen sich sekundäre 

Dendriten in unterschiedlichen Winkeln ab [130]. Sowohl die basalen als auch die 

apikalen Dendriten sind von zahlreichen Dornfortsätzen (engl. Spines) bedeckt 
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[126]. Diese sind feine, membranöse Vorwölbungen auf neuronalen Oberflächen 

und stellen die postsynaptische Seite der exzitatorischen, glutamatergen Synapsen 

dar (siehe 1.5.3) [131-133]. 

Diese Charakteristika der Pyramidenzellen können stark zwischen kortikaler 

Schicht, Hirnregion und Spezies variieren (Abb. 3) [134, 135]. Beispielsweise sind 

Pyramidenzellen der Lamina V größer und besitzen längere apikale Dendriten und 

weniger sekundäre Verzweigungen als die Pyramidenzellen der Laminae II/ III 

[130]. 

Das Ausmaß der Ausreifung von Pyramidenzellen ist in der zweiten postnatalen 

Woche am größten [136-138]. Zwischen der ersten und zweiten postnatalen Woche 

verläuft das Wachstum der Pyramidenzellen in den oberflächlichen und tiefen 

kortikalen Schichten am schnellsten [136]. Hier verdoppelt sich die Dendritenlänge 

im Zeitraum vom P6 – 8 bis P13 – 16 [136].  

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Pyramidenzellen aus den kortikalen Laminae II/ 
III und V. (A) Allgemeiner Aufbau einer Pyramidenzelle. (B) Pyramidenzelle aus L2/ 3. (C) 
Pyramidenzelle aus L5. Die Pyramidenzelle besteht aus einem pyramidenförmigen Soma (mit einem 

grauen Hintergrund hervorgehoben) und gibt basale Äste (gelber Hintergrund) sowie einen apikalen 

Dendriten ab, der sich nochmals in einen proximalen (blauer Hintergrund) und einen distalen Teil 

(grüner Hintergrund) einteilen lässt. Zwischendurch gibt der Hauptast sekundäre Dendriten ab, die 
wiederum Dendriten ausbilden. Am distalen Ende kann sich der apikale Dendrit in zwei Äste 

verzweigen, die dann einen Büschel an zahlreichen weiteren Ästen exprimieren (rosa Hintergrund). 

Pyramidenzellen der L5 sind i.d.R. größer und besitzen einen komplexeren Dendritenbaum als die 

der L2/ 3. Mit ihren langen apikalen Dendriten reichen sie bis in die oberen kortikalen Schichten. Die 

schematischen Zeichnungen der Pyramidenzellen stehen nicht im Verhältnis zueinander. Abbildung 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Pyramidenzellen aus den kortikalen Laminae II/ III und V. 

Lamina II/ III Lamina V Allgemeiner Aufbau 
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(A, B und C) sind adaptiert an der Abbildung 1b und 1c aus Spruston, N., Pyramidal neurons: 

dendritic structure and synaptic integration. Nat Rev Neurosci, 2008. 9(3): p. 206-21. 

 
1.3.3 Die dendritischen Dornfortsätze 

1.3.3.1 Aufbau, Funktion und Plastizität 

Die Dornfortsätze wurden erstmals von dem spanischen Histologen Santiago 

Ramón y Cajal im Jahre 1888 beschrieben [139]. Spätere 

elektronenmikroskopische Studien bestätigten seine Beobachtung, dass diese 

postsynaptischen Kompartimente den Großteil der exzitatorischen Signale im ZNS 

empfangen [131-133]. 

Vereinfacht kann der Aufbau eines Dornfortsatzes in einen kugeligen Kopf und 

einen dünnen Hals unterteilt werden, der mit dem Dendriten verbunden ist [140]. 

Während der Entwicklung und des Wachstums durchlaufen die Spines signifikante 

morphologische Veränderungen, die direkt mit der Veränderung ihrer synaptischen 

Funktion verknüpft sind [140]. Man unterscheidet verschiedene Entwicklungsstufen, 

die einen kontinuierlichen Übergang durchlaufen (Abb. 12A) [141]. Eines der 

verbreitetsten Schemata, die von Peters und Kaiserman-Abramoff im Jahr 1970 

eingeführt wurden, teilt die Dornfortsätze in die folgenden drei Kategorien ein [142]: 

Zunächst werden die Dornfortsätze vom Thin-Typ unterschieden, die < 2 µm lang 

sind und einen relativ kleinen Kopf besitzen. Darauf folgen die reiferen Stubby-

Typen, die keinen Hals besitzen und mit einem Länge-Breiten-Verhältnis von < 1 

charakterisiert sind [142]. Schließlich wachsen sie zu den Spines vom Mushroom-

Typ aus [142]. Sie bilden einen etwa 1 femtoliter großen und > 0.6 µm breiten Kopf 

aus, der durch einen dünnen Hals (ca. 0.5 µm Länge und 0.1 µm Breite) mit dem 

Dendriten verbunden ist [140, 142]. Skoff und Hamburger (1974) haben eine weitere 

Gruppe von Dornfortsätzen zur Nomenklatur hinzugefügt [143]: Die Dornfortsätze 

vom Filopodia-Typ, benannt nach ihrer Haar-ähnlichen Form. Diese > 2 µm langen, 

sehr beweglichen Ausstülpungen scheinen die jüngste Entwicklungsstufe der 

dendritischen Dornfortsätze zu sein [141, 143].  

Das Gerüst der Zelle besteht aus dem Zytoskelett und determiniert die Zellform und 

die Organisation des Zytoplasmas [144]. Das Zytoskelett der neuronalen Dendriten 

besteht aus Mikrotubuli, Neurofilamenten und Aktin-Filamenten [145]. In den 

Dornfortsätzen dominieren die Aktin-Filamente [145]. Es wird angenommen, dass 

die Aktin-Polymerisierung und -Depolymerisierung wichtige Vorgänge für die 
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Ausbildung und Beweglichkeit der Dornfortsätze sind [145-149]. Weiterhin ist das 

Aktin-Netzwerk mit der Postsynaptic Density (PSD) assoziiert. Die PSD ist eine 

spezialisierte Struktur in der postsynaptischen Membran, bestehend aus hunderten 

von Proteinen, die Rezeptoren und Signalproteine organisiert und stabilisiert [150, 

151]. Daher wird angenommen, dass das Zytoskelett der Dornfortsätze über die 

synaptische Plastizität einen direkten Einfluss auf die funktionelle Organisation 

ausübt [152]. Studien zu neurologischen Entwicklungsstörungen deuten darauf hin, 

dass die Mutationen jene Gene betreffen, die Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts 

der Dornfortsätze kodieren (siehe 1.4.2) [153, 154]. 

Die Dornfortsätze sind über den ganzen Dendritenbaum verteilt. Valverde (1967) 

zeigte eine exponentielle Zunahme der Spine-Dichte an den apikalen Dendriten mit 

Entfernung vom Soma [155]. Die Ergebnisse von Marin-Padilla (1968) deuten 

darauf hin, dass die Verteilung der Dornfortsätze auf einem Dendriten als eine Serie 

von Gauß-Kurven beschrieben werden kann [156]. Die Spine-Dichte variiert nicht 

nur innerhalb eines Dendriten, sondern auch zwischen den kortikalen Arealen [157, 

158]. Die Ergebnisse dieser Studien weisen darauf hin, dass die höher geordneten 

Hirnareale wahrscheinlich mehr Synapsen und damit mehr Dornfortsätze erfordert 

[140]. 

Dornfortsätze variieren stark in ihrer Größe und Form und sind sehr plastisch [130, 

159]. Sie sind hoch dynamische Strukturen, die kontinuierlich geformt sowie auf- 

und abgebaut werden [160-163]. Strukturelle und funktionelle Veränderungen der 

dendritischen Spines sind entscheidend für die synaptische Plastizität, ein Modell 

für den Prozess des Lernens und Erinnerns [152]. Obwohl sich die technischen 

Grenzen die Untersuchung der Spines unter normalen Bedingungen 

herausfordernd gestalten, weisen Publikationen darauf hin, dass eine separate 

Gruppe mit stabilen und eine Gruppe mit mehr plastischen Spines in vivo existieren, 

und dass diese Gruppen sich mit dem Lernprozess verändern können [160, 161, 

163, 164]. 

Unreife Formen von Dornfortsätzen, wie die Spines vom Filopodia-Typ, sind sehr 

beweglich und tragen vermutlich zur Initiierung von synaptischen Kontakten und 

zum Lernprozess bei [165-169]. Im Vergleich dazu sind die größeren, ausgereiften 

Dornfortsätze vom Mushroom-Typ stabiler und leisten wahrscheinlich einen 

wichtigen Beitrag zur Erinnerungsfähigkeit bei [168, 169]. Es wird vermutet, dass 

nicht alle Dornfortsätze den gleichen Differenzierungsweg durchlaufen, also 
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beginnend als Filopodia-Typen, über die Thin- und Stubby-Typen bis hin zur 

Mushroom-Form. Zeitrafferaufnahmen in vivo haben gezeigt, dass Spines vom 

nicht-Mushroom-Typ über Tage morphologisch unverändert bleiben können, 

während Spines vom Mushroom-Typen verschwinden oder sich in einen anderen 

Typen ändern können [140]. Störungen in der Ausreifung der Dornfortsätze können 

zu Änderungen im neuronalen Schaltkreis führen, wie in einigen neurologischen 

Syndromen beobachtet wurde (siehe 1.4.2) [170, 171]. Weiterhin haben Studien 

gezeigt, dass die Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation, LTP) und 

Langzeitdepression (engl. long-term depression, LTD) mit einer Vergrößerung bzw. 

Schrumpfung der Spines assoziiert sind [172-176]. 

Die Dichte der Dornfortsätze passt sich der Umgebung an und ist u.a. von der 

Menge am afferenten Input abhängig. Parnavelas (1974) zeigte durch eine 

Verstärkung und Verminderung von afferentem Signal sowohl eine Zunahme als 

auch eine Abnahme der Anzahl an Spines [177]. Dieser Befund zeigt die 

bidirektionale Regulierung der Dichte und deutet darauf hin, dass die 

Dichteänderung ein Mechanismus der Adaptierung an afferenten Signalen ist und 

dass die Dornfortsätze durch regelmäßige, afferente Inputs aufrecht erhalten 

bleiben [140, 175]. Zusammengefasst lassen die Studien darauf schließen, dass die 

Umstrukturierung der Dornfortsätze der Formung und Verfeinerung der neuronalen 

Konnektivität dient [152]. 

 
1.3.3.2 Spinogenese 

In einigen Spezies entstehen die Dornfortsätze der Pyramidenzellen nach der 

Geburt. In Ratten beginnt die Spinogenese in der ersten postnatalen Woche [178]. 

In den darauffolgenden vier Wochen nimmt die Dichte der Dornfortsätze 

kontinuierlich zu, bevor sie anschließend mit dem Alter wieder abnimmt [179]. 

Die Frage, wie und unter welchen Bedingungen dendritische Dornfortsätze 

entstehen, ist von großer Bedeutung, um die Entwicklung des neuronalen 

Schaltkreises und die Pathogenese neurologischer Entwicklungsstörungen zu 

verstehen [180]. Mittlerweile haben sich drei Modelle zur Spinogenese etabliert: Das 

Sotelo-, das Miller-Peters- und das Filopodia-Modell (Abb. 4) [180]. 

Das Sotelo-Modell bezieht sich auf die Spinogenese auf Purkinje-Zellen. Dem 

Modell zufolge erfolgt die Entstehung der Dornfortsätze intrinsisch und zellautonom 

[180, 181]. Die Neurone können nicht nur selbst Dornfortsätze bilden, sondern 
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haben wahrscheinlich auch einen autonomen Mechanismus, der die Dichte der 

Spines kontrolliert [182-185]. 

Das Miller-Peters-Modell teilt die Spinogenese in drei Stadien auf [186]. Dabei 

kommt es zu einem sequentiellen Wachstum der Spines aus den Dendriten, das 

vom präsynaptischen Ende getriggert wird [180]. Zunächst entstehen Stubby-

förmige Dornfortsätze, deren präsynaptische Regionen durch Akkumulation 

synaptischer Vesikel anschwellen [186]. Schließlich formen sich mithilfe des 

präsynaptischen Triggers dünne oder Mushroom-förmige Dornfortsätze [186]. 

Das am häufigsten angewendete Modell, das Filopodia-Modell, postuliert, dass die 

zunächst gebildeten Dornfortsätze vom Filopodia-Typ synaptische Kontakte 

etablieren [180, 187]. Diese fangen die präsynaptischen Enden ein und führen sie 

in Richtung des Dendriten, wo sie die weitere Entwicklung der Spines induzieren 

[187, 188]. 

 
Abbildung 4: Die wesentlichen Schritte der drei Spinogenese-Modelle. (A) Im Sotelo-Modell 
erfolgt die Ausbildung der Dornfortsätze intrinsisch. (B) Das Miller-Peters-Modell besagt, dass das 

sequentielle Wachstum der Spines durch die präsynaptischen Enden getriggert wird. (C) Im 

Filopodia-Modell erfolgt die Ausbildung der Dornfortsätze durch Etablierung synaptischer Kontakte 

durch Filopodia-förmige Spines. Abbildung (A, B und C) sind adaptiert an der Abbildung 3 aus Yuste, 

R. and T. Bonhoeffer, Genesis of dendritic spines: insights from ultrastructural and imaging studies. 

Nat Rev Neurosci, 2004. 5(1): p. 24-34. 

 

 
 

Abbildung 4: Die wesentlichen Schritte der drei Spinogenese-Modelle. 
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1.4 Neuronale Morphologie und mentale Retardierung 

1.4.1 Zusammenhang von CBP-Mutationen und mentaler Retardierung 

Das Gedächtnis, Kennzeichen der kognitiven Fähigkeiten des Menschen, kann 

bezüglich der Dauer der Speicherung von Informationen in ein Kurzzeitgedächtnis 

(short-term memory, STM) und ein Langzeitgedächtnis (long-term memory, LTM) 

unterteilt werden [189]. Das STM dauert Minuten bis Stunden an und wird 

wahrscheinlich durch temporär anhaltende Modifikationen bereits existierender, 

synaptischer Rezeptoren und Enzyme vermittelt [190]. Im Gegensatz dazu besteht 

das LTM Tage oder länger fort und benötigt vermutlich die Ausbildung neuer 

Synapsen und die Umstrukturierung der bereits vorhandenen Synapsen [190, 191]. 

Derzeit wird angenommen, dass das LTM die Transkription und Translation neuer 

Proteine benötigt [192, 193]. Dies wirft die Frage auf, welche Transkriptionsfaktoren 

für die Genexpression im LTM benötigt werden [190]. 

Anhand mehrerer Tierversuche steht CBP unter Verdacht eine bedeutende Rolle in 

der Ausbildung des LTM zu spielen. Alarcon et al. (2004) haben bei der 

Untersuchung von heterozygoten CBP-Knockout-Mäusen festgestellt, dass die 

Mäuse im Vergleich zur Kontrolle eine geringere Leistung des LTM erbringen, 

während das STM nicht signifikant verändert war [63]. Weiterhin konnte in Studien 

gezeigt werden, dass eine reduzierte KAT-Aktivität von CBP zu Defiziten in der 

hippocampalen synaptischen Plastizität und im Erinnerungsvermögen führt [194-

196]. Zusätzlich scheint die adulte Neurogenese wichtig für das 

Erinnerungsvermögen zu sein, eine Fähigkeit, die bei heterozygoten CBP-

Knockout-Mäusen gestört ist [63, 197, 198]. Schließlich haben Ergebnisse aus 

Publikationen gezeigt, dass die exprimierten Gene beim Vorgang des Lernens und 

des Erinnerns teilweise unter Kontrolle von Kinase-Stoffwechselwegen stehen, die 

durch CREB vermittelt werden [8]. Zu diesen Genen gehören u.a. protein kinase A 

(PKA), mitogen-activated protein kinase (MAPK) und Ca2+/Calmodulin-dependent 

protein kinase IV (CaMKIV) [8, 199-201]. Das bedeutet, dass CBP direkt an diesen 

Stoffwechselwegen und so am Lernprozess beteiligt ist [8]. 

 
1.4.2 Zusammenhang von Morphologie und mentaler Retardierung 

Mit der Annahme, dass dendritische Dornfortsätze eine essentielle Rolle in der 

Neurotransmission, Plastizität sowie im Lern- und Erinnerungsvermögen spielen, 
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kann daraus geschlossen werden, dass eine Reihe neurologischer 

Entwicklungsstörungen mit ID u.a. mit Alterationen in der Morphologie und in der 

Dichte der Pyramidenzellen und Dornfortsätze assoziiert sind [140]. 

Eine frühe Exposition mit Alkohol, deren Symptome als fetales Alkoholsyndrom 

zusammengefasst werden, ist eine bekannte Ursache für ID [202].  An 

Rattenmodellen zeigte sich, dass Alkohol u.a. die Proliferation von neuronalen 

Progenitorzellen und die Migration von kortikalen Neuronen beeinflusst und eine 

massive Apoptose in mehreren Hirnstrukturen, u.a. im zerebralen Kortex, hervorruft 

[202-205].  Auch in anderen neurologischen Entwicklungsstörungen, wie im 

Fragilen X-Syndrom und Rett-Syndrom, zeigen sich Störungen in der Ausreifung 

von Neuronen [206, 207]. Mithilfe der Golgi-Färbung konnte ein Zusammenhang 

zwischen mentaler Retardierung und Änderungen der dendritischen Dornfortsätze 

beobachtet werden [208, 209]. Diese Studien zeigen grundsätzlich zwei 

Dysmorphien: ein gestörtes Wachstum der apikalen und basalen pyramidalen 

Dendriten sowie eine Fehlentwicklung der Dornfortsätze von kortikalen 

Pyramidenzellen. Bisher wurden vor allem an Trisomie 21 und am Fragilen X-

Syndrom die veränderte neuronale Morphologie untersucht. Bei Patienten mit 

Trisomie 21, die als häufigste Ursache für eine ID gilt , fanden sich eine Abnahme 

der Spine-Dichte im Neokortex und eine Zunahme abnormal langer Spines [156, 

210-212] . Auch Studien an Gehirnen von Patienten mit dem Fragilen X-Syndrom, 

die zweithäufigste Ursache für eine ID, ergab eine erhöhte Anzahl unreifer, langer 

Spines in kortikalen Pyramidenzellen [212-214]. 

 

1.4.3 Morphologie beim Rubinstein-Taybi-Syndrom 

Aufgrund vorheriger Studien an ID-verursachenden Syndromen ist eine zerebrale 

Architekturstörung als Ursache der mentalen Retardierung bei RSTS-Patienten 

anzunehmen. Bisher sind die Gehirne von RSTS-Patienten nur wenig verstanden 

worden. Alari et al. (2018) konnten erstmalig morphologische Alterationen und eine 

Untererregbarkeit bei CBP- und p300-defizienten Neuronen nachweisen [69]. 

Anhand von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC)-basierten Neuronen von 

RSTS-Patienten mit CBP- oder p300-Mutationen zeigte die Arbeitsgruppe eine 

veränderte Morphologie, die sich mit einer signifikant verkürzten Länge der 

Dendriten und einer vermehrten Verzweigung dieser auszeichnete [69]. Diese 

Ergebnisse sind vereinbar mit den wenigen neuropathologischen Untersuchungen 
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von Autopsien von RSTS-Patienten, bei denen verkleinerte Neurone beschrieben 

wurden [215-217]. Diese beobachteten Anomalien der Neurone könnten eines der 

zugrunde liegenden pathologischen Mechanismen für die ID von RSTS-Patienten 

sein. Die Zunahme der dendritischen Verzweigungen stimmen nicht mit der 

berichteten Abnahme von Spines auf iPSC-Neuronen anderer neurologischer 

Entwicklungsstörungen überein [69, 218-220]. Laut Alari et al. (2018) ist diese 

Unstimmigkeit wahrscheinlich der verfrühten Analyse der Neurone geschuldet, die 

im Laufe ihrer Differenzierung möglicherweise ein Teil ihrer Dornfortsätze wieder 

verlieren würden [69]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 18 

2. Hypothese und Zielsetzung 

 
Das Rubinstein-Taybi-Syndrom ist eine archetypische, neurologische 

Entwicklungsstörung, die mit einer mentalen Retardierung, einer postnatalen 

Wachstumsverzögerung und fazialen Anomalien charakterisiert ist [1]. Die Ursache 

lässt sich auf Mutationen der CBP- und p300-kodierenden Gene zurückführen [6]. 

Obwohl Studien mit Mausmodellen für das RSTS auf eine Korrelation des CBP mit 

der Kognition und Gedächtnisbildung hinweisen, konnte bisher nur unzureichend 

eine Beziehung zwischen der Morphologie der Neurone und der geistigen 

Behinderung und Lernschwäche beschrieben werden [63, 194-196]. Da eine 

strukturelle Alteration eng mit einer funktionellen Veränderung verknüpft ist, wie 

einige Studien an anderen neurologischen Symptomen hinweisen, wird in dieser 

Arbeit eine morphologische Anomalie der Neurone beim RSTS angenommen [137, 

156, 179, 208, 210-214, 221]. Um ein umfassenderes Verständnis der Pathogenese 

von RSTS zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Rolle des CBP in der 

morphologischen Entwicklung der Neurone untersucht. Dabei wurde die veränderte 

Struktur der Pyramidenzellen in der kortikalen Lamina V mithilfe des hGFAP-

cre::CBPFl/Fl-Mausmodells beobachtet und analysiert. Die dendritischen 

Dornfortsätze wurden hinsichtlich ihrer Dichte und ihrer strukturellen Alterationen 

untersucht. Weiterhin ließen sich durch eine Neuronen-Astrozyten-Sandwich-Co-

Kultur Schlussfolgerungen zu der Auswirkung des CBP-Defizits auf Neurone in vivo 

ziehen.  
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Tierversuche 

Für diese Arbeit wurden hGFAPcre::CBPFl/Fl transgene Mäuse verwendet. Normale 

C57BL/ 6J-Mäuse dienten als Wildtypkontrollen. Alle Tierversuche entsprachen den 

Anforderungen der Verordnung zum Schutz von zu wissenschaftlichen Zwecken 

verwendeten Tieren (Tierschutz-Versuchstierverordnung vom 1. August 2013) zur 

Umsetzung der Richtlinie 2010/63/EU vom 22. September 2010, Anlage 1, 

Abschnitt 2 und 3. Die Versuchstiere wurden unter standardisierten Bedingungen 

gehalten. Sie wurden in geschlechtergetrennten Gruppen von bis zu fünf Mäusen 

untergebracht. Ventilierte Käfige mit einer steriler Umgebung und einer konstanten 

Temperatur von 23 ± 2°C wurde sichergestellt. Ein Tag-Nacht-Rhythmus von zwölf 

Stunden wurde sichergestellt. Die Tiere hatten stets Zugang zur benötigten 

Nahrung. Vor Präparation der Gehirne wurden adulte Tiere nach anästhetischer 

Versorgung manuell zervikal disloziert und < 14 Tage alte Mäuse wurden 

dekapitiert. 

 

3.1.1 hGFAPcre::CBPFl/Fl transgenes Maus-Modell 

Mit dem Ziel ein Mausmodell für das Rubinstein-Taybi-Syndrom zu generieren, 

wurde ein LoxP-cre Mausmodell mit einer CBP-Defizienz in hGFAP-positiven 

(human glial fibrillary acidic protein promoter) Zellen erstellt. 

Das Cre-LoxP-Rekombinationssystem bietet eine Vielfalt an Möglichkeiten für die 

Erzeugung von Knockout-Mäusen an und findet in der Mausgenetik breite 

Anwendung. Anders als bei einem totalen Gen-Knockout ermöglicht das Cre-LoxP-

System eine konditionale, d.h. eine zeit- und gewebespezifische Deletion von 

bestimmten Genen. Das Cre-Enzym (cyclization recombination) gehört zur 

Enzymklasse der Rekombinasen und katalysiert die Spaltung oder Neuorientierung 

von einer spezifischen Gensequenz, die von der Erkennungssequenz LoxP (locus 

of X1-over P1) flankiert bzw. „gefloxt“ (flanked by LoxP) wird. Sind die LoxP-

Sequenzen in gleicher Richtung orientiert, wird die gefloxte Gensequenz mit einer 

LoxP-Sequenz exzidiert und die verbleibende, ringförmige DNA-Struktur in der Zelle 

wird abgebaut (Abb. 5). Stehen die LoxP-Sequenzen in entgegengesetzter 

Richtung, so wird das dazwischenliegende Exon invertiert. 
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Abbildung 5: Das hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mausmodell. Das gefloxte CBP wird unter Kontrolle des 

hGFAP-Promoters durch die Cre-Rekombinase herausgeschnitten. 

 

Globale Knockouts von Genen, die in vielen verschiedenen Geweben exprimiert 

werden, resultierten oft in einem letalen Phänotyp, der eine Analyse des zentralen 

Nervensystems nicht mehr erlaubte. Um eine spezifisch im zentralen Nervensystem 

befindliche CBP-Defizienz in einem Mausmodell zu generieren, orientierten wir uns 

an der Publikation von Zhuo et al., die eine transgene Linie mit einer unter Kontrolle 

des human glial fibrillary acidic protein (hGFAP)-Promotors exprimierten Cre-

Rekombinase erstellten [222]. Der hGFAP-Promotor kontrolliert die Expression von 

Genen spezifisch in neuronalen Vorläuferzellen. 

 

3.1.2 Genotypisierung der Mäuse 

Für die Genotypisierung wurden Biopsien der Schwanzspitze von ein Tag alten (P1) 

bzw. Ohrstanzbiopsien von P21 oder älteren Mäusen entnommen. Zunächst wurde 

die Gewebeprobe in einem Thermomixer (Eppendorf, ThermoMixer C) für zwei 

Stunden bei 56 °C lysiert, nachdem 500 µl eines Lysepuffers (5 M NaCl, 20 % SDS, 

1 M Tris-HCl, 0.5 M EDTA, 20 µl/ml Proteinkinase K in ddH2O) hinzugegeben 

wurden. Danach wurde die Probe für fünf Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert (Thermo Scientific, Heraeus Pico 17 Centrifuge) und der Überstand mit 

500 µl Isopropanol gemischt, das eine Ausfällung der DNA verursachte. Nach einer 

weiteren Zentrifugation für fünf Minuten bei 14.000 rpm wurde das Sediment im TE-

Abbildung 5: Das hGFAP-cre::cbpFl/Fl-Mausmodell. 
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Puffer (20 mM TRIS, 1 M EDTA in ddH2O) gelöst und für eine Stunde bei 37 °C in 

den Thermomixer gestellt. Diese Lösung mit der darin befindlichen DNA wurde bei 

4 °C aufbewahrt und konnte nun als Rohmaterial für weitere Arbeitsschritte der 

Genotypisierung benutzt werden. Die Genotyp-spezifische Region des Genoms 

wurde mithilfe von in der PCR genutzten Primer amplifiziert (Tab. 1). Die Analyse 

der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte über eine Gel-Elektrophorese. Dazu 

wurden 50 ml eines 2 %igen Agarosegels mit 5 µl Ethidiumbromid hergestellt. Die 

DNA-Fragmente wurden anschließend für 30 Minuten bei 130 V aufgetrennt. 

 
Primer 5`-3`-Sequenz 

Cre fwd. TCCGGGCTGCCACGACCAA  

Cre rev. GGCGCGGCAACACCATTTT  

CBP fwd. CCTCTGAAGGAGAAACAAGCA 

CBP rev. ACCATCATTCATCAGTGGACT    
 

 

 

PCR-Schritt                                  Temperatur [C°]                                           Zeit [s]                 
Denaturierung  95 120 

Denaturierung 95 30 

Primerhybridisierung 60 30 

Elongation 72 60 

Elongation 72 120 

Stop 4 - 

 
Tabelle 1: verwendete Primer-Sequenzen und PCR-Zyklen für die Genotypisierung. 

 

3.1.3 Neuronen-Astrozyten-Sandwich-Co-Kultur 

Das Neuronen-Astrozyten-Sandwich-Co-Kultur-System wurde erstmals von Banker 

und Goslin 1998 beschrieben [223-225]. Die Kultur von postnatalen Neuronen von 

Mäusen ist erfahrungsgemäß anspruchsvoller als die von embryonalen Neuronen 

[226]. Mit dem Banker-Modell ist die Polarisierung der Neurone mit Entwicklung von 

apikalen und basalen Dendriten sowie die Ausbildung von funktionierenden Spines 

und synaptischen Kontakten möglich [224]. Dabei wird die gesunde Kultur der 

Neurone durch die trophischen Bedingungen der benachbarten und physisch 
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getrennten astrozytären Feeder-Zellen ermöglicht. Für diese Arbeit wurde eine 

modifizierte Version des Banker-Protokolls verwendet, bei der die Neurone über 21 

Tage in vitro (days in vitro, DIV) kultiviert werden konnten (Abb. 6). In dieser Zeit 

sind die Dendriten und Dornfortsätze ausgereift und können untersucht werden 

[227]. 
 

 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Astrozyten-Neuronen-Sandwich-Co-Kultur. 
Hierbei handelt es sich um eine modifizierte Version des Banker-Protokolls. Zu sehen sind die 

Schritte bis zur Aussaat der Co-Kultur, abgebildet über eine Zeitleiste. Folgende Zellen sind 

aufgeführt: Astrozyten (grün), Neuronen (blau), Mikrogliazellen (hellblau), OPCs (oligodendrocyte 

progenitor cells, rosa und rotviolett). Die Abbildung ist adaptiert an der Abbildung 1 aus dem Protokoll 

„Neuron-Astrocyte sandwich co-culture assay Banker style“ (19.05.2017) des Instituts der 

Neuropathologie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE). 

 

 

Die für die Zellkultur benötigten Medien und Lösungen wurden stets frisch angesetzt 

(Tab. 2 und 3). Ein Monat vor der Auslegung der Neuronen-Astrozyten-Sandwich-

Co-Kultur wurde für die Aussaat und Expansion von Astrozyten das Gehirn einer 

CBP-defizienten P1-C57BL/6J-Maus bzw. einer Kontrollmaus entnommen. Das 

Gewebe wurde in eine mit DM gefüllte Petrischale transferiert, um es vor 

Austrocknung zu schützen. Unter dem binokularen Mikroskop mit Farbkamera 

(Leica M165 FC und Leica DFC7000 T) wurden die Meningen und der Plexus 

Choroideus mithilfe von Pinzetten sorgfältig entfernt, um eine Kontamination mit 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Astrozyten-Neuronen-Sandwich-Co-Kultur. 
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meningealen Fibroblasten und Endothelzellen vorzubeugen. Die beiden Kortizes 

wurden präpariert und in ein gekühltes, mit DM gefülltes Zentrifugenröhrchen 

überführt. 

Das Zentrifugenröhrchen wurde nach jedem Arbeitsschritt stets auf Eis inkubiert. 

Unter der Sterilbank (Heraeus, Heracell 240) wurde das präparierte Gewebe mit DM 

gewaschen und in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt, das danach mit 4,5 ml 

DM gefüllt wurde. Es wurde 1 ml Trypsin 0,05 % (alternativ 0,5 ml Trypsin 2,5 %) in 

die Suspension hinzugegeben und bei 37°C im Wasserbad für 15 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurde 1 ml der 1mg/ml DNAse I in das Röhrchen pipettiert und nach 

einer Minute 5 ml NMM hinzugegeben, um den enzymatischen Verdau 

abzubrechen. Das gesamte Volumen von 10 ml wurde für fünf Minuten bei 1000 

rpm zentrifugiert (Thermo Electron Corporation, Multifuge 3 S-R). Der Überstand 

wurde dekantiert und 2 ml NMM wurden hinzugegeben bevor die Gewebestücke 

mithilfe einer Pipette mehrmals resuspendiert wurden. Nach Gabe von weiteren 2 

ml NMM wurde die Suspension erneut für fünf Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. 

Das Sediment wurde mit GGM gewaschen und durch ein 70 µm-Zellsieb gegeben. 

In der Regel ergeben zwei Hälften von Kortizes etwa 1.200.000 Astrozyten/ml. Die 

Zellsuspension wurde in eine T75 cm2-Zellkulturflasche pipettiert und der Inhalt mit 

10 ml GGM aufgefüllt. Die Astrozytenkultur wurde engmaschig überwacht und 

gesplittet, sobald die Zellen konfluent waren. Das Medium wurde alle fünf bis sieben 

Tage gewechselt. Dabei ist es wichtig Neuronen, Mikroglia- und 

Oligodendrogliazellen zu entfernen, um eine reine Astrozytenkultur für die spätere 

Verwendung als Feeder-Zellen sicherzustellen. 

Zur Vorbereitung des Neuronen-Astrozyten-Sandwich-Co-Kultur-Systems wurden 

Deckgläschen mit 70-prozentigem Ethanol gewaschen und bei 200 °C sterilisiert. 

Für die Astrozytenkultur wurden Deckgläschen mithilfe einer 10 µl-Pipette mit 

dreieckig angeordneten Paraffinpunkten präpariert. Das Paraffin wurde vorher bei 

einer Temperatur von 95 °C geschmolzen. Die Deckgläschen wurden in einer 24-

Well-Platte unter UV-Licht sterilisiert. Für die Neuronen wurden die Deckgläschen 

ein bis zwei Tage vor der Aussaat der Sandwich-Co-Kultur mit Poly-L-Ornithin 1x 

behandelt und unter sterilen Bedingungen bei 4 °C gelagert. 

Vier Tage vor Aussaat der Neuronenkultur wurden die Astrozyten auf den 

Deckgläschen ausplattiert nachdem mithilfe einer Neubauer-Zählkammer die 

Zellzahl bestimmt wurde. Pro präpariertes Deckgläschen wurden 80.000 Astrozyten 
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ausgelegt und mit 2 ml GGM bedeckt. Nach zwei Tagen wurde das Medium mit 2 

ml NNM ausgetauscht. Die Präparation der Neurone erfolgte, bis auf die 

Verwendung von NMM statt GGM, nach den gleichen Schritten wie die der 

Astrozyten. Mithilfe einer Neubauer-Zählkammer wurden jeweils 50.000 Neurone 

auf ein vorbereitetes Glasplättchen ausgelegt. Nach einer Stunde wurden die mit 

Neuronen versehenen Deckgläschen umgedreht und vorsichtig auf den 

Paraffinpunkten über der Astrozytenkultur gelegt. Alle vier bis fünf Tage wurde die 

Hälfte des Mediums (entspricht 1000 µl) entnommen und 1000 µl frisches NMM 

hinzugegeben. Beim ersten Mediumwechsel wurden zusätzlich 10 µM FUDR 

hinzugegeben, um die Mitose zu inhibieren. 

Um die Neuronen-Astrozyten-Sandwich-Co-Kultur zu beenden, wurden die 

Deckgläschen mit den adhärenten Neuronen aus der Sandwich-Co-Kultur 

entnommen und in eine 24-Well-Platte mit vorgewärmten DPBS überführt. Es folgte 

die Fixation und Fluoreszenzfärbung der Neurone (siehe 3.2.1). 

 

Medien und Lösungen 
 

Komponenten 

Dissection medium (DM) HBSS 1x + 1 % P/S + 10 mM Hepes + 0,6 % einer 45 % 
Glukose-Lösung, bei 4 °C Lagerung bis zu einem Monat 
möglich 
 

Glial growth medium (GGM) DMEM + 0,6 % einer 45 % Glukose-Lösung + 1 % P/S + 
10 % FBS, bei 4 °C Lagerung bis zu einem Monat 
möglich 
 

Neuronal maintenance medium 
(NMM) 

Neurobasal-Medium + 2 mM Glutamax + 2 % B27-
Supplement + 1 % P/S + 25 µM ß-ME, bei 4 °C Lagerung 
für 10 – 12 Tage möglich 

Poly-L-Ornithin (PLO)-Lösung PLO 1x in ddH2O 

ß-Mercaptoethanol (ß-ME)-Lösung 25 mM ß-ME-Lösung in DPBS 1x 

 
Tabelle 2: Medien und Lösungen für die Präparation der Zellen. 

 
 

Zellkulturzusätze und Stammlösungen Hersteller 

B27-Supplement 
Serumfreies Supplement 2% 

Thermo Fisher Scientific 

DMEM 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

Gibco by Life Technologies 
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DNase I Roche 

DPBS  
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 
 
FBS 
Fetal bovine serum 

Gibco by Life Technologies 
 

Gibco by Life Technologies 

FUDR 
5-fluorodeoxyuridine (Floxyuridin) 

Sigma Aldrich 

L-Glutamine Gibco by Life Technologies 

HBSS 
Hank’s Balanced Salt Solution 

Invitrogen Life Technologies 

Hepes Gibco by Life Technologies 

Neurobasal-Medium 

PLO 
Poly-L-Ornithine 

Gibco by Life Technologies 

Sigma Aldrich 
 

P/S 
Penicillin-Streptomycin  

Gibco by Life Technologies 

Trypsin Gibco by Life Technologies 

  

 

Tabelle 3: Zellkulturzusätze und Stammlösungen zum Ansatz der Co-Kultur. 
 

 

3.2 Färbemethoden 

3.2.1 Immunhistochemie 

Zur Vorbereitung auf die Färbung wurden die oberen Deckgläschen mit den 

Neuronen in eine neue Zellkulturplatte überführt und zweimal für je 5 Minuten mit 1 

ml DPBS gewaschen. Zur Fixierung wurden die Deckgläschen 30 minutenlang in 

Paraformaldehyd (4-prozentige Lösung in DPBS, pH 7,4) gehalten und 

anschließend erneut mit DPBS gewaschen. Nach der Fixierung wurden die Zellen 

zweimal mit DPBS + 0,3 % Triton X-100 (Polyethylenglycol-[4-(1,1,3,3-

tetramethylbutyl)phenyl]-ether, DPBS-T) gewaschen. Darauffolgend wurden die 

Zellen für eine Stunde in der Blocking-Lösung (Normal Goat Serum, Millipore, 1:9 

in DPBS-T) bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 

Primärantikörper anti-MAP2- (Sigma-Aldrich, 1:500 in Blocking-Lösung) und anti-

CBP-Antikörper (Santa Cruz Biotechnologies, 1:50 in Blocking-Lösung) über Nacht 

bei 4 °C auf die Zellen inkubiert. Am nächsten Tag wurden die überschüssigen 

Antikörper mit DPBS ausgespült, bevor die Neurone mit dem Sekundärantikörper 

(Alexa 488 und Alexa 546, Invitrogen Life Technologies, 1:500 in DPBS) für eine 

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurden. DAPI (4’,6-Diamidin-2-Phenylindol, 
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Carl Roth, 1:000 in DPBS) wurde für die Visualisierung der Zellkerne verwendet. 

Schließlich wurden die Deckgläschen mit wasserlöslichen Einschlussmittel Mowiol 

(Carl Roth) auf Objektträgern eingedeckelt. Die Proben wurden unter dem 

Fluoreszenzmikroskop-Modell von Nikon (Eclipse Ti2) untersucht. 

 

3.2.2 Golgi-Cox-Färbung 

Die Golgi-Färbung, entwickelt vom italienischen Histologen Camillo Golgi , ist eine 

neurohistologische Färbemethode zur Darstellung einzelner Neuronen [228]. Die 

Imprägnation beruht auf einer Ausfällung von Silberchromat auf den 

Membranoberflächen der Zellen [229]. Für die Golgi-Färbung wurde das FD Rapid 

GolgiStainTM Kit (FD NeuroTechnologies, Catalog #PK401) verwendet, welches 

eine von Cox modifizierte Version der klassischen Golgi-Färbemethode ist und die 

benötigten Lösungen A – E für die Durchführung beinhaltet. Die Färbung erfolgte 

nach dem Protokoll des Herstellers. 

Ein Tag vor der Präparation der Gewebeprobe wurde die Lösung A + B (1:1-

Verhältnis) angesetzt und lichtgeschützt bei Raumtemperatur gelagert. Nach 

Entnahme des Gehirns aus einer p30-Maus, wurde das Gewebe kurz mit ddH2O 

abgespült und anschließend in ein lichtundurchlässiges Gefäß mit 6 ml der Lösung 

A + B (1:1-Gemisch) überführt. Die Probe wurde über Nacht bei Raumtemperatur 

in der Lösung A+B gelagert. Danach wurde die Probe in eine neue Lösung A + B 

überführt und für eine weitere Woche bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. 

Danach wurde die Probe in ein neues Gefäß mit 6 ml der Lösung C transferiert und 

für 24 Stunden bei 4 °C lichtgeschützt gelagert. Anschließend wurde die Lösung C 

aufgefrischt und die Probe wurde für weitere 24 Stunden bei 4 °C gelagert. Eine 

längere Lagerung in der Lösung war jedoch auch möglich. Nach der Inkubation in 

der Lösung C wurde die Probe mit der frontalen Seite nach unten in eine 6-Well-

Platte gelegt. Danach wurde eine 4-prozentige Agarose-Lösung angesetzt und in 

die Well-Platte gegeben. 

Die erhärtete Agarosemasse wurde aus der Platte entnommen und überschüssiges 

Material wurde vorsichtig weggeschnitten. Mithilfe des Vibratoms (Leica VT1200 S) 

wurden 200 µm dicke Schnitte angesetzt. Dabei wurde eine Geschwindigkeit von 

0.4 mm/s und eine Amplitude von 1 mm eingestellt. 

Die Schnitte wurden zweimal mit ddH2O für jeweils 2 Minuten gewaschen. 

Währenddessen wurde die Lösung D + E + ddH2O (1:1:2-Verhältnis) für die 



 27 

Farbentwicklung vorbereitet. 2 ml dieser Lösung wurden auf die Gewebeschnitte 

pipettiert und für 8 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut 

zweimal mit ddH2O für 4 Minuten gewaschen. Nach der Farbentwicklung wurden 

die Schnitte mit einem Pinsel auf ein Objektträger transferiert und getrocknet. 

Anschließend wurden die Deckgläschen mit jeweils 200 µl Mowiol aufgebracht. Die 

Schnitte wurden für mindestens 24 Stunden im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt bevor 

eine Untersuchung unter dem Mikroskop (Nikon, Eclipse Ti2) möglich war. Die 

Schnitte wurden stets lichtgeschützt bei 4 °C gelagert. 

 

3.3 Statistische Analyse 

Alle gewonnenen Daten wurden mithilfe der Prism6-Software (GraphPad) 

analysiert. Unterschiede zwischen den Mittelwerten von zwei Gruppen wurden mit 

dem unverbundenen t-Test auf Signifikanz geprüft. Der p-Wert für statistische 

Signifikanz lag dabei bei < 0.5 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). 

Um die CBP-defizienten Mäuse und die Wildtypkontrollen zu vergleichen, wurden 

von jeder Gruppe mindestens drei Mäuse untersucht und von jeder Maus 

mindestens zehn Neurone analysiert. Die Histogramme stellen die Mittelwerte mit 

den dazugehörigen Standardabweichungen dar. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Versuchstiere mit CBP-Defizienz zeigten strukturelle 
Veränderungen im Gehirn 

Für eine allgemeine Übersicht der Hirnstrukturen wurden koronare Hämatoxylin-

Eosin (HE)-gefärbte Hirnschnitte von 30 Tage alten Kontroll- und hGFAP-

cre::CBPFl/Fl-Mäusen angefertigt und miteinander verglichen (Abb. 7). Es war 

auffällig, dass in den CBP-defizienten Gehirnen die Hippocampi dysmorph und 

verkleinert waren. Weiterhin waren die lateralen Ventrikel deutlich dilatiert. 

Insgesamt waren die Gehirne verkleinert. 

Um den Einfluss von CBP auf die Entwicklung und das Wachstum der Neurone 

näher zu untersuchen, entschieden wir uns eine Golgi-Cox-Färbung durchzuführen, 

so dass die mikrostrukturelle Neuroanatomie der Pyramidenzellen mit den basalen 

und apikalen Dendriten sowie den Spines dargestellt werden konnte. Hierbei 

handelt es sich um eine von Cox modifizierte Methode der Golgi-Färbung, bei der 

eine Silberimprägnation der Zellmembranoberflächen stattfindet [229]. In dieser 

Arbeit wurden die Pyramidenzellen der neokortikalen Lamina V in den Fokus 

gestellt. In vergangenen Studien wurden die Pyramidenzellen hinsichtlich ihrer 

Struktur und Funktion am ausführlichsten in L5, der größten Output-Schicht des 

Neokortex, untersucht [130]. Ein Grund dafür ist wohl deren Zellkerngröße und die 

relativ geringe Dichte in L5, die eine Analyse der Zellen und ihrer mikroskopischen 

Einheiten ermöglichte. 

Um ein besseres Verständnis für den Einfluss einer CBP-Defizienz auf die 

Entwicklung und Differenzierung der Neurone zu erhalten, wurde neben den Golgi-

Cox-gefärbten Gewebeschnitten eine Zellkultur mit CBP-mutierten Neuronen 

angelegt. Dafür wurde ein modifiziertes Protokoll für die Neuronen-Astrozyten-

Sandwich-Co-Kultur nach Banker et al. veranlasst, das eine Polarisierung der 

Neurone mit Entwicklung von apikalen und basalen Dendriten ermöglichte [223, 

224]. 
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Abbildung 7: Koronare Hirnschnitte in HE-Färbung von p30-Mäusen. (A) WT-Maus. (B) Maus 

mit CBP-Defizienz. Sowohl der Hippocampus als auch die Ventrikel sind bei CBP-defizienten Mäuse 

verkleinert im Vergleich zur Kontrolle. Maßstabbalken: 1000 µm. 

 
 

4.2  Morphologie der pyramidalen Dendriten 

4.2.1  Die apikalen Dendriten der CBP-mutierten Pyramidenzellen in der 
kortikalen Lamina V sind signifikant verkürzt 

Studien zeigten eine Reduktion in der Länge von pyramidalen Dendriten bei 

verschiedenen neurologischen Entwicklungsstörungen [230, 231]. Um den Einfluss 

eines frühen CBP-Verlustes auf die Entwicklung und das Wachstum der Neurone 

zu untersuchen, wurden die Längen der apikalen Dendriten der Pyramidenzellen 

ausgemessen. Für jede Versuchsgruppe wurden jeweils drei P30-Mäuse 

untersucht. Dabei wurden bei jedem Golgi-Cox-gefärbten, koronaren 

Gewebeschnitt auf Höhe des Hippocampus je 30 Neurone von der rechten und der 

linken Hemisphäre in der Region der Falx cerebri ausgemessen. Die Länge der 

apikalen Dendriten wurde vom Ansatz am Soma bis in die distale Spitze des 

Dendriten bestimmt. Es stellte sich heraus, dass die apikalen Dendriten der CBP-

defizienten Pyramidenzellen im Durchschnitt eine um die Hälfte reduzierte Länge 

besitzen (Abb. 8). Dies lässt vermuten, dass die mikrostrukturellen Alterationen 

funktionelle Konsequenzen mit sich tragen. 

 

 

 

 

Abbildung 7: Koronare Hirnschnitte in HE-Färbung von p30-Mäusen. 



 30 

 
Abbildung 8: Die Länge der Dendriten ist signifikant kürzer bei CBP-defizienten Neuronen im 
Vergleich zum WT. (A und B) Repräsentative Abbildungen von Golgi-Cox-gefärbten 

Pyramidenzellen in der kortikalen Lamina V bei CBP-Mutation und Wildtypkontrolle. Maßstabbalken: 

100 µm. (C) Quantifizierung der apikalen Dendritenlänge von pyramidalen Neuronen in der kortikalen 

Lamina V zeigt eine signifikante Verkürzung der Dendriten von CBP-defizienten Neuronen im 

Vergleich zur Kontrolle. Messungen erfolgten an Pyramidenzellen von P30-Mäusen. **p < 0.01. 

 
 
4.2.2  Die Anzahl der sekundären Dendriten ist bei CBP-defizienten 

Pyramidenzellen unverändert 

Vergangene Studien berichteten von einer reduzierten Anzahl an dendritischen 

Verzweigungen bei neurologischen Entwicklungsstörungen [230, 232]. Analog zu 

diesen Publikationen haben wir die Anzahl der sekundären Äste am apikalen 

Dendriten untersucht. Es wurden drei P30-Mäuse für jede Versuchsgruppe 

miteinbezogen. Unter dem Lichtmikroskop wurden die sekundären Dendriten von 

zehn Neuronen pro Hemisphäre ausgezählt. Im Gegensatz zu den oben genannten 

Studien ergab die Untersuchung keine signifikante Veränderung in der Anzahl an 

sekundären Verzweigungen pro Längeneinheit am CBP-defizienten Dendriten von 

Pyramidenzellen im Neokortex (Abb. 9). Das Ergebnis zeigt, dass bei einer 

signifikant verkürzten Länge der Dendriten die grundsätzliche Architektur der 

Neurone trotzdem erhalten bleibt. Es fanden sich weder eine Reduzierung der 

sekundären Neurone noch eine Kompensation dieser durch Expression vermehrter 

Verzweigungen. 

Abbildung 8: Die Länge der Dendriten sind signifikant kürzer bei CBP-defizienten Neuronen im Vergleich 
zum WT. 
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Abbildung 9: Die Anzahl an dendritischen Verzweigungen von CBP-defizienten 
Pyramidenzellen der kortikalen Lamina V zeigt keine signifikanten Veränderungen im 
Vergleich zum WT. (A und B) Repräsentative Abbildungen von Golgi-Cox-gefärbten pyramidalen 

Neuronen im Kortex von einer Kontrolle und einer CBP-defizienten Maus. Maßstabbalken: 100 µm. 

(C) Die Quantifizierung erfolgte durch Berechnung der Anzahl der Verzweigungen pro µm des 

apikalen Dendriten bei drei Kontrollen und drei CBP-defizienten Mäusen. Die Messungen fanden an 

P30-Mäusen statt. p = 0.505.  

 

 

4.2.3  Die Richtung und Orientierung der apikalen Dendriten ist bei CBP-
Defizienz unverändert 

Störungen in der neuronalen Zellmigration sowie in der Richtung und Orientierung 

der Neurone verursachen eine gestörte kortikale Funktion [233-235]. Aufgrund der 

in der Übersichtsaufnahme der Golgi-Cox-gefärbten Hirnschnitte auffällig 

ausgerichteten Neurone und der strukturellen Veränderungen in den HE-gefärbten 

Gewebeschnitten wurde zunächst die Richtung und Orientierung der Neurone zur 

kortikalen Oberfläche untersucht. Dabei wurde der abweichende Winkel zur 

Orthogonalen des Kortex ausgemessen. Für die Gruppe der hGFAP-cre::CBPFl/Fl-

Mäuse und der Kontrollmäuse wurden jeweils drei P30-Versuchstiere untersucht. 

Mithilfe von koronaren, Golgi-Cox-gefärbten Hirnschnitten wurden die 

Winkelabweichungen zur Orthogonalen von zehn Neuronen pro Hemisphäre in der 

temporalen Region gemessen. Die Messungen ergaben keine signifikanten 

Abbildung 9: Die Anzahl an dendritischen Verzweigungen von CBP-defizienten Pyramidenzellen der kortikalen Lamina V 
zeigt keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zum WT. 
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Abweichungen der CBP-defizienten Neurone zur kortikalen Oberfläche (Abb. 10). 

Jedoch zeigte sich eine Tendenz dieser Neurone zu einer abnormen Abweichung 

ihrer Orientierung, wie sie im Graphen zu sehen ist (Abb. 10C). 
 

 
Abbildung 10: Die Orientierung der apikalen Dendriten von Pyramidenzellen in der Lamina V 
zur kortikalen Oberfläche zeigt keine signifikanten Veränderungen bei CBP-Defizienz im 
Vergleich zum WT. (A und B) Repräsentative Abbildungen von Golgi-Cox-gefärbten pyramidalen 

Neuronen im Kortex einer Wildtypkontrolle und einer CBP-mutierten Maus. Maßstabbalken: 100 µm. 
(C) Quantifizierung der Orientierung der apikalen Dendriten der Wildtypkontrollen und der CBP-

defizienten Mäuse. Die Orientierung wurde quantifiziert, indem der Winkel der apikalen Dendriten 

zur Orthogonalen der kortikalen Oberfläche gemessen wurde. Es wurde an fünf Kontrollen und fünf 

CBP-defizienten P30-Mäusen analysiert. p = 0.179. 

 
 
Die Untersuchungen an den Golgi-Cox-gefärbten Gewebeschnitten hat ergeben, 

dass CBP-defiziente Neurone im Vergleich zur Kontrolle signifikant verkürzte 

Dendriten aufweisen. Trotzdem sind ihre Verzweigungen unverändert. Sie passen 

sich weder den kurzen Dendriten mit reduzierter Anzahl an sekundären 

dendritischen Ästen an, noch kompensieren sie die reduzierte Länge mit einer 

Expression vermehrter Verzweigungen. Bezüglich der Ausrichtung und 

Orientierung der Neurone konnte eine Tendenz, jedoch keine deutliche 

Veränderung dieser Komponente beobachtet werden. 

 
 
 

Abbildung 10: Orientierung der apikalen Dendriten von Pyramidenzellen in der Lamina V zur kortikalen Oberfläche zeigt 
keine signifikanten Veränderungen bei CBP-Defizienz im Vergleich zum WT. 
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4.3  Morphologie der dendritischen Dornfortsätze 

4.3.1  Die Dichte der Dornfortsätze von Pyramidenzellen ist bei einer CBP-
Mutation signifikant reduziert 

Die Dornfortsätze der Neurone sind bedeutend im Lern- und Erinnerungsprozess 

wie einige Studien berichten konnten [152, 168, 169]. Untersuchungen an 

verschiedenen neurologischen Entwicklungsstörungen zeigten eine verminderte 

Dichte an Spines auf den Dendriten [156, 210, 211]. Aufgrund der Berichte 

entschieden wir uns die Spines genauer zu untersuchen. Dabei wurden für jede 

Versuchsgruppe Pyramidenzellen von drei P30-Mäusen angeschaut. Von jedem 

Versuchstier wurden insgesamt 20 Neurone an beiden Hemisphären in der Region 

der Falx cerebri auf Höhe der Hippocampi analysiert. An den koronaren Schnitten 

der Golgi-Cox-gefärbten Neurone erfolgte die Messung am distalen Abschnitt des 

apikalen Dendriten, da sich an diesem Abschnitt der Dendriten der Großteil der 

Spines befindet [155, 156]. Die Messungen ergaben, dass die Dichte der Spines 

auf den apikalen Dendriten bei hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mäusen signifikant reduziert ist 

im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 11). Dieses Ergebnis ist vereinbar mit den oben 

genannten Studien und weist darauf hin, dass eine reduzierte Dichte der Spines mit 

einer Konsequenz der Hirnleistung einhergeht. 

Abbildung 11: Die Dichte der Dornfortsätze ist in CBP-defizienten Neuronen signifikant 
reduziert im Vergleich zum WT. (A und B) Repräsentative Abbildungen von Golgi-Cox-gefärbten 

Pyramidenzellen bei einer Kontrolle und bei einer CBP-defizienten Maus. Maßstabbalken: 10 µm. 

(C) Quantifizierung der Spine-Dichte pro µm apikalen Dendriten von Pyramidenzellen in der 

kortikalen Lamina V zeigt eine signifikante Reduzierung der Spine-Dichte von Neuronen mit CBP-

Defizienz im Vergleich zur Kontrolle. Die Spine-Dichte wurde an drei Kontrollen und drei CBP-
defizienten P30-Mäusen ermittelt. **p < 0.01. 

Abbildung 11: Die Dichte der Dornfortsätze ist in CBP-defizienten Neuronen signifikant reduziert im Vergleich zum WT. 
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4.3.2  Pyramidenzellen mit CBP-Defizienz der kortikalen Lamina V zeigen 
Alterationen in der Morphologie der Dornfortsätze 

Um die Morphologie der Neurone und die neuronale Funktion näher zu 

untersuchen, haben wir die Spines analysiert. Es wurden vier verschiedene Spine-

Typen beschrieben, die möglicherweise die Ausreifung und Funktion der Spines 

widerspiegeln [141-143]. Es wird angenommen, dass die Differenzierung der 

Dornfortsätze mit dem Filopodia-Typ beginnen und die Ausreifung über die Thin- 

und Stubby-Typen bis hin zum Mushroom-Typ erfolgt (Abb. 12A) [141]. Bei den 

ausgereiften Typen, die Stubby- und Mushroom-geformten Spines, wird 

angenommen, dass sie stabiler sind und zum Gedächtnis- und 

Erinnerungsvermögen beitragen [168, 169]. Spines vom Filopodia- und Thin-Typen 

sind sehr dynamisch und tragen durch Initiierung von synaptischen Kontakten 

wahrscheinlich zum Lernprozess bei [165-169]. Wir haben ein gestörtes 

Gleichgewicht der Spine-Typen mit Verlagerung in Richtung der unausgereiften 

Dornfortsätze bei hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mäusen beobachtet (Abb. 12). Die Dichte 

der Mushroom-Spines war im CBP-defizienten Cortex signifikant erniedrigt, 

während der Anteil an unausgereiften Spines zunahm. Atypische Spines waren 

dabei nicht aufzufinden. Dies lässt vermuten, dass das korrekte Verhältnis der 

Spine-Typen eine wichtige Rolle in der kognitiven Leistung spielt. 

Abbildung 12: Die Ausreifung der Dornfortsätze in Neuronen ist bei CBP-Defizienz signifikant 
beeinträchtigt im Vergleich zum WT. 
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Abbildung 12: Die Ausreifung der Dornfortsätze in Neuronen ist bei CBP-Defizienz signifikant 
beeinträchtigt im Vergleich zum WT. (A) Schematische Abbildung der morphologischen 

Charakteristika der dendritischen Spines. Die Ausreifung der Spines erfolgt von den Filopodia-

geformten Strukturen bis hin zu den kurzen, breitköpfigen Spines vom Mushroom-Typ. (B und C) 
Repräsentative Abbildungen von Golgi-Cox-gefärbten apikalen Dendriten von Pyramidenzellen in 

der kortikalen Lamina V in WT- und CBP-defizienten p30-Mäusen. Pfeile weisen auf die 

verschiedenen Spine-Typen hin, farbkodiert entsprechend (A). Maßstabbalken: 10 µm. (D) 
Quantifizierung der Verteilung der verschiedenen Spine-Typen von pyramidalen Neuronen in der 

kortikalen Lamina V mit CBP-Defizienz im Vergleich zum WT. *p < 0.05. (A) und (B und C) sind 

adaptiert von der Abbildung 1 aus Risher, W.C., et al., Rapid Golgi analysis method for efficient and 

unbiased classification of dendritic spines. PLoS One, 2014. 9(9): p. e107591. 
 

 

Die dendritischen Dornfortsätze im hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mausmodell waren auffällig 

verändert. Die Dichte der Spines auf den Dendriten ist signifikant reduziert. 

Weiterhin hat sich der Anteil der Spine-Typen zugunsten der unausgereiften Spine-

Formen verschoben, so dass mehr Dornfortsätze vom Filopodia- und Thin-Typen 

als die vom Stubby- und Mushroom-Typen aufzufinden waren. Atypische 

Dornfortsätze wurden dabei nicht beobachtet. 
 

 

4.4  Morphologie der CBP-defizienten Neurone in der Zellkultur 

Zellkulturen sind eine geeignete Methode, um ein besseres Verständnis der 

Pathophysiologie von neurologischen Entwicklungsstörungen zu erhalten. Wir 

führten hier eine Zellkultur in Form einer modifizierten Version der Neuronen-

Astrozyten-Sandwich-Co-Kultur nach Banker und Goslin (1998) durch, bei der die 

Polarisierung der Neurone mit der Entwicklung von apikalen und basalen Dendriten 

ermöglicht wird [223-225]. Die trophischen Bedingungen der astrozytären Feeder-

Zellen ermöglichten eine gesunde Kultur der Neurone. Die Neurone wurden nach 

28 DIV fixiert und mithilfe von Fluoreszenzfärbungen dargestellt und analysiert. In 

dieser Zeit sind die Dendriten bereits ausgereift und können untersucht werden 

[227]. Die 2D-Natur der Neurone in Zellkultur ermöglichte eine vereinfachte 

Analyse.  
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4.4.1  Die Länge der neuronalen Dendriten ist bei einer CBP-Defizienz 
unverändert 

In Studien wurde beschrieben, dass die Länge der Dendriten der Pyramidenzellen 

bei verschiedenen neurologischen Entwicklungsstörungen verkürzt ist [230, 231]. In 

den Golgi-Cox-gefärbten Hirnschnitten konnten wir eine signifikante Verkürzung der 

Dendriten bei hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mäusen beobachten (siehe 4.2.1). Bei den 

kultivierten Neuronen zeigte sich eine Tendenz, jedoch keine signifikante 

Reduzierung der durchschnittlichen Dendritenlänge bei den CBP-mutierten 

Neuronen im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 13). Eine Untersuchung der Neurone 

nach einem späteren Zeitpunkt hätte möglicherweise ein deutlicheres Ergebnis 

gezeigt, so dass weiterhin die Vermutung besteht, dass eine korrekte Ausbildung 

der neuronalen Dendriten bedeutend für die physiologische Hirnleistung ist.  

 
 

Abbildung 13: Durchschnittliche Länge der Dendriten von CBP-defizienten, kortikalen 
Neuronen zeigt nach 28 DIV keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum WT. 
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Abbildung 13: Die durchschnittliche Länge der Dendriten von CBP-defizienten, kortikalen 
Neuronen zeigt nach 28 DIV keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum WT. (A und 
B) Repräsentative Abbildungen von kortikalen WT- und CBP-defizienten Neuronen. Die Neurone 

sind positiv für die Anti-MAP2-Antikörper-Färbung. Nuclei wurden mit DAPI gegengefärbt. 

Maßstabbalken: 100 µm. (C) Quantifizierung der durchschnittlichen Dendritenlänge von CBP-

defizienten Neuronen im Vergleich zum WT nach 28 DIV. Für jede Versuchsgruppe wurden drei 
unabhängig voneinander ausgesäte Zellkulturen untersucht, von denen jeweils 20 Neurone 

ausgemessen wurden. p = 0.1304. 

 

 

4.4.2  Die Anzahl der primären Dendriten ist bei einer CBP-Defizienz der 
Pyramidenzellen unverändert 

Ergebnisse von Studien zeigten, dass die Anzahl der dendritischen Äste von 

kultivierten Neuronen bei verschiedenen neurologischen Entwicklungsstörungen 

mit ID reduziert ist [218-220]. Diese Publikationen sprechen also dafür, dass eine 

ausreichende Ausbildung der Dendriten notwendig ist, um eine physiologische 

kognitive Leistung zu gewähren. Dementsprechend untersuchten wir die Anzahl der 

primären Dendriten der Neurone. Im Gegensatz zu diesen Publikationen ergab die 

Untersuchung der Fluoreszenz-markierten Neurone keine signifikanten 

Veränderungen in der Anzahl an primären Dendriten (Abb. 14).  
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Abbildung 14: Die Anzahl der primären Dendriten pro Neuron mit CBP-Defizienz nach 28 DIV 
zeigt keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum WT. (A und B) Repräsentative 

Abbildungen von kortikalen WT- und CBP-defizienten Neuronen nach 28 DIV. Die Neurone sind 

positiv für die Anti-MAP2-Antikörper-Färbung. Nuclei wurden mit DAPI gegengefärbt. Pfeile weisen 

auf die primären Dendriten. Maßstabbalken: 100 µm. (C) Quantifizierung der Anzahl an primären 

Abbildung 14: Anzahl der primären Dendriten pro Neuron mit CBP-Defizienz nach 28 DIV zeigt 
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum WT. 
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Dendriten von CBP-defizienten Neuronen im Vergleich zum WT. Für jede Versuchsgruppe wurden 

drei unabhängig voneinander ausgesäte Zellkulturen untersucht, von denen jeweils 20 Neurone 

ausgemessen wurden. p = 0.2295. 
 
 

4.4.3  Der Anteil an ausgebildeten apikalen Dendriten ist unter den CBP-
defizienten Neuronen signifikant erniedrigt 

Bei der mikroskopischen Untersuchung der Neurone war auffällig, dass der Anteil 

an Neuronen mit einem ausgebildeten apikalen Dendriten bei einer hGFAP-

cre::CBPFl/Fl-Mutation niedriger war als bei der Kontrolle (Abb. 15). Die Ergebnisse 

zeigten, dass unter den CBP-defizienten Neuronen rund halb so viele Nervenzellen 

einen apikalen Dendriten ausgebildet haben wie die Neurone aus der 

Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass eine Ausbildung des 

apikalen Dendriten und die damit einhergehende Richtung und Orientierung der 

Pyramidenzellen in vivo eine bedeutende Rolle in der mentalen Leistung spielen.  

Abbildung 15: Anteil der Neurone, die apikale Dendriten exprimieren, ist bei 
einer CBP-Defizienz signifikant reduziert im Vergleich zum WT nach 28 DIV. 
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Abbildung 15: Der Anteil der Neurone, die apikale Dendriten exprimieren, ist bei einer CBP-
Defizienz signifikant reduziert im Vergleich zum WT nach 28 DIV. (A und B) Repräsentative 

Abbildungen von krotikalen WT- und CBP-defizienten Neuronen nach 28 DIV. Die Neurone sind 

positiv für die Anti-MAP2-Antikörper-Färbung. Nuclei wurden mit DAPI gegengefärbt. Pfeile weisen 

auf die apikalen Dendriten. Maßstabbalken: 100 µm. (C) Quantifizierung der Präsenz von apikalen 

Dendriten mit CBP-Defizienz im Vergleich zu WT. Für jede Versuchsgruppe wurden drei unabhängig 
voneinander ausgesäte Zellkulturen untersucht, von denen jeweils 20 Neurone ausgemessen 

wurden . **p = 0.0032. 
 

 

Die co-kultivierten Neurone zeigten zusammenfassend ähnliche Veränderungen 

wie die Golgi-Cox-imprägnierten Gewebeschnitte des hGFAP-cre::CBPFl/Fl-

Mausmodells. Die Dendriten der Neurone tendierten zu einer deutlich verkürzten 

Länge. Dabei war sich die Ausprägung der sekundären Verzweigungen unauffällig. 

Schließlich haben wir die Ausbildung von apikalen Dendriten an den Neuronen als 

Ausdruck der korrekten Orientierung dieser Zellen untersucht. Wir haben dabei 

festgestellt, dass der Anteil an CBP-defizienten Neuronen mit einem apikalen 

Dendriten signifikant niedriger war als der bei den Kontrolltieren. 
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5. Diskussion 

 
5.1 Das hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mausmodell für das Rubinstein-Taybi-
Syndrom 

In dieser Arbeit haben wir mit dem hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mausmodell eine ZNS-

spezifische Depletion von CBP erzeugt. Mithilfe dieses Modells konnten wir zeigen, 

dass CBP ein wichtiger Faktor für die Ausbildung und Differenzierung der Neurone 

ist und im Zentrum der neuronalen Entwicklung steht. Vergangene Versuche mit 

konventionellen homozygoten CBP-Knockout-Mäusen haben zu einer verfrühten 

Letalität und damit einer erschwerten Untersuchung der Versuchstiere geführt [52-

54]. Diese pränatale Überlebensunfähigkeit verhinderte die Analyse von CBP 

hinsichtlich der neuronalen Entwicklung [52-54]. Versuche mit heterozygoten CBP-

Knockout-Versuchstieren zeigten zwar mit ihren veränderten Lern- und 

Erinnerungsvermögen sowie ihrer dokumentierten Mikrozephalie phänotypische 

Ähnlichkeiten zu RSTS-Patienten [236]. Jedoch war die weitere Untersuchung und 

Aussagekraft durch die ungewisse Restaktivität des CBP des verbliebenen Allels 

eingeschränkt [236]. Daher wurde für diese Arbeit ein homozygoter Gewebe-

spezifischer CBP-Knockout verwendet.  Damit war es möglich, die Rolle von CBP 

in der Entwicklung und Ausbildung der Neurone zu untersuchen und CBP-

abhängige Entwicklungsprozesse zu identifizieren, die möglicherweise an der 

Pathogenese des RSTS und der in dieser Entwicklungsstörung charakteristischen 

mentalen Retardierung beteiligt sind. 

 

  

 

5.2 Die Rolle des CBP in der neuronalen Entwicklung und 
Differenzierung 

5.2.1  CBP als Regulator der neuronalen Struktur 

Es wird angenommen, dass CBP eine wichtige Rolle in der Regulation der 

Hirngröße spielt [1]. Schoof et al. wiesen mithilfe des hGFAP-cre::CBPFl/Fl-

Mausmodells die wichtige Rolle von CBP als Regulator der Neurogenese, 

Morphogenese der Neuronen und neuronalen Konnektivität nach [25]. Anhand von 
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heterozygoten CBP-Knockout-Mausmodellen und MRT-Untersuchungen von 

RSTS-Patienten konnte gezeigt werden, dass ein Defizit von CBP zu einer 

Mikrozephalie führt [33, 65, 66]. Eine Meta-Analyse, die 732 Patienten 

eingeschlossen hat, bestätigte, dass die Mikrozephalie ein charakteristisches 

Merkmal des RSTS ist [237]. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen an den 

HE-gefärbten Gewebeschnitten unseres hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mausmodells für das 

RSTS. Auch auf mikroskopischer Ebene hat sich die Größe der Strukturen deutlich 

verändert. Die Golgi-Cox-gefärbten Dendriten der Pyramidenzellen in der kortikalen 

L5 sind signifikant verkürzt. Auch die kultivierten Neurone zeigten eine Tendenz zu 

verkürzten Dendriten. Der generelle Aufbau und die allgemeine Struktur dieser 

Zellen sind jedoch erhalten geblieben. Der Einfluss von CBP auf die Länge der 

Neurone wurde erst kürzlich in einem ähnlichen Mausmodell mit dem Nestin-

Promoter beschrieben, dessen Phänotyp mit unseren Ergebnissen übereinstimmt 

[153]. Alari et al. (2018) haben anhand von iPSC-basierten, 42 DIV-Neuronen von 

RSTS-Patienten mit CBP- oder p300-Mutationen verkürzte Dendriten beobachtet. 

Die Untersuchungen an unseren co-kultivierten Neuronen nach 28 DIV aus dem 

CBP-defizienten Mausmodell haben gezeigt, dass die Nervenzellen eine Tendenz 

zur Ausbildung verkürzter Dendriten haben. Auch Studien an Neuronen anderer 

neurologischer Entwicklungsstörungen zeigten eine Veränderung der 

Dendritenlänge [230, 231, 238]. Diese Studien und unsere Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass die Länge der Dendriten bedeutend für die kognitive Leistung ist 

und CBP ein wichtiger Faktor für die Regulation des Dendritenwachstums ist. 

Weiterhin haben wir den Dendritenbaum der Pyramidenzellen untersucht und 

beobachtet, dass sich die absolute Anzahl an dendritischen Verzweigungen bei 

CBP-defizienten Pyramidenzellen in vivo verringert hat. Bezieht man das Ausmaß 

der Verzweigungen in Relation zur Dendritenlänge, so ist aufgrund der verkürzten 

Dendriten sowohl in den Golgi-imprägnierten Gewebeschnitten als auch bei den 

kultivierten Neuronen keine Veränderung zu sehen. Daraus lässt sich ableiten, dass 

sich die grundsätzliche Architektur der Neuronen unter CBP-Defizit nicht verändert. 

Trotz der deutlich verkürzten Dendriten im hGFAP-cre::CBPFl/Fl-Mausmodell gab es 

weder eine Reduzierung der Anzahl an Verzweigungen, noch fand eine 

Kompensation der verkürzten Dendriten durch Ausbildung vermehrter 

Verzweigungen statt. Diese Ergebnisse sind konsistent mit denen von Studien an 

Neuronen in vivo und in vitro anderer Syndrome mit ID, z.B. Neurone beim Down- 
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und Rett-Syndrom sowie Schizophrenie und Autismus, die ebenfalls ein 

verändertes Verhalten der Verzweigungen dokumentiert haben [218-220, 230, 232, 

239, 240]. Die Ergebnisse implizieren, dass CBP zwar an der Regulation der 

Dendritenlänge beteiligt ist, dessen Aktivität die Faktoren für die allgemeine Struktur 

der Pyramidenzellen jedoch nicht maßgebend beeinflusst. 

Bezüglich einer normalen kognitiven Funktion haben Studien darauf hingewiesen, 

dass die neuronale Zellmigration sowie die Richtung und Orientierung der Neurone 

wichtig für die mentale Leistung ist [233-235]. Die Untersuchung der Golgi-Cox-

gefärbten Hirnschnitte zeigte eine Tendenz zu einer deutlichen Veränderung der 

Ausrichtung der Neurone. Und auch die mutierten Neurone in der Zellkultur wiesen 

einen deutlich niedrigeren Anteil an Pyramidenzellen auf, die apikale Dendriten 

ausbildeten, der Zellfortsatz, der i.d.R. zur kortikalen Oberfläche ausgerichtet ist. 

Mit diesen Ergebnissen wird der Verdacht, dass die Neurone mit einer CBP-

Defizienz eine Störung in der Ausrichtung und Orientierung erfahren, unterstützt. 

 

5.2.2  Die Ausbildung und Ausreifung der Spines sind abhängig von CBP 

Die pyramidalen Dornfortsätze, die den Großteil des exzitatorischen synaptischen 

Inputs im Cerebrum erhalten, haben eine essentielle Bedeutung im Lern- und 

Gedächtnisvermögen des Menschen [152]. Sie haben die Fähigkeit in ihrer Größe 

und Form stark zu variieren und weisen damit eine hohe Plastizität auf [130, 159]. 

Mit ihrer hochdynamischen Struktur, die ständig auf- und abgebaut wird, formen und 

verfeinern sie die neuronale Konnektivität und tragen so zum Lernen und Erinnern 

bei [152, 160-163]. Die ständige Zu- und Abnahme der Anzahl an Spines erfolgt als 

Zeichen der Adaptierung an die regelmäßig veränderte Umgebung der 

Dornfortsätze [140, 175]. Mit diesem Hintergrund kann angenommen werden, dass 

eine Vielzahl neurologischer Entwicklungsstörungen mit mentaler Retardierung u.a. 

mit morphologischen Veränderungen der pyramidalen Dornfortsätze einhergeht. 

Dieser Zusammenhang wurde z.B. in den Reviews von Nimchinsky et al (2002) und 

Nishiyama (2019) erläutert, die verschiedene Fehlbildungen der Spines in 

verschiedenen neurologische Syndromen gegenüber gestellt haben [140, 152].  

Die Dichte der Dornfortsätze ist ein wichtiger Faktor des neuronalen Netzwerkes 

[241]. Steigt die Anzahl der Spines, so steigt auch die Menge der neuronalen 

Verbindungen und die Komplexität [242]. Daraus folgt, dass Störungen der Spine-

Dichte Beeinträchtigungen im Netzwerk bedingen [241]. Am hGFAP-cre::CBPFl/Fl-
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Mausmodell haben wir die Dornfortsätze an den Dendriten der Pyramidenzellen 

untersucht und feststellen können, dass die Dichte dieser Spines beim RSTS-

Modell signifikant reduziert war im Vergleich zur Kontrolle. Auch Neuronen von 

Patienten mit Down-Syndrom haben vergleichsweise weniger dendritische Spines, 

sowohl bei jungen als auch bei älteren Patienten [210, 211, 243]. Eine weitere 

Studie, die die charakteristische Eigenschaft der pathologischen Veränderung der 

Spines bei neurologischen Entwicklungsstörungen mit ID unterstützt, untersuchte 

Pyramidenzellen im Hippocampus von Patienten mit Trisomie 21 [244]. Als 

Vergleichsgruppen dienten normale Kontrollen und Down-Syndrom-Patienten mit 

assoziierter Alzheimer-Krankheit. Dabei stellte die Arbeitsgruppe fest, dass die 

Spine-Dichte in den Geweben aller Patienten mit Down-Syndrom erniedrigt ist, 

wobei die Veränderungen bei Down-Syndrom-Patienten mit assoziierter Alzheimer-

Krankheit schwerwiegender waren [244]. Auch der gegenteilige Fall ist bei einem 

Syndrom mit ID vorzuweisen: Untersuchungen an Autopsien von Gehirnen mit 

Fragilem X-Syndrom zeigten eine reduzierte Spine-Menge in L5-Pyramidenzellen 

[213]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Anzahl der Spines bei Erkrankungen mit 

ID besonders betroffen ist und eine korrekte Dichte dieser wichtig für die kognitive 

Leistung ist. Aus unseren Ergebnissen lässt sich ableiten, dass CBP ein 

bedeutendes Protein für die Ausbildung und das Wachstum der Dornfortsätze ist. 

Eine weitere Fehlentwicklung, die durch den frühen Verlust von CBP verursacht 

wurde, ist die inkorrekte Ausbildung der Spine-Typen. Hier zeigte sich eine 

Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung der unreifen Spine-Typen. Die 

Neurone mit CBP-Defizienz wiesen einen erhöhten Anteil an Spines vom Filopodia- 

und vom Thin-Typ auf, während der Anteil der Stubby- und Mushroom-Typen 

signifikant verringert war. Die unreifen Formen der Dornfortsätze sind sehr 

beweglich und vermutlich an der Initiierung von synaptischen Kontakten und am 

Lernprozess beteiligt [165-169]. Im Gegensatz dazu sind die ausgereiften Spines 

unbeweglicher, aber stabiler, und tragen zum Erinnerungsvermögen bei [168, 169]. 

Alle Mausmodelle für das RSTS haben ein Defizit des LTM und eine Einschränkung 

der mentalen Leistung aufgewiesen, passend zu den Beobachtungen an RSTS-

Patienten, bei denen eine mentale Beeinträchtigung und ein Differenzierungsdefizit 

der Neuronen beschrieben wurde [1, 215-217]. Zahlreiche Studien haben bereits 

Veränderungen in der Balance der Spine-Anteile bei verschiedenen 

Entwicklungsstörungen mit mentaler Retardierung beschrieben. Marin-Padilla 
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(1976) hat mithilfe der Golgi-Färbung bei Patienten mit Down-Syndrom vermehrt 

verlängerte und verkürzte Spines beobachtet [245]. Auch die Neurone von 

Patienten mit Fragilem X-Syndrom wiesen ungewöhnlich lange Dornfortsätze auf 

[213, 214]. Ein weiteres Beispiel sind die Studien an Mausmodellen für das Rett-

Syndrom, die einen reduzierten Anteil an Mushroom-Spines berichtet haben [207, 

246]. Diese Studien zusammen mit den Ergebnissen aus unseren Untersuchungen 

lassen darauf schließen, dass der korrekte Anteil der Spine-Typen eine essentielle 

Rolle in der Lern- und Gedächtnisbildung spielt und dass CBP ein wichtiger Faktor 

für die Ausbildung der Spine-Typen und damit für die kognitive Leistungsfähigkeit 

ist. 

 

 

5.3  Implikationen für die Pathogenese des Rubinstein-Taybi-
Syndroms 

5.3.1  Mikrostrukturelle Veränderungen als Ursache der mentalen 
Retardierung und   kognitiven Dysfunktion 

Der Neokortex ist u.a. ein Substrat der mentalen Retardierung und kognitiven 

Dysfunktion bei RSTS-Patienten wie vergangene Studien postulieren [55, 56, 196]. 

Mit den Ergebnissen, die auf eine Assoziation der CBP-Defizienz mit einer 

Veränderung der mikrostrukturellen Neuroanatomie hinweisen, identifiziert diese 

Arbeit morphologische Pathologien der Dendriten und Dornfortsätze und hat so zur 

Kenntnis des CBP als bedeutendes Protein in der neuronalen Entwicklung 

beigesteuert. 

Seit den frühen 1970ern haben Färbungsmethoden von Neuronen auf 

Veränderungen der Dendriten und Spines als Ursache genetischer und 

umweltbedingter mentaler Retardierung hingewiesen [209]. Dendritische 

Alterationen sind dabei die am konsistentesten anatomischen Strukturen, die in 

Studien von neurologischen Entwicklungsstörungen mit ID vorgewiesen wurden 

[247]. Es wurde in einer Vielzahl von Studien beschrieben, dass verschiedene 

neurologische Entwicklungsstörungen mit ID, z.B. das Down-, Rett- und Fragile X-

Syndrom, mit einer veränderten Morphologie der Neuronen und Spines 

einhergehen [206-211, 247]. Die dort beschriebenen pathologischen Abweichungen 

in der Dendritenlänge, Spine-Dichte und Ausreifung der Spines stimmen mit 
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unseren Ergebnissen überein. Auch das in dieser Arbeit verwendete hGFAP-

cre::CBPFl/Fl-Mausmodell für das RSTS zeigte eine deutlich eingeschränkte 

Ausbildung der neuronalen Strukturen nach einem frühen Verlust von CBP. Die 

Ergebnisse werden durch die neuropathologischen Untersuchungen an Autopsien 

von RSTS-Patienten unterstützt, die alle verkleinerte und weniger differenzierte 

Neurone beschrieben haben [215-217]. Da jedoch nur vereinzelte und veraltete 

Studien an obduzierten RSTS-Gehirnen existieren, die v.a. durch die geringe 

Prävalenz der Erkrankung bedingt sind, ist ein tiefgreifendes Verständnis mithilfe 

von Mausmodellen notwendig. Die reduzierte Anzahl an Spines und das 

verschobene Gleichgewicht der Spine-Typen zugunsten der unreifen Dornfortsätze 

unterstützen die Hypothese, dass die Neuronen morphologisch und funktionell bzw. 

dass der Lern- und Erinnerungsprozess von CBP beeinflusst werden. Die 

vergangenen Studien und unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die 

strukturellen Veränderungen direkt mit funktionellen Störungen einhergehen und 

dass die CBP-Defizienz ein bedeutender Faktor für die mentale Retardierung des 

RSTS ist.  

 

5.3.2 Die mentale Retardierung ist abhängig von der CBP-vermittelten 
Morphogenese 

Vergangene Studien und die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass die mentale Retardierung und kognitiven Defizite beim RSTS durch 

folgende CBP-abhängige Komponenten und Prozesse verursacht werden, die zu 

einer veränderten Morphologie der Neurone und Spines führen. 

Ein Prozess spielt sich in der embryonalen Entwicklung des ZNS ab und ist mit der 

Rolle von CBP als epigenetisches Gen assoziiert [56, 153, 248]. Ein homozygoter 

CBP-Knockout von Mäusen führte durch eine Fehlbildung des Neuralrohrs zu einer 

verfrühten Letalität [52-54]. Wurde CBP, wie im Mausmodell dieser Arbeit, nach 

dem Beginn der Neurulation und Formation des Neuralrohrs ZNS-spezifisch 

ausgeschaltet, so ist die generelle Hirnstruktur erhalten geblieben. Jedoch wurden 

u.a. verkleinerte Hippocampi beobachtet, anatomische Strukturen, die bedeutend 

für die Gedächtniskonsolidierung sind. Diese Beobachtung ist vereinbar mit 

Studien, die gezeigt haben, dass eine reduzierte KAT-Aktivität zu Defiziten in der 

hippocampalen, synaptischen Plastizität und im Erinnerungsvermögen führt [194-

196]. 
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Ein weiterer CBP-abhängiger Faktor für die ID des RSTS bezieht sich auf die 

veränderte mikrostrukturelle Neuroanatomie der Betroffenen. Viele Studien haben 

bereits beschrieben, dass die Intelligenzminderung bei neuronalen Syndromen, wie 

im Rett-, Fragilen X- und Down-Syndrom, mit einer veränderten Morphologie der 

Neuronen und Dendriten assoziiert ist [206, 207, 210-214]. Die dort beschriebenen 

Veränderungen der neuronalen Morphologie, ähnlich wie die Befunde in den 

hGFAPcre::CBPFl/Fl-Mäusen, deuten auf eine wichtige, funktionelle Rolle der 

Struktur von Neuronen und Spines in der mentalen Retardierung hin. Die verringerte 

Dichte von Spines und damit einhergehende reduzierte Anzahl an Synapsen in 

CBP-defizienten Mäusen stärkt die Hypothese, dass Neurone morphologisch und 

funktionell von CBP abhängig sind. 

Weiterhin wird die enzymatische Aktivität bzw. die KAT-Aktivität des CBP 

hinsichtlich der Gedächtniskonsolidierung lebenslang benötigt [55, 57, 58, 194]. 

Forscher haben mithilfe von heterozygoten CBP-Knockout-Mäusen gezeigt, dass 

die KAT-Aktivität des CBP bedeutend für die Ausbildung des LTM ist [63, 194-196]. 

Weitere Studien haben gezeigt, dass CBP über CREB-vermittelte Kinase-

Stoffwechselwege am Lern- und Erinnerungsprozess beteiligt ist [199-201]. Der u.a. 

durch CBP-vermittelte Erhalt der synaptischen Plastizität ist also von essentieller 

Bedeutung für eine physiologische kognitive Leistung. 

Insgesamt wirken also zahlreiche Prozesse in der Pathogenese des RSTS, die u.a. 

parallel verlaufen oder miteinander interferieren, und durch eine Einschränkung der 

Funktion von CBP oder seiner KAT-Aktivität beeinflusst werden. Sheikh und Akhtar 

(2019) haben in einem Review beschrieben, dass KATs vermutlich als Integratoren 

von Umweltfaktoren auf die Genexpression wirken [249]. Diese Eigenschaft ist u.a. 

für die Krankheitsentstehung und das Fortbestehen des RSTS interessant und 

sollte für ein besseres Verständnis weiter untersucht werden. 

 
 
5.3 Ausblick 

Für das weitere Verständnis der Pathogenese der mentalen Retardierung und 

kognitiven Dysfunktion sollten weitere Studien zum RSTS durchgeführt werden. Da 

bisher nur wenige Studien an Autopsien und RSTS-Patienten veröffentlicht wurden, 

sollten für ein tiefgreifendes Verständnis weitere Untersuchungen an Mausmodellen 

und autoptischen Hirnmaterialien erfolgen.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit führen zu der Frage, in wieweit die Dendritenlänge und 

Orientierung der Neurone Einfluss auf ihre Aktivität und Kommunikation 

untereinander nimmt. Weiterer Forschungsbedarf besteht in der Analyse der 

Funktion der einzelnen Spine-Typen. Die hier dargestellten Ergebnisse postulieren, 

dass ein Missverhältnis von unreifen und adulten Dornfortsätzen mit einer 

Verminderung kognitiver Fähigkeiten einhergeht. Mushroom- und Stubby-geformte 

Dornfortsätze scheinen bedeutend für die Ausbildung des Gedächtnisses zu sein, 

während die Filopodia- und Thin-Spines wichtig für den Lernprozess sind. 

Ausgehend von dieser Implikation bleibt zu untersuchen, welche genaue Rolle die 

unterschiedlich geformten Dornfortsätze in der kognitiven Leistung spielen und 

welche Faktoren auf ihre strukturelle und funktionelle Plastizität Einfluss nehmen. 

Um das Ausmaß der Korrelation zwischen der Dysmorphologie der Neurone und 

der Schwere der mentalen Retardierung zu verstehen, sind weitere 

elektrophysiologische Untersuchungen der veränderten Neurone zu ergänzen.  

Die hier präsentierten Ergebnisse lassen vermuten, dass CBP ein bedeutender 

Faktor in der embryonalen Entwicklung des ZNS ist. Zudem lässt sich ableiten, dass 

die veränderte Morphologie der Neurone unter CBP-Defizit zu einer Einschränkung 

kognitiver Fähigkeiten führt. Zusätzliche Analysen des neuronalen Zytoskeletts in 

Abhängigkeit von CBP würden die Resultate unterstützen. Diese Fragestellungen 

zusammen mit den Erkenntnissen dieser Arbeit tragen zum molekularen 

Verständnis der Intelligenzminderung von RSTS bei, um Wege zu etablieren, die 

zukünftig diese oder ähnliche neuronale Entwicklungsstörungen präventiv oder 

symptomatisch therapieren können. 
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6. Zusammenfassung 

 

Das Rubinstein-Taybi-Syndrom (RSTS) ist eine neurologische 

Entwicklungsstörung, die durch eine mentale Retardierung, einer Mikrozephalie 

sowie fazialen und körperlichen Anomalien charakterisiert ist. Ursächlich sind u.a. 

eine Mutationen des CBP- oder p300-kodierenden Gens, zwei homologe, ubiquitär 

exprimierte Ko-Aktivatoren für die Transkription mit Histon-Acetyltransferase-

Aktitivät. Trotz verschiedener Studien mit Mausmodellen für das RSTS, die eine 

Assoziation von CBP mit der mentalen Retardierung beschreiben, bleibt das 

betroffene Substrat der kognitiven Dysfunktion ungeklärt. Um ein besseres 

Verständnis der Pathogenese des RSTS zu erhalten, wurde in dieser Arbeit die 

Rolle von CBP in der neuronalen Entwicklung und Differenzierung untersucht. Dafür 

wurde ein zeitlich- und gewebespezifisches, homozygotes CBP-Knockout-

Mausmodell verwendet, bei der mithilfe des cre-loxP-Systems das CBP-Gen in 

GFAP-exprimierenden neuronalen Progenitorzellen frühzeitig ausgeschaltet wurde. 

Der Einfluss von CBP auf die neuronale Entwicklung wurde mit der Golgi-Cox-

Färbung und der Astrozyten-Neuronen-Sandwich-Co-Kultur untersucht. 

In der Übersichtsaufnahme von HE-gefärbten Gewebeschnitten aus dem hGFAP-

cre::CBPFl/Fl-Mausmodell zeigten sich dilatierte Ventrikel, verkleinerte Hippocampi 

sowie eine Mikrozephalie. Bei näherer Untersuchung mittels der Golgi-Cox-

Methode konnten Alterationen der pyramidalen Dendriten und Dornfortsätze im 

Neokortex beobachtet werden. Die apikalen Dendriten sind deutlich verkürzt. 

Veränderungen der Spines stellten sich durch eine verringerte Dichte und eine 

Verschiebung der Anteile der Spine-Formen in Richtung der unausgereiften Spine-

Typen dar. Die Analyse der kultivierten Neurone ergaben übereinstimmende 

Ergebnisse und zeigten zudem einen verringerten Anteil an Neuronen, die apikale 

Dendriten ausbilden. Dies lässt vermuten, dass die Zellmigration sowie die 

Ausrichtung und Orientierung der Neurone eine wichtige Bedeutung für die 

kognitive Funktion hat. Die vorliegende Arbeit, zusammen mit vergangenen Studien 

zu neurologischen Entwicklungsstörungen mit mentaler Retardierung und zur Rolle 

von CBP in der Entwicklung der Neurone, zeigt die Auswirkungen einer CBP-

Defizienz auf die mikrostrukturelle Neuroanatomie und unterstützt die Vermutung, 

dass Mutationen des CBP-Gens eine zentrale Bedeutung in der beobachteten 

mentalen Retardierung und kognitiven Dysfunktion im RSTS zusteht. 
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7. Summary 

 

Rubinstein-Taybi syndrome (RSTS) is a neurodevelopmental disorder 

characterized by mental retardation, microcephaly and different facial and physical 

abnormalities. It is associated with mutations in the CBP and p300 encoding genes, 

two homologous and ubiquitously expressed transcriptional co-activators with 

histone-acetyltransferase activity. Although a large number of publications with 

different mouse models for RSTS postulates an association of CBP with the mental 

retardation, anatomical substrates still remains unclear. To obtain a better 

knowledge about the pathogenesis of RSTS the role of CBP in the neural 

development and differentiation was analyzed in this work. A conditional, 

homozygous CBP-knockout mouse model was employed. With the cre-LoxP 

system in that model the CBP gene was knocked out in GFAP expressing neural 

progenitor cells at an early embryonic stage. To study the impact of CBP on the 

neuronal development Golgi-Cox staining and the astrocyte-neuron-sandwich-co-

culture was conducted. 

In the overview images of H&E stained brain slices of hGFAP-cre::CBPFl/Fl-mice 

alterations of different structures were striking: dilated ventricles, smaller 

hippocampi and a microcephaly were observed. To elucidate these changes further 

Golgi-Cox staining was performed and detected various alterations in the structure 

of pyramidal neurons in the neocortex. Apical dendrites were significantly shorter. 

Furthermore a reduced spine density and a disturbed balance of spine types 

showing a tendency towards the immature spines were observed. Analyses of the 

cultured neurons showed consistent results and revealed a reduced proportion of 

neurons developing apical dendrites, branched neuronal extensions which are 

orientated towards the cortical surface, indicating that the cell migration and 

orientation of the neurons play an important role in cognitive function. Together with 

past studies about neurodevelopmental disorders regarding mental retardation and 

the impact of CBP in neural development, this work shows the effects of CBP 

deficiency on the microstructural neuroanatomy and indicates that CBP is an 

essential protein in the context of the observed mental retardation and cognitive 

dysfunction of RSTS.  
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