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1. Einleitung

Das Kleinhirn steht tber verschiedene Fasertrakte mit dem GroRhirn, dem Hirnstamm
und dem Riickenmark in Verbindung (z.B. Paxinos, 1990; Roostaei et al., 2014; Witter
und De Zeeuw, 2015). Dabei ist es maRgeblich an motorischen und sensorischen Funk-
tionen sowie an héheren kognitiven und emotionalen Leistungen beteiligt, die jeweils
verschiedenen Teilbereichen des Kleinhirns zugeschrieben werden kdénnen (z. B. Stood-
ley und Schmahmann, 2009; Buckner, 2013; Witter und De Zeeuw, 2015). Die Untersu-
chung einzelner Teilbereiche des Kleinhirns — besonders in Hinblick auf ihre Funktion —
ist z.B. bei der Ursachenforschung moglicher Beeintrachtigungen von medizinischem In-
teresse. Daflir stehen je nach Art der Untersuchung (in vivo versus post mortem, funkti-
onell versus strukturell) verschiedene Methoden zur Verfligung: Fiir eine funktionelle in
vivo Untersuchung eignen sich beispielsweise die Positronen-Emissions-Tomographie
(PET; z. B. Petacchi et al.,, 2010) und die funktionelle Magnetresonanztomographie
(fMRT; z. B. Schraa-Tam et al., 2012).

Strukturelle Studien umfassen neben der in vivo Magnetresonanztomographie (Schmah-
mann et al., 1999) auch verschiedene Ansatze, die mikroskopische Kleinhirnanatomie
und deren Zusammenhang mit verschiedenen neurokognitiven Funktionsbereichen zu
verstehen. So gelang es im Rahmen einer Metaanalyse von Gber 50 Studien zur funktio-
nellen Bildgebung des menschlichen Kleinhirns (Stoodley und Schmahmann, 2009), den
verschiedenen Lobuli des Kleinhirns folgende Funktionen zuzuordnen:

(i) Sensomotorische Aufgaben aktivieren neben dem Lobus anterior (Lobulus V)
auch den angrenzenden Lobulus VI mit zusatzlichen Foci in Lobulus VIII.

(ii) Motorische Aktivierung zeigt sich in Lobulus VIIIA/B, wohingegen somatosen-
sorische Aktivierung auf Lobulus VIIIB begrenzt ist.

(iii) Der Lobus posterior ist an ibergeordneten Aufgaben beteiligt.

(iv) Lobulus VI und Crus | sind an der Sprache und am verbalen Arbeitsgedachtnis
beteiligt, wahrend Lobulus VI raumliche Aufgaben erfillt sowie, gemeinsam
mit Crus | und VIIIB, exekutive Funktionen.

(v) Die Verarbeitung von Emotionen ist in Lobulus VI, Crus | und dem medialen

Lobulus VIl reprasentiert.



(vi) Sprachliche Domanen finden sich, kreuzende cerebro-cerebelldre Projektio-
nen widerspiegelnd, vor allem rechts im Kleinhirn, raumliche Bereiche dage-
gen links.

(vii)  Die Verarbeitung von Emotionen bezieht den zum Vermis gehérenden Be-
reich des Lobulus VII mit ein und ist somit Bestandteil des Schaltkreises zwi-
schen Kleinhirn und limbischem System.

(viii)  Darliber hinaus aktivieren Sprache und exekutive Aufgaben Regionen von
Crus | und Lobulus VI, welche mutmaRlich eine Rolle bei prafronto-cerebella-

ren Schleifen spielen.

Durch seine einzigartige Zytoarchitektur mit klar voneinander abgrenzbaren Zellschich-
ten ist das menschliche Kleinhirn gut zuganglich flir quantitativ-mikroskopische Analy-
sen. Dazu muss das Kleinhirn in viele histologische Schnitte aufgeteilt werden, sodass
die urspringliche dreidimensionale Gestalt des Kleinhirns anhand vieler nahezu zweidi-
mensionaler mikroskopischer Bilder erfasst werden kann. Durch den histologischen Ver-
arbeitungsprozess und die zweidimensionale Betrachtung unter dem Mikroskop kommt
es jedoch unweigerlich zum Verlust von Informationen. Zudem ist die komplette quan-
titativ-histologische Untersuchung eines in Relation zu mikroskopischen Verhaltnissen
groflen Organs wie dem menschlichen Kleinhirn mit erheblichem Zeitaufwand verbun-
den. Eine Losung fiir diese Probleme bietet die Stereologie (griechisch stereos = rdum-
lich, korperlich), einer auf stochastischen und geometrischen Prinzipien basierenden
Disziplin, bei der das GroRenreduktionsproblem durch statistisch valide Stichprobenaus-
wahl (Sampling) und das Dimensionsreduktionsproblem durch geeignete Messverfah-
ren gelost werden (z.B. Schmitz und Hof, 2005, Glaser et al., 2006; Kipp et al., 2017). Als
methodischer Standard hat sich die sog. design-based Stereologie etabliert, die sich kei-
nerlei Modellannahmen (beispielsweise zu den geometrischen Eigenschaften einer zu
zahlenden Struktur) bedient, sondern sich ,erwartungstreu” ausschlieflich auf korrekte
Stichprobenverfahren stiitzt (z.B. Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006; Kipp et al.,
2017).



Dabei gelten folgende drei praktische Grundprinzipien (z.B. Schmitz und Hof, 2005; Gla-
ser et al., 2006; Kipp et al., 2017):

(i) die Anwendung von Systematic and Random Sampling (SRS),

(ii) die Ermittlung von Gesamtzellzahlen anstatt von Zelldichten

(iii) das Zahlen von Zellen anstatt von Zellprofilen.

In den folgenden Absdtzen wird anhand verschiedener Untersuchungen des Krankheits-
bilds ,,Pl6tzlicher Kindstod” (SIDS, sudden infant death syndrome) deutlich, dass quanti-
tativ-histologische Untersuchungen mittels design-based Stereologie verlasslichere Er-
kenntnisse Uber die physiologische und pathologische mikroskopische Struktur des
menschlichen Kleinhirns liefern als vergleichbare Studien, in denen diese Technik nicht
angewandt wurde.

Sparks und Hunsaker (2002) stellten eine Hypothese auf, die dem Kleinhirn eine wichtige
Rolle in der Pathogenese des SIDS zuspricht. Diese Hypothese beruht darauf, dass das
Kleinhirn durch seine Verbindungen zum Hirnstamm an der respiratorischen und kardi-
ovaskuldaren Kontrolle beteiligt ist (Cruz-Sadnchez et al., 1997; Harper et al., 2000),
ebenso wie auf der Beobachtung, dass Kinder, die von SIDS betroffen sind, an anhalten-
der Apnoe leiden und ploétzlich aufhdren zu atmen (Steinschneider, 1972; Guilleminault
et al.,, 1975).

Hochstwahrscheinlich lenkten Gadsdon und Emery (1976) als erste die Aufmerksamkeit
auf die mogliche Mitwirkung des Kleinhirns an SIDS. Studien an post mortem Kleinhirnen
von SIDS-Patienten in den darauffolgenden Jahren kamen zu teils widersprichlichen Er-
gebnissen. In einigen Studien fanden sich keine Unterschiede hinsichtlich der Purkinje-
zell-Dichte (Oehmichen et al., 1989; Riedel et al., 1989) und der Zelldichte innerhalb der
weiteren Kleinhirnschichten (Riedel et al., 1989) zwischen Kleinhirnen von SIDS-Patien-
ten und Kontrollfdllen. Andere Studien hingegen lieRen aufgrund der Messung einer ho-
heren Zelldichte in der duBeren Granularzellschicht in den Kleinhirnen von SIDS-Patien-
ten eine Entwicklungsverzégerung des Kleinhirns vermuten (Cruz-Sanchez et al., 1997)
oder berichteten dariiber hinaus von weiteren kortikalen Veranderungen des Kleinhirns
beim SIDS, beispielsweise von einem immunhistochemisch sichtbar gemachten erh6h-
ten Apoptoseindex in der inneren Granularzellschicht (Lavezzi et al., 2006; 2007) (Die
Zellen der dufReren Granularzellschicht migrieren von der Fetalzeit an bis ins friihe post-

natale Lebensalter ins Innere der Kleinhirnrinde, um dort die innere Granularzellschicht
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zu bilden (ten Donkellar, 2003). Der daraus resultierende Riickgang der Zelldichte in der
dauBeren Granularzellschicht zeigt demnach einen physiologischen Reifungsprozess an.)
Allerdings wurde in keiner dieser Studien streng nach den Kriterien der design-based
Stereologie vorgegangen. Anders die Studie von Kiessling et al. (2013), die die durch-
schnittlichen Gesamtzahlen von Purkinje- und Granularzellen in den Kleinhirnen von
SIDS-Patienten im Alter von zwei bis 10 Monaten gegentiber alters- und geschlechts-
gematchten Kontrollen mit design-based Stereologie untersuchten und hier keine Ver-
anderung fanden.

Miller-Starck et al. (2014) untersuchten dieselben SIDS- Fille und Kontrollen, die zuvor
von Kiessling et al (2013) untersucht worden waren, diesmal aber mit der design-based
stereologischen Methode ,space balls“ (Calhoun und Mouton, 2000; Mouton et al.,
2002). Sie ermittelten damit die durchschnittlichen Gefasslangendichten von Mikroge-
faken innerhalb der verschiedenen Kleinhirnschichten. Auch darin unterschieden sich
SIDS-Falle und Kontrollen nicht voneinander. Kontrollfalle mit einer niedrigen Wahr-
scheinlichkeit von Hypoxie und solche mit einer héheren Wahrscheinlichkeit von Hypo-
xie zeigten dabei keine Unterschiede.

Ein mogliches Defizit der Studien von Kiessling et al. (2013) und Miiller-Starck et al.
(2014) kénnte allerdings sein, dass die Untersuchungen am Kleinhirn in toto, nicht aber
separat fur funktionell relevante Teilbereiche des Kleinhirns erfolgten (siehe dazu Stood-
ley und Schmahmann, 2009), so wie dies in der Vergangenheit bereits bei manch ande-
ren design-based stereologischen Studien der Fall war: So untersuchten Andersen et al.
(2003) in den vier verschiedenen Teilbereichen Lobus anterior, Lobus posterior, Vermis
und Lobus flocculonodularis jeweils die Gesamtzahl an zerebelldren Neuronen. Die un-
tersuchten Kleinhirne stammten von 19- bis 84-jahrigen Personen ohne bekannte neu-
rologische Erkrankungen. Andersen et al. (2003) beobachteten eine altersabhangige
Neurodegeneration, die mit etwa 65 Lebensjahren messbar begann. Dabei wurde der
groRte Neuronenverlust mit 40,9% der Purkinjezellen und 40,6% der Granularzellen im
Lobus anterior verzeichnet. In Lobus posterior, Vermis und Lobus flocculonodularis fiel
der Neuronenverlust dagegen weniger deutlich aus (im Vermis und im Lobus floc-
culonodularis fand sich sogar eine Zunahme der Gesamtzahl an Purkinjezellen), sodass

Andersen et al. (2003) insgesamt einen altersabhdngigen Verlust von 11,7% der



Gesamtzahl an Purkinjezellen und 12,7% der Gesamtzahl an Granularzellen im mensch-
lichen Kleinhirn verzeichneten.

Dieses Beispiel zeigt, dass eine Untersuchung mit design-based Stereologie an Teilberei-
chen des menschlichen Kleinhirns gegeniiber einer Untersuchung am ganzen menschli-
chen Kleinhirn moglicherweise zu anderen Ergebnissen fuhrt.

Dementsprechend erscheint es vielversprechend, auch die Erhebung quantitativer Pa-
rameter wie der Gesamtzahl an Zellen und der MikrogefaRR-Langendichten bei SIDS und
neurologischen Entwicklungsstorungen, die das Kleinhirn betreffen (z. B. Steinlin, 2008;
Stoodley und Limperopoulos, 2016), fir spezifische Teilbereiche des Kleinhirns separat
mit design-based Stereologie durchzufiihren.

Letzteres wiirde jedoch eine eindeutige und reproduzierbare ldentifikation von Teilbe-
reichen im friih postnatalen menschlichen Kleinhirn erfordern, die in solchen Studien als
regions of interest dienen kdnnen.

Diesbezlglich muss vermerkt werden, dass das menschliche Kleinhirn innerhalb des ers-
ten Lebensjahres Uber eine weitaus grofRere strukturelle und funktionelle Plastizitat ver-
flgt als bisher angenommen wurde (Kiessling et al, 2014), und dass es wahrend dieser
Zeitspanne womoglich dullerst sensibel auf interne und externe Reize reagiert. Etwa
85% der zerebellaren Granularzellen entstehen beim Menschen erst postnatal und die
durchschnittliche Anzahl an Granularzellen pro Purkinjezelle steigt im menschlichen
Kleinhirn von rund 480 im ersten Lebensmonat auf ca. 2.700 im 11. Lebensmonat an
(Kiessling et al., 2014). Dies kdonnte fir neuropsychiatrische Erkrankungen mit erwiese-
ner Kleinhirnbeteiligung bedeutsam sein: Zu diesen zahlen der sich bereits in der Kind-
heit manifestierende Autismus (Purkinjezell-Verlust, Palmen et al., 2004; abnormale
Kleinhirnanatomie, Fatemi et al., 2012) einschlieRlich autistischer Charakteristika, die
mit Veranderungen des Vermis assoziiert sind (Kleinhirnhypoplasie, Hashimoto et al.,
1995; stérungsspezifisch gesteigerte Kleinhirnaktivierung, Christakou et al., 2013) sowie
die Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (vermindertes Volumen der verma-
len Lobuli VIII-X bei Jungen, Berquin et al., 1998; Mostofsky et al., 1998; vermindertes
Voulumen der vermalen Lobuli VIII-X auch bei Madchen, Castellanos et al., 2001; mogli-
che Beeintrachtigung fronto-cerebelldrer Bahnen, Durston et al., 2011). Stoodley (2016)
fassten die beiden genannten neuropsychiatrischen Entwicklungsstérungen sowie zu-

satzlich die Entwicklungsdyslexie als Folge gestorter cerebro-cerebelldrer Kreislaufe
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zusammen. Dartiber hinaus wurden Zusammenhange zwischen strukturellen Kleinhirn-
veranderungen und der Schizophrenie (strukturelle Veranderungen im anterioren Ver-
mis und dem korrespondierenden Nucleus fastigii, Martin und Albers, 1995; Volumen-
minderung im Vermis bei Mannern, Joyal et al., 2004; abnorme Kleinhirnmorphologie,
Andreasen und Pierson, 2008), Stimmungsschwankungen und bipolaren Stérungen
(Dysfunktion im Bereich des Vermis und der paravermalen Kleinhirnregionen, Stra-
kowski et al., 2005; Volumenminderung des Kleinhirns, Baldacgara et al., 2011) sowie Be-
eintrachtigungen des raumlichen und motorischen Lernens (Stérung der synaptischen
Konvergenz ponto- und olivocerebellarer Bahnen auf Purkinjezellen, Gasbarri et al.,
2003) beschrieben.

Die Entwicklung des menschlichen Kleinhirns beginnt etwa in der vierten Entwicklungs-
woche mit der Ausbildung des Kleinhirnterritoriums im Rautenhirn. Zellproliferation und
Migration bilden die Grundlage fiir die weitere Differenzierung und Faltelung an der
Oberflache des Kleinhirns. So entstehen in der 12. Entwicklungswoche die Kleinhirnfis-
suren (ten Donkelaar et al., 2003). Die Kleinhirnentwicklung des Menschen fiihrt schlie-
lich dazu, dass der Kleinhirnkortex dicht gefaltet und in zehn Lobuli — diese wiederum
bestehend aus durch elf Fissuren voneinander getrennten 13 Sublobuli — unterteilt ist
(Abbildung 1; Schmahmann et al., 1999). Zum Zeitpunkt der Geburt sind normalerweise

bereits alle Fissuren und Lobuli vorhanden (Larsell, 1947).

10



Lobus Lobulus I-X, Fissur

A Ll

praecentralis

praeculminata
anterior Wi

intraculminata

prima I—
VI

superior posterior

> <

Crus |

horizontalis

Crus Il

ansoparamediana

VIIB

praepyramidalis

VIIIA

intrabiventer

VIIIB

secunda
IX

v = posterolateralis Ii
flocculonodularis¢

posterior

X

Abbildung 1: Lobi, Lobuli und Fissuren der menschlichen Kleinhirnhemispharen. Der
menschliche Kleinhirnkortex wird im Bereich der Hemispharen in drei Lobi und zehn
Lobuli untergliedert. Im Gegensatz zu den drei Lobi, die sich sowohl (iber die Hemi-
sphéaren als auch den Vermis erstrecken, beziehen sich die Nummerierungen der Lobuli
speziell auf den Bereich der Hemispharen. Die lateinische Nomenklatur der dazwischen
gelegenen Fissuren entspricht den Bezeichnungen aus Schmahmann et al. (1999): Lo-
bus anterior wird von Lobus posterior durch die Fissura prima getrennt, Lobus poste-
rior von Lobus flocculonodularis durch die Fissura posterolateralis. Die rechteckig um-
randeten Fissuren sind Gegenstand dieser Arbeit: Fissura prima (blau), Fissura superior
posterior (rot), Fissura horizontalis (griin), Fissura ansoparamediana (gelb), und Fissura
posterolateralis (dunkelgrau).
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Von entscheidender Bedeutung ist jedoch, dass das menschliche Kleinhirn noch wah-
rend des ersten Lebensjahres betrachtlichen Modifikationen unterliegt. Insbesondere
weist die Dicke des Kortex in den verschiedenen Teilbereichen des Kleinhirns unter-
schiedliche Wachstumsraten im Neo- und Archicerebellum auf, vermutlich abhangig von
deren embryologischen Ursprung (Tsekhmistrenko, 1996). Auch auf histologischer
Ebene zeigen sich postnatal Veranderungen: Zusatzlich zur von Kiessling et al. (2014)
beschriebenen Zunahme der Zellzahl in der inneren Granularzellschicht existiert im
menschlichen Kleinhirn in den ersten beiden Lebensjahren noch eine zusatzliche Zell-
schicht, die dulRere Granularzellschicht, welche sich physiologisch innerhalb der ersten
beiden Lebensjahre wieder zurlickbildet (ten Donkelaar et al. 2003).

Dennoch ist die Dynamik von zellularem und volumetrischem Wachstum verschiedener
Unterbereiche innerhalb des Archi- und Neocerebellums noch nicht ganzlich verstan-
den. Es ist durchaus denkbar, dass sich bestimmte Teilbereiche des Kleinhirns und somit
auch entsprechende spezifische Funktionen dieser Teilbereiche schneller entwickeln als
andere.

Auf jeden Fall miissen solche moglichen Unterschiede in der Teilbereich-spezifischen
Entwicklungsgeschwindigkeit berlicksichtigt werden, wenn das sich entwickelnde

menschliche Kleinhirn Teilbereich-spezifisch untersucht werden soll.
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2. Zielsetzung

Der vorliegenden Arbeit liegt die Annahme zugrunde, dass eine zweifelsfreie Identifika-
tion von regions of interest (ROls), vergleichbar mit den Bedingungen beim erwachsenen
menschlichen Kleinhirn gemafl den oben erwahnten Beschreibungen von Nieuwenhuys
et al. (1980), Schmahmann et al. (1999) und Skefos et al. (2014), auch am frith-postna-
talen (< ein Lebensjahr) menschlichen Kleinhirn moglich ist.

Basierend auf in der Literatur etablierten makroskopischen (Nieuwenhuys et al., 1980),

mikroskopischen (Skefos et al., 2014) und MRT-gestiltzten (Schmahmann et al., 1999)

Unterteilungen der erwachsenen menschlichen Kleinhirnrinde wurden im Rahmen der

vorliegenden Arbeit Untersuchungen an 20 post mortem Kleinhirnhalften, die von Kin-

dern im Alter von einem Tag bis elf Monate stammten, durchgefiihrt. Dabei war es Ziel
der Arbeit, die folgenden fiinf verschiedenen ROIs im friih-postnatalen menschlichen

Kleinhirn zu identifizieren (Abbildung 2):

. Die erste ROl umfasst die Lobuli IV bis VI der Kleinhirnhemisphare und befindet
sich, begrenzt von der Fissura superior posterior (rote Linie in Abbildung 2), in-
nerhalb des Lobus anterior (blaues Areal in Abbildung 2). Innerhalb dieser ersten
ROI befindet sich die Fissura prima (blaue Linie in Abbildung 2), welche Lobuli V
und VI voneinander trennt.

. Die zweite ROI beinhaltet Crus | (rotes Areal in Abbildung 2) und ist von der Fis-
sura superior posterior und der Fissura horizontalis (griine Linie in Abbildung 2)
begrenzt.

J Die dritte ROI besteht aus Crus Il (griines Areal in Abbildung 2) und ist von der
Fissura horizontalis und der Fissura ansoparamediana (gelbe Linie in Abbildung
2) begrenzt.

. Die vierte ROl umfasst die Lobuli VIIB-VIIIB (gelbes Areal in Abbildung 2) und ist
von der Fissura ansoparamediana (gelbe Linie in Abbildung 2) und der Fissura
posterolateralis (dunkelgrau in Abbildung 2) begrenzt.

J Die funfte ROl entspricht dem Flocculus (graues Areal in Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schemazeichnung eines erwachsenen menschlichen Kleinhirns von vent-
ral, losgeldst vom Hirnstamm. Dargestellt sind die dem Vermis (V) und den Hemispha-
ren (H) zugehorigen Areale. Die farbigen Flachen in der linken Bildhalfte reprasentieren
flnf regions of interest: Lobuli IV-VI (blau), Crus I (rot), Crus Il (griin), Lobuli VIIB-VIIIB
(gelb) und Flocculus (dunkelgrau). In der rechten Bildhalfte sind vier anatomisch promi-
nente Fissuren abgebildet, die wichtige Orientierungspunkte an der Kleinhirnoberfla-
che darstellen: Fissura prima (blau), Fissura superior posterior (rot), Fissura horizonta-
lis (grlin), Fissura ansoparamediana (gelb) und Fissura posterolateralis (dunkelgrau).
Die beidseits unmittelbar lateral an den Vermis angrenzenden ovalen, weiBen Flachen
stellen die Pedunculi cerebellares dar.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien und Hersteller

In Tabelle 1 sind Chemikalien, Stammlésungen und Puffer, Verbrauchs- und Ge-

brauchsmaterialien sowie Gerate und Software-Produkte zusammengefasst, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 1: Material- und Herstellerverzeichnis. Aufgefiihrt sind die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Chemikalien, Stammldsungen und Puffer, Verbrauchs- und Ge-

brauchsmaterialien sowie Gerate und Software-Produkte.

Hersteller

Firmensitz des Herstellers

Chemikalien, Stammldsungen und Puffer

Acrylfarben CPM, Aldi Miihlheim an der Ruhr,
Deutschland
Chrom-Ill-Kaliumsulfat- Merck Darmstadt, Deutschland

Dodecahydrat

Cresylviolett-Acetat

Waldeck-Division
Chroma

Minster, Deutschland

Essigsdure, 100% Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol vergillt CLN Niederhumme, Deutsch-
land
Formaldehydl6sung, 4,5% Fa. Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Gelatine-Pulver Merck Darmstadt, Deutschland

Malinol

Waldeck Division
Chroma

Minster, Deutschland

Natriumacetat

Merck

Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck

Darmstadt, Deutschland

Sucrose

Sigma-Aldrich Chemie

Taufkirchen, Deutschland

Tris ultra pur

AppliChem

Darmstadt, Deutschland

Triton X-100, 1%

Sigma-Aldrich Chemie

Taufkirchen, Deutschland

Xylol

Merck

Darmstadt, Deutschland

15



Verbrauchs- und Gebrauchsmaterialien

Aluminiumfolie

C35-Microtomklingen

Feather Safety Razor
Co.

Osaka, Japan

Einmalspritze , Injekt®

Luer Solo“, 2 ml

B. Braun Melsungen

Melsungen, Deutschland

Einritzwerkzeug

Objekttrager, 36 x 76 x 1
mm sowie 52 x 76 x 1 mm

Menzel

Braunschweig, Deutsch-
land

Pinzette

Anatomisches Skalpell

Sterican® Kaniile, GroR3e 1
Gauge 20 -0,9 x 40 mm,

B. Braun Melsungen

Melsungen, Deutschland

SuperFrost Plus Objekttra- Menzel Braunschweig, Deutsch-
ger,25x 75 x1 mm land

Trockeneis

Zellfasertiicher

Gerdte und Software

Warmeschrank ULE 400 Memmert Schwabach, Deutschland
Corel Draw X8 und Corel Corel Ottawa, Kanada

Photo-Paint X8

GraphPad Prism 7.04

GraphPad Software

San Diego, Kalifornien

Kamera Canon EOS 5D
Mark 1l mit dem zugehori-
gen Objektiv Canon EF 24-
105 mm 1:4.0 L IS USM Ob-
jektiv

Canon

Tokio, Japan

Kryostat Typ CM 1950

Leica Microsystems

Wetzlar, Deutschland

Leuchtkasten

Prolite Basic, Kaiser Fo-

totechnik

Buchen, Deutschland
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3.2. Untersuchtes Gewebe

Die vorliegende Arbeit basiert auf post mortem Untersuchungen an Kleinhirnhalften von
20 Kindern im Alter zwischen einem Tag und elf Lebensmonaten. Die Kleinhirnhalften
wurden im Zusammenhang mit Autopsien von 1999 bis 2001 im Institut fiir Rechtsme-
dizin der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen von Herrn Univ. Prof. Dr.med. An-
dreas Bittner (heute: Direktor des Instituts fir Rechtsmedizin, Universitatsklinikum
Rostock) gesammelt. Relevante klinische Daten zu den Fallen wurden dokumentiert (Ta-

belle 2 und 3).
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Die Kleinhirne wurden wahrend der Autopsie entnommen, mediosagittal zerteilt und
eine der beiden Kleinhirnhalften (links oder rechts) nach dem Zufallsprinzip bis zur Un-
tersuchung in 10% neutral gepufferter Formalinlésung gelagert. Sie stammen von Kin-
dern mit unterschiedlichen Todesursachen - unter anderem Ersticken, Herzdefekt oder
Infekt -, die von Mitarbeitern des Instituts fiir Rechtsmedizin der LMU Minchen diag-
nostiziert wurden (Tabelle 2).

Die Genehmigung zur Verwendung dieser Kleinhirnhalften in der vorliegenden Arbeit
wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Rostock

unter der Registriernummern A 2012-0053 erteilt.
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3.2.1. Untersuchung der Kleinhirnhdlften

Alle hier beschriebenen Untersuchungen wurden am Lehrstuhl fiir Neuroanatomie der

Anatomischen Anstalt der LMU Miinchen durchgefihrt.

3.2.2. Makroskopische Identifikation von Kleinhirnfissuren (Untersuchungsteil A)

Die sechs Kleinhirnhalften aus Untersuchungsteil A (Tabelle 2) wurden zunachst eine
Woche lang mit flieRendem Leitungswasser gespiilt.

AnschlieBend folgte die Herstellung einer Tris-gepufferten Salzl6sung, indem 24,2 g Tris
ultra pur (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) gemeinsam mit 17,0 g NaCl (Merck,
Darmstadt, Deutschland) in 1,9 Liter destilliertem Wasser (Aqua dest.) gelost wurden
und die daraus entstandene Losung mit Eisessig (= 100% Essigsaure, Merck) auf einen
neutralen pH (7,4) eingestellt und schliellich mit Aqua dest. auf 2 Liter aufgefillt wurde.
Fir jede Kleinhirnhalfte wurden je nach GroRe 400 - 500 ml Tris-gepufferte Salzlosung
in einen Glasbehalter gefillt. Dort lagerten die Kleinhirnhalften unter Hinzugabe von Su-
crose in aufsteigender Konzentration (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland;
Sucrose-Konzentration 10%, 20% und 30%). Die Sucrose-Losung wurde im Zuge der
schrittweisen Konzentrationserhohung jeweils komplett ausgetauscht. In dieser Lésung
wurden die Kleinhirnhalften bei 4°C jeweils so lange belassen, bis sie zum Boden des
Behalters gesunken waren. Fiir den Fall, dass eine Kleinhirnhalfte bei einer Sucrose-Kon-
zentration von 30% nicht binnen ein bis zwei Tagen zum Boden des Behalters gesunken
war, wurde die Sucrose-L6sung nochmals bei gleicher Konzentration erneuert. Anschlie-
Rend wurden die Kleinhirnhalften mit Zellfasertiichern trocken getupft und die Menin-
gen und oberflachlichen Gefalle behutsam mit Skalpell und Pinzette entfernt. Das mak-
roskopische Erscheinungsbild der Kleinhirnhalften wurde aus verschiedenen Perspekti-
ven (dorsal, ventral, kranial, kaudal, lateral und medial) fotografisch dokumentiert
(Canon EOS 5D Mark Il Kamera und dem zugehorigen Canon EF 24-105 mm 1:4.0 L IS
USM Objektiv [Canon, Tokio, Japan]; diese Kamera wurde fiir alle Aufnahmen in der vor-
liegenden Arbeit verwendet).

Danach wurden an den Kleinhirnhalften aus Untersuchungsteil A anhand der makrosko-
pisch sichtbaren Merkmale, basierend auf den Beschreibungen von Schmahmann et al.

(1999) (die entsprechenden Kriterien sind in Tabelle 4 aufgefiihrt), die Fissura prima,
21



Fissura superior, Fissura posterior, Fissura horizontalis, Fissura ansoparamediana und

Fissura posterolateralis (Abbildung 2, rechts) markiert.

Tabelle 4: Beschreibung der Fissuren im friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn nach
Schmahmann et al. (1999). Aufgefiihrt sind die verschiedenen in der vorliegenden Arbeit
beriicksichtigten Fissuren, die dafiir verwendete Abkirzung auf den Objekttragern bei
und nach histologischer Verarbeitung, die jeweilige fiir die Markierung mit Acrylfarbe
verwendete Farbe je Fissur und eine Beschreibung der morphologischen Kriterien zur
Identifikation der einzelnen Fissuren. Abk.: Abkiirzung. Verw. Farbe: verwendete Farbe.

Fissura Abk. Verw. Morphologische Kriterien
Farbe
prima B blau 1) Trennt den Lobus anterior des Kleinhirns (Lobuli |

bis V) vom Lobus posterior (Lobuli VI bis IX).
2) Trennt Lobulus V von Lobulus VI sowohl im Vermis

als auch in den Hemispharen.

superior R rot Trennt Lobulus VI von Lobulus VII im Vermis und Lo-

posterior bulus VI von Crus | (des Lobulus ansiformis) in den He-
misphdren.

horizontalis G griin Trennt Lobulus VIIAf von Lobulus VIIAt im Vermis so-

wie Crus | von Crus Il in den Hemispharen

ansopara- Y gelb Befindet sich an der ventralen Oberflache des ,Tu-
mediana ber”, trennt Lobuli VIIAt von VIIB (kirzlich Lobulus pa-

ramedianus oder gracilis genannt).

postero- S dunkel- Bildet die Grenze zwischen Lobus posterior des Klein-
lateralis grau hirns und dem Lobus flocculonodularis, trennt Lobu-
lus IX von Lobulus X (in alterer Terminologie Nodulus

im Vermis, Flocculus in den Hemispharen).

Fir jede der oben genannten Fissuren wurde eine andere Acrylfarbe verwendet (Fissura
prima: blau; Fissura superior posterior: rot; Fissura horizontalis: griin; Fissura ansopara-
mediana: gelb; Fissura posterolateralis: dunkelgrau) (Tabelle 4). Diese wurden solange
mit Leitungswasser verdinnt (3/1 v/v), bis sie eine mittelfllissige Konsistenz hatten, und
anschliefend mittels 2 ml-Spritzen mit Kanile (Gauge 20 - 0,9 x 40 mm; Sterican; Braun

Melsungen, Melsungen, Deutschland) gewebsschonend unter Bericksichtigung der
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jeweiligen Farbe je Fissur in die zuvor identifizierten Fissuren eingefillt. Fir den Fall,
dass eine Fissur nicht eindeutig identifiziert werden konnte, wurden die benachbarten,
auch in Frage kommenden Fissuren ebenfalls mit derselben Acrylfarbe markiert. Dann
wurden die Kleinhirne erneut aus denselben Perspektiven wie zuvor ohne Markierungen

fotografiert.

3.2.3. Gelatinebeschichtung von Objekttragern

Fir die Beschichtung mit Gelatine wurden die Objekttrager (36 x 76 x 1 mm sowie 52 x
76 x 1 mm; Menzel, Braunschweig, Deutschland) in der Spilmaschine gereinigt und in
Metallstandern bei 37 °C eine Stunde lang im Warmeschrank getrocknet.
Wahrenddessen wurden 50 g Gelatine-Pulver (Merck, Darmstadt, Deutschland) in einen
Liter Aqua dest. eingeriihrt und durch allmahliches Erwdarmen auf 60 °C geldst. Nachdem
die Losung wieder abgekiihlt war, wurden 0,32 g Chromalaun (Chrom (lll)-Kaliumsulfat-
Dodecahydrat; Merck) hinzugeben und die fertige Gelatinelésung in ein Glasgefal fil-
triert.

Die in Metallstandern lagernden Objekttrager wurden fir zwei Sekunden vollstandig in
die Gelatinel6sung getaucht. Danach tropfte die liberschiissige Gelatine auf ein Tuch ab
und die Objekttrager wurden liber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank getrocknet. Am
Folgetag wurden die Objekttrager fiir 30 Minuten in eine 4,5 %-ige Formaldehydl6sung
(pH 7, saurefrei, phosphatgepuffert; Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und

Uber Nacht zum Ausdampfen unter dem Abzug belassen.

3.2.4. Herstellung der histologischen Praparate

Fiir die histologische Verarbeitung wurden die sechs Kleinhirnhalften aus Untersu-
chungsteil A mit Aluminiumfolie umwickelt und je nach GréRe bis zu einer Stunde in
einer Isolierbox mit zerkleinertem Trockeneis eingefroren.

Mit einem Kryostaten vom Typ CM 1950 (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland),
ausgestattet mit C35-Microtomklingen (Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan), wurden
aus den mit Acrylfarbe markierten sechs Kleinhirnhélften jeweils flinf Schnittserien von
100 um dicken Schnitten hergestellt (sagittale Schnittfiihrung). Dazu wurde jeder 24.

Schnitt pro Schnittserie groRenabhangig entweder auf SuperFrost Plus Objekttrager (25
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x 75 x 1 mm; Menzel) oder auf die vorher mit Gelatine beschichteten Objekttrager (wie
im Abschnitt 3.2.3 beschrieben) aufgezogen. So betrug der Abstand zwischen den
Schnitten der einzelnen Serien konstant 24 x100 um, entsprechend 2,4 mm. Das Schnei-
den mit dem Kryostaten erfolgte bei -20 °C Innentemperatur und -18 ° C am Probenhal-
ter.

Je eine aus den so entstandenen finf Schnittserien pro Kleinhirnhalfte wurde nach dem
Zufallsprinzip fir die Farbung mit Cresylviolett ausgewadhlt. Die verbliebenen vier
Schnittserien wurden bei -20°C gelagert.

Da ein Auswaschen der Acrylfarben wahrend der Cresylviolett-Farbung nicht auszu-
schlieBen war, wurde die Position der Fissuren anhand der vorher gesetzten farbigen
Markierungen auf der Riickseite der Objekttrager mit einem scharfen Messer eingeritzt.
Zusatzlich wurden die Fissuren, um sie nach der Cresylviolett-Farbung auch weiterhin
den verschiedenen Acrylfarben (und damit der jeweiligen Fissur) zuordnen zu kénnen,
mit Abklrzungen versehen (B = Fissura prima, R = Fissura superior posterior, G = Fissura
horizontalis, Y = Fissura ansoparamediana, S = Fissura posterolateralis). Fiir den oben
beschriebenen Fall, dass keine klare Zuordnung einer Fissur moglich war und mehrere
Fissuren in Frage kamen, die mit der jeweils entsprechenden gleichen Farbe markiert
wurden, wurde zusatzliche ein fortlaufende Nummer vergeben (z. B. bei zwei fir Y =Fis-
sura ansoparamediana in Frage kommenden Fissuren erfolgte die Erganzung mit fort-
laufenden Zahlen von kranial nach kaudal: Y1, davon kaudalwarts Y2, etc.).

Nachdem die Objekttrager auf einen Leuchtkasten (Prolite Basic; Kaiser Fototechnik, Bu-
chen, Deutschland) gelegt und die Schnitte erneut fotografiert worden waren, wurden
diese mit Cresylviolett gefarbt. Dazu wurde zunachst Acetatpuffer hergestellt. 2,721 g
Natriumacetat x 3 H,0 (Merck) wurden in 100 ml Aqua dest. gel6st sowie 4,804 ml Ei-
sessig (Merck) in 400 ml Aqua dest, beide Losungen vermischt (500 ml) und mithilfe von
Eisessig (Merck) auf einen pH-Wert von 3,8 eingestellt. Die so entstandene Losung
diente als Grundlage fiir die Cresylviolett-Acetat-Losung. 100 ml des Acetatpuffers wur-
den mit 0,5 g Cresylviolett-Acetat (Waldeck-Division Chroma, Minster, Deutschland)
vermischt und die daraus entstandene Farbstofflésung wiederum 1:1 mit Acetatpuffer
(pH 3,8) verdiinnt und zum Abschluss filtriert.

Zu Beginn der Cresylviolett-Farbung wurden die ausgewahlten Schnitte flir 30 Minuten

in Acetatpuffer mit 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie; pH 3,8) gelegt und
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anschlieend fir je 5 Minuten in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 70%, 90%; her-
gestellt aus Ethanol 99% vergallt; CLN, Niederhummel, Deutschland) gespilt und in 96%-
igem Alkohol Uber Nacht gelagert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte durch eine
absteigende Alkoholreihe (90%, 70%, 70%) wieder in wassriges Milieu Gberfuhrt und fir
5 Minuten mit Aqua dest. gesplt. Dann wurden die Schnitte 25-35 Sekunden in die Cre-
sylviolett-Acetat-Losung getaucht und dann kurz in Aqua dest. geschwenkt. Unter mik-
roskopischer Kontrolle wurde anschliefend die Farbintensitat bis zum gewiinschten Er-
gebnis eingestellt. Dazu wurden die ausgewahlten Schnitte in eine aufsteigende Alko-
holreihe (70% mit 3 Tropfen Eisessig (Merck), 90%, 96% mit 3 Tropfen Eisessig, 100%,
100%) getaucht, sodass Teile des Kleinhirngewebes entfarbt wurden. Dies erfolgte so
lange, bis der gewlinschte Kontrast zum fiir Untersuchungen vorgesehenen Kleinhirnan-
teil erreicht wurde. Zum Abschluss wurden die Schnitte noch zweimal fir 5 Minuten in
Xylol gelegt, mit Malinol (Waldeck Division Chroma) eingedeckt und nach einer anschlie-

Renden Aushartungszeit von drei Tagen erneut fotografiert (Abbildung 4).

3.2.5. Mikroskopische Identifikation von Kleinhirnfissuren (Untersuchungsteil B)

Die weiteren 14 Kleinhirnhalften aus Untersuchungsteil B (Tabelle 3) wurden bereits im
Rahmen friherer Studien verarbeitet und analysiert (Kiessling et al., 2013; 2014). Die
entsprechenden Schnitte waren prinzipiell auf dieselbe Weise hergestellt worden wie
oben fiir die sechs Kleinhirnhalften aus Untersuchungsteil A beschrieben (es handelte
sich also ebenfalls um Serien 100 um dicker, mit Cresylviolett gefarbter Sagittalschnitte).
Allerdings wurden weder die Fissuren der Kleinhirnhalften mit Acrylfarben noch die Fis-
suren auf den Objekttragern markiert. Auch die Fotografien zu diesen beiden Arbeits-
schritten entfielen folglich. Nachdem die gefarbten Schnitte der ausgewahlten Serien
auf dem Leuchtkasten (Prolite Basic) fotografiert waren, wurden diese in hoher Aufl6-
sung am Computer nach den zu identifizierenden Fissuren untersucht und mittels Corel

Draw X8 (Version 18.1.0.661; Corel, Ottawa, Kanada) kenntlich gemacht.

3.2.6. Erstellung der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Abbildungen

Alle Abbildungen in der vorliegenden Arbeit wurden mit Corel Photo-Paint X8 und Corel

Draw X8 (beide Versionen 18.1.0.661; Corel) erstellt. Es erfolgten lediglich geringfiigige
25



Anpassungen von Kontrast und Helligkeit, ohne die Erscheinung der Originalbilder zu

verandern.
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4. Ergebnisse

4.1. Identifikation von anatomisch abgrenzbaren Fissuren im frith-postnatalen

menschlichen Kleinhirn

Die an den sechs nativen Kleinhirnhdlften aus Untersuchungsteil A (Tabelle 2) farbig
markierten Fissuren waren Uber den gesamten Verarbeitungsprozess hinweg deutlich
sichtbar. Auch die Morphologie der markierten Fissuren blieb durch die histologische
Verarbeitung weitgehend unverandert, sodass ein nachtragliches Verwechseln markier-
ter Fissuren ausgeschlossen werden konnte.

Die Identifikation der fiinf zu bestimmenden Fissuren — Fissura prima, Fissura superior
posterior, Fissura horizontalis, Fissura ansoparamediana und Fissura posterolateralis
(Tabelle 4) gelang nicht liickenlos: Je nach GroRe der Kleinhirnhalften konnten makro-
skopisch wie mikroskopisch maximal drei dieser funf Fissuren zuverlassig identifiziert
werden. Bei den drei gut identifizierbaren Fissuren handelte es sich um die Fissura su-
perior posterior, Fissura horizontalis sowie Fissura posterolateralis. So geht aus Tabelle
5 hervor, dass die Fissura superior posterior und die Fissura horizontalis in 19 von den
insgesamt 20 untersuchten Fallen reproduzierbar lokalisiert werden konnten; die Iden-
tifikation der Fissura posterolateralis gelang in 17 von 20 Fallen.

Eine prazise Lagebestimmung der Fissura prima und Fissura ansoparamediana war hin-
gegen nicht moglich: Die Fissura prima konnte in maximal 15 von 20 Fallen, die Fissura
ansoparamediana in maximal 18 von 20 Fallen grob lokalisiert werden. Fiir diese beiden
Fissuren galt, dass sich die im jeweiligen Kleinhirnbereich direkt benachbarten Fissuren
makroskopisch zum Teil nicht signifikant voneinander unterschieden; damit ist gemeint,
dass sich Parameter, die normalerweise eine Identifikation ermdglichen - etwa die Tiefe
und der Verlauf der Fissuren -, dhnelten. Dies wird deutlich in Abbildung 3C, die beispiel-
haft die linke Kleinhirnhalfte eines 6 Monate alten Kindes aus kranialer Perspektive zeigt:
Diese Perspektive ist prinzipiell am besten dazu geeignet, die vermutete Lage der Fissura
prima zu bestimmen, da sie den Lobus anterior in vollem Umfang erfasst. Die in Frage
kommenden Fissuren innerhalb des Lobus anterior glichen sich hier allerdings weitge-
hend, sodass eine zweifelsfreie Identifikation der Fissura prima nicht moglich war und

erst weiter kaudalwarts ein leicht veranderter Fissurenverlauf die Lage der
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nachstgelegenen, ebenfalls zu bestimmenden Fissura superior posterior anzeigte (roter

Pfeil in Abbildung 3C).
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Abbildung 3: Makroskopische Beurteilung von Fissuren des friih-postnatalen menschli-
chen Kleinhirns. Reprasentative linke Kleinhirnhalfte eines 6 Monate alten Kindes. Die
Kleinhirnhalfte wird aus den folgenden Perspektiven gezeigt: von dorsal (A), von ventral
(B), von kranial (C), von kaudal (D), von lateral (E) und von medial (F). Die bunten Pfeile
verweisen auf prominente, makroskopisch sichtbare Fissuren. Die Farbgebung der Pfeile
entspricht den verwendeten Farben in Abbildung 2; die Pfeile zeigen auf die Fissura su-
perior posterior (roter Pfeil in (A,C,E)), die Fissura horizontalis (griiner Pfeil in (A,B,E))
und die Fissura posterolateralis (dunkelgrauer Pfeil in (B)). In der kaudalen Perspektive
war eine Identifikation prominenter, makroskopisch sichtbarer Fissuren weniger offen-
sichtlich (gepunkteter gelber Pfeil in (D), der auf die mogliche Lage der Fissura ansopa-
ramediana verweist), wahrend eine eindeutige ldentifikation in der medialen Ansicht
Uberhaupt nicht gelang (F). Der Messbalken in (F) reprasentiert 1 cm in (A-F).
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Weiterhin zeigte sich, dass sich die verschiedenen in Untersuchungsteil A makroskopisch
untersuchten Kleinhirnhalften insbesondere hinsichtlich der zu identifizierenden Fissura
prima morphologisch vielfaltig darstellten. Abbildung 4 zeigt exemplarisch zwei Klein-
hirnhalften von Kindern unterschiedlichen Lebensalters, bei denen eine Bestimmung der
Fissura prima gleichermafien schwierig erschien.

Darlber hinaus bestanden teils deutliche Unterschiede hinsichtlich der absoluten Posi-
tion der identifizierten Fissuren entlang der Kleinhirnoberflache je nach GréRe der je-
weiligen Kleinhirnhalfte: So scheint sich beispielsweise die Fissura superior posterior (rot
in Abbildung 4) im Zuge der friihen postnatalen Entwicklung des menschlichen Klein-

hirns etwas nach kaudal zu verlagern.

Abbildung 4: Markierung der am nativen Kleinhirn identifizierten Fissuren mit ver-
schiedenen Acrylfarben. Reprasentative rechte Kleinhirnhalfte eines 2,5 Monate alten
Kindes (A; Fallnummer 10/43 in Tabelle 2) und linke Kleinhirnhalfte eines 10 Monate
alten Kindes (B; Fallnummer 10/48 in Tabelle 2) aus kranialer Sicht. Die im Rahmen der
histologischen Verarbeitung auf der Kleinhirnoberflache entfernten GefaRe hinterlie-
Ren vertikale Abdriicke auf der Kleinhirnoberflache (B). Die mit blauer Acrylfarbe ge-
flllten Fissuren (A) repradsentieren drei denkbare Positionen der Fissura prima (Farbge-
bung entsprechend der in Abbildung 2 verwendeten Farben). In (B) kamen mehr als
drei benachbarte Fissuren als wahrscheinlichste Position der Fissura prima infrage, so-
dass hier auf eine Markierung mit blauer Farbe verzichtet wurde. Als weitere mit Acryl-
farbe geflllte Fissuren sind die Fissura superior posterior (rot in (A,B)), die Fissura hori-
zontalis (grin in (A,B)) sowie die Fissura ansoparamediana (gelb in (A)) abgebildet. Der
Messbalken in (B) repradsentiert 1 cm in (A,B).
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Abbildung 5 verdeutlicht, dass die markierten Fissuren auch nach der histologischen Ver-
arbeitung einschlieflich Kryoschneiden und Cresylviolett-Farbung noch eindeutig zuge-
ordnet werden konnten. Die viskdse Acrylfarbe drang in allen Fallen zuverlassig in die
Fissuren ein und lagerte sich nachhaltig und gut sichtbar am Fissurengrund ab. Aber auch
im gefarbten Schnitt ist eine Abgrenzung bestimmter regions of interest (ROIs) - hier der
dritten ROl zwischen Crus Il und den Lobuli VIIB-VIIIB - nicht zuverlassig nachzuvollziehen

(Abbildung 5D).
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Abbildung 5: Sequenzielle makro- und mikroskopische Beurteilung von Kleinhirnfissuren
anhand von Markierungen mit Acrylfarben (Kleinhirnhalfte eines 6 Monate alten Kindes;
Fallnummer 10/91 in Tabelle 2). Die Abbildung zeigt die linke Kleinhirnhélfte von lateral
(A) und daraus jeweils denselben, 100 um dicken sagittalen Schnitt 170 nach verschie-
denen Arbeitsschritten (B-D). Die identifizierten Fissuren wurden mit folgenden Acryl-
farben gefillt: blau - Fissura prima, rot - Fissura superior posterior, griin - Fissura hori-
zontalis, gelb - die in diesem Schnitt beiden moglichen Fissurae ansoparamedianae (hier
war eine Zuordnung nicht eindeutig moéglich) und dunkelgrau - Fissura posterolateralis.
Dann wurde die Kleinhirnhalfte in 100 um dicke sagittale Schnitte geschnitten und bei-
spielhaft der Schnitt 170 weiterverarbeitet (B - D). In (B) sind nach der Herstellung des
Schnitts 170 die farbigen Markierungen entsprechend Abbildung (A) gut zu erkennen.
Zur Verdeutlichung wurden die mit (B1-5) bezeichneten Quadrate, die die Position der
Markierungen anzeigen ((B) und (D): Fissura prima: 1; Fissura superior posterior: 2; Fis-
sura horizontalis: 3; Fissura posterolateralis: 5), vergroRert dargestellt. Da die in diesem
Schnitt moglichen Fissurae ansoparamedianae nicht eindeutig einer Fissur zuzuordnen
waren, gibt es fur diese zwei Markierungen, die mit 4 und 4" bezeichnet sind (in (B) und
(D) und als (B4) und (B47)). Abbildung (C) zeigt denselben Schnitt wie (B); hier wurden
die entsprechenden Fissuren aber zusatzlich mit Buchstaben gekennzeichnet (Fissura
prima: B; Fissura superior posterior: R; Fissura horizontalis: G; die beiden méglichen Fis-
surae ansoparamedianae: Y1 und Y2; Fissura posterolateralis: S; Tabelle 5) und diese in
die Unterseite des Objekttragers geritzt. So wurde sichergestellt, dass die mit Acrylfarbe
gefillten Fissuren auch nach moéglichem Farbverlust im Rahmen der weiteren histologi-
schen Verarbeitung identifiziert werden konnten. In Abbildung (D) ist derselbe Schnitt
wie in (B) und in (C) nach der Farbung mit Cresylviolett dargestellt. Die Pfeile zeigen die
Position der einzelnen Fissuren an, die Nummerierung entspricht der Nummerierung in
Abbildung (B). Die farbigen Bereiche in (B) reprasentieren die in Abbildung 2 beschrie-
benen ROIs: Lobuli IV-VI (blau), Crus | (rot), Crus Il (griin), Lobuli VIIB-VIIIB (gelb) und
Flocculus (dunkelgrau), die anhand der Fissuren (Tabelle 5) als Grenzen identifizierbar
sind. Da die Fissura ansoparamediana, die die untere Begrenzung von Crus Il darstellt,
nicht eindeutig zu identifizieren war, gibt es fiir Crus Il in diesem Falle zwei verschiedene
mogliche Positionen. Die Grenze zwischen Crus Il und den Lobuli VIIIB-VIIIB kann entwe-
der durch die Fissur 3 und 4 begrenzt sein und den hellgriinen Bereich einschlieRen, oder
aber durch die Fissuren 3 und 4" den lindgriinen Bereich einschliefen. Anmerkung: Im
Zuge der Gewinnung der hier abgebildeten Kleinhirnhalfte wahrend der Autopsie kam
es zu einem minimalen Verlust von Kleinhirngewebe posterolateral (sichtbar in Abbil-
dung (A) anhand des Abbruchs der griin markierten Fissura horizontalis), dies hatte je-
doch keinen Einfluss auf die Identifikation von Fissuren. Die hier gezeigten Fotografien
wurden mit einer Canon EOS 5D Mark Il Kamera und dem zugehdorigen Canon EF 24-105
mm 1:4.0 L IS USM Objektiv (Canon, Tokio, Japan) erstellt (die Abbildungen (B) und (D)
unter Zuhilfenahme eines Leuchtkastens (Prolite Basic)). Die Originalfotos wurden mit
der Software Corel Photo-Paint X8 und Corel Draw X8 (beide Versionen 18.1.0.661; Co-
rel, Ottawa, Kanada) geringfligige in Kontrast und Helligkeit angepasst. Der Messbalken
in (D) reprasentiert 1 cm in (A-D)., der Messbalken in (B5) reprasentiert 200 um in (B1-
B5).
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4.1.1. Kombination makroskopischer und mikroskopischer Untersuchungen

Bei allen sechs Kleinhirnhalften aus Untersuchungsteil A (Tabelle 2) konnten die Fissura
superior posterior, Fissura horizontalis und Fissura posterolateralis unabhangig vom Al-
ter des jeweiligen Kindes nach eindeutigen makroskopischen Kriterien identifiziert wer-
den (Tabelle 5). Im Gegensatz dazu gelang dies bei der Fissura prima und der Fissura
ansoparamediana nicht zuverldssig, da sich letztere makroskopisch nicht erkennbar von
den angrenzenden Fissuren unterschieden. Anhand der bei jedem Untersuchungsschritt
angefertigten Fotografien war eine Re-Evaluation der makroskopisch erkannten Fissu-
ren in den spater angefertigten histologischen Schnitten moglich. So konnte beispiels-
weise die vermutete Lage der Fissura prima im Fall 10/44 aus Tabelle 2 im Zuge der mik-
roskopischen Kontrolle geringfiigig korrigiert werden (Abbildung 6). Aus der mikrosko-
pischen Kontrolle der zuvor makroskopisch beurteilten Fissuren der restlichen fiinf Falle

aus Untersuchungsteil A ergaben sich keine Veranderungen.

= X
4
|

Abbildung 6: Beispiel fir die mikroskopische Re-Evaluation einer zuvor makroskopisch
beurteilten Kleinhirnfissur. Reprasentativer, 100 um dicker parasagittaler nativer (d.h.
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ungefarbter) histologischer Schnitt der rechten Kleinhirnhalfte eines 8 Monate alten Kin-
des (Schnitt-Nr. 265 von Fall 10/44 in Tabelle 2) mit Schnittebene knapp lateral der Klein-
hirnkerne. Analog zu Abbildung 4B sind die an der Kleinhirnoberflache makroskopisch
identifizierten Fissuren vor der Herstellung des histologischen Schnitts mit verschiede-
nen Acrylfarben markiert worden und im gezeigten Schnitt schwach sichtbar. Im Zent-
rum des schwarz umkreisten Areals erkennt man die blaue Acrylfarbe, die zur Markie-
rung der Fissura prima diente. Rein makroskopisch war der blau markierte Bereich
falschlicherweise als Fissur erkannt worden, die als wahrscheinlich galt, die Fissura
prima darzustellen. In der hier gezeigten mikroskopischen Kontrolle wird jedoch deut-
lich, dass der blau markierte Bereich innerhalb der schwarzen Umkreisung keine Fissur,
sondern ein lobularer Bestandteil ist. Demzufolge konnte die vermutete Lage der Fissura
prima anhand des Schnitts nachtraglich korrigiert werden. Am ehesten kommen die den
blau markierten Bereich flankierenden Fissuren (beide gut sichtbar innerhalb der
schwarzen Umkreisung) in Frage, die Fissura prima darzustellen. Der Messbalken repra-
sentiert 1 cm.

Auf mikroskopischer Ebene war es anhand der histologischen Schnitte von finf Fallen
aus Untersuchungsteil A nicht moglich, die in anatomischen Atlanten (z.B. Larsell und
Jansen, 1972; Voogd und Ruigrok, 2012) beschriebene Anzahl von exakt zehn Lobuli,
diese wiederum unterteilt in dreizehn Sublobuli und durch elf Fissuren voneinander ge-
trennt, zu identifizieren. Aufgrund einer variablen Anzahl an Folia unterschied sich die
Anzahl an Lobuli und Sublobuli bei den verschiedenen Fallen (Abbildung 7). Die Fissura
superior posterior und Fissura horizontalis konnten auf allen histologischen Schnitten
zuverlassig identifiziert werden, nicht jedoch die Fissura prima und Fissura ansoparame-
diana.

(Hierzu sei angemerkt, dass gemaR mehreren Quellen (siehe z. B. Larsell, 1947, Paxinos,
1990, Schmahann et al., 1999) die Fissura prima und die Fissura superior posterior direkt
aneinander angrenzen und gemeinsam die Grenzen von Crus | definieren. Dennoch
wurde in anderen Studien eine abweichende Lokalisation der Fissura prima beschrieben.
So demonstrierten z.B. Schmahmann et al. (1999), dass Crus | eine zusatzliche Fissur be-
inhaltet. Zusatzlich wurde die Fissura ansoparamediana in der Literatur auch als der Fis-
sura horizontalis direkt benachbart (Paxinos, 1990) beschrieben.)

Aufgrund geringfiigiger morphologischer Abweichungen in Lobulus VIIIA konnte die
exakte Position der Fissura ansoparamediana auf den histologischen Schnitten der Klein-
hirnhalften des Untersuchungsteils A allerdings nicht verortet werden. Denn Lobulus

VIIIA zeigte in den Fallen 10/71, 10/92, 10/44 und 10/64 (letzterer ist in Abbildung 7A
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dargestellt) eine ,,V-Form“ und bestand aus zwei Folia. Diese beiden Folia waren jedoch
nicht vollstandig durch eine Fissur getrennt: Sie konvergierten in einen gemeinsamen
Auslaufer weiller Substanz, welche ihrerseits in die zentrale weille Substanz miindete.
Im Gegensatz dazu fanden sich an der entsprechenden Stelle in den histologischen
Schnitten der anderen Kleinhirnhalften zwei separate Folia, die ganzlich — d. h. bis weit
in die zentrale weiRe Substanz hinein - durch eine Fissur geteilt waren (Fall 10/45 in
Abbildung 7B). Demnach war es unklar, ob und inwiefern innerhalb des Lobulus VIIIA

allgemein von einer weiteren Fissur ausgegangen werden muss.

A

Abbildung 7: Anzahl der Lobuli im friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn. Reprasen-
tative 100 um dicke parasagittale, mit Cresylviolett gefarbte histologische Schnitte der
linken Kleinhirnhalfte eines 8 Monate alten Kindes (Schnitt-Nr. 346 von Fall 10/64 in Ta-
belle 2) (A) sowie der linken Kleinhirnhélfte eines 10 Monate alten Kindes (Schnitt-Nr.
298 von Fall 10/45 in Tabelle 2) (B)). Die Unterteilung der Kleinhirnrinde in einzelne Teil-
bereiche erfolgt anhand der Fissuren, die bis in die zentrale weiBe Substanz reichen
(durchgezogene schwarze Linien). Die roten Linien stellen unsichere Unterteilungen dar.
Werden die Lobuli zwischen den Linien gezdhlt, so betragt die Gesamtanzahl an Lobuli
mindestens 11 im Kleinhirnschnitt des 8 Monate alten Kindes (Zahlen in (A)), wohinge-
gen im Kleinhirnschnitt des 10 Monate alten Kindes zw6lf Lobuli gezahlt werden kénnen
(zahlen in (B)). Die roten Zahlen in (A, B) stehen fiir morphologisch variable Regionen,
welche Teil von Lobulus VIIIA sind. In den hier gezeigten Beispielen findet sich ein V-
formiges Areal in (A), an vergleichbarer Stelle in (B) besteht dieses Areal aus zwei sepa-
raten Ausldufern von weiler Substanz. Der Messbalken in (B) reprasentiert 1 cm in (A,
B).
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4.2. Histologische Identifikation anatomisch abgrenzbarer Fissuren im frith-post-
natalen menschlichen Kleinhirn ohne vorherige makroskopische Untersu-

chung

Im Untersuchungsteil B, der keine vorherige makroskopische Evaluation der Fissuren
enthielt, gelang die Identifikation der Fissura superior posterior und der Fissura horizon-
talis auf sagittalen Kleinhirn-Schnitten durch rein histologische Betrachtung ebenso zu-
verldssig wie im Untersuchungsteil A. Im Gegensatz dazu konnte die Fissura ansopara-
mediana in zwei Fallen aus Untersuchungsteil B nicht bestimmt werden, und zwar auf-
grund der bereits beschriebenen , V-formigen” Bereiche in Lobulus VIIIA: Es fanden sich
kleine zusatzliche Folia am Grund der Fissuren, besonders der Fissura superior posterior
(Abbildung 8A). Diese Folia konnten aufgrund ihrer Lage unterhalb der Kleinhirn-Ober-
flache nicht eindeutig einer der regions of interest (ROls; abgebildet in Abbildung 2) zu-
geordnet werden und fanden sich dariber hinaus ebenso in den mikroskopischen Kon-
trollen aller im Untersuchungsteil A untersuchten Kleinhirnhalften.

Zudem war es in zwei Fallen aus Untersuchungsteil B (Fall 10/79 und 10/84 in Tabelle 3)
nicht moglich, die Fissura posterolateralis zuverlassig zu bestimmen. Wegen der klaren
Struktur des Flocculus konnte die Fissura posterolateralis in makroskopischen Untersu-
chungen stets identifiziert werden. Dies war jedoch nicht moglich, sobald Fissuren und
Lobuli nur zweidimensional auf histologischer Ebene beurteilt werden konnten. Insbe-
sondere war es nicht méglich, die Fissura posterolateralis auf Schnitten, die den Uber-
gangsbereich des Flocculus zu Lobulus VIIIB enthalten, eindeutig zu bestimmen (Abbil-

dung 8).
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Abbildung 8: Mikroskopische Beurteilung von Fissuren des frith-postnatalen menschli-
chen Kleinhirns. Reprasentative 100 um dicke parasagittale, mit Cresylviolett gefarbte
histologische Schnitte der linken Kleinhirnhalften eines 3 Monate alten Kindes ((A);
Schnitt-Nr. 203 von Fall 10/80 in Tabelle 3) und eines 11 Monate alten Kindes ((B);
Schnitt-Nr. 250 von Fall 10/77 in Tabelle 3). Die Pfeile deuten auf prominente Fissuren
(Farben entsprechend Abbildung 2): Fissura prima (blau), Fissura superior posterior
(rot), Fissura horizontalis (griin), Fissura ansoparamediana (gelb). Parasagittale histolo-
gische Schnitte eigneten sich am meisten fiir die Identifikation der Fissura posterolate-
ralis (dunkelgrauer Pfeil in (A)), wohingegen letztere an weiter lateral gelegenen Schnit-
ten nicht eindeutig abgegrenzt werden konnte aufgrund der Fusion des Flocculus mit
dem ihn umgebenden Kleinhirngewebe (gepunkteter dunkelgrauer Pfeil in (B)). Der
schwarz umkreiste Bereich beinhaltet zusatzliche Folia am Grund der Fissura superior
posterior. Der Messbalken in (B) reprasentiert 1 cm in (A,B).

Demzufolge war eine reproduzierbare Abgrenzung der Teilbereiche so wie in Abbildung
2 gezeigt auf Grundlage einer isolierten Betrachtung von histologischen Schnitten nicht
moglich, mitunter bedingt durch den lateralwarts zunehmend komplexen Verlauf der
Fissuren. Tabelle 5 fasst die Erkenntnisse hinsichtlich der Identifikation von anatomisch
abgrenzbaren Fissuren auf histologischen Schnitten des friih-postnatalen (< ein Lebens-
jahr) menschlichen Kleinhirns, basierend auf der Kombination makroskopischer und
mikroskopischer Untersuchungsmethoden, zusammen. Ohne vorherige makroskopi-
sche Untersuchung (Vorgehensweise in Untersuchungsteil B) wurden weniger zuverlas-
sige Ergebnisse erzielt als durch die zusatzliche makroskopische Untersuchung vor der
histologischen Verarbeitung (Vorgehensweise in Untersuchungsteil A).

Diese Ergebnisse zur Identifikation von Kleinhirnfissuren gelten sowohl fir die linke als

auch fur die rechte Kleinhirn-Hemisphare.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Identifikation
anatomisch abgrenzbarer Fissuren in friih-postnatalen menschlichen Kleinhirnen der in
den Tabellen 2 und 3 beschriebenen Fallnummern. Fir jede gemal Tabelle 4 zu be-
stimmende Fissur ist aufgelistet, ob und in welchem Ausmal’ eine sichere ldentifikation
gelang. Als weitere Orientierungshilfe wurde anhand der histologischen Schnitte, die
die jeweilige Kleinhirnhalfte in ihrer groRten Ausdehnung umfassten, die Anzahl an Fis-
suren ermittelt. Deutlich wird hier eine ungefahre Korrelation der Fissurenanzahl und
dem Alter der Kleinhirnhalfte. Zu beachten gilt, dass es in keinem Fall moglich war,
eine eindeutige Anzahl an Fissuren festzulegen. Abkiirzungen: Fallnr.: Fallnummer, V:
Verarbeitung, Alter [Mo]: Alter in Monaten, H: Hemisphare, R: rechts, L: links, FP: Fis-
sura prima, FSP: Fissura superior posterior, FH: Fissura horizontalis, FAP: Fissura anso-
paramediana, FPL: Fissura posterolateralis, A-F: Anzahl an Fissuren, Bem.: Bemerkung,
+: eindeutige ldentifikation moglich, (+): eindeutige Identifikation nicht moglich, da
zwei benachbarte Fissuren gleich wahrscheinlich waren, -: keine Identifikation moglich,
n. d.: nicht definierbar, 1: abnormale/fehlende Fissuren, ¥: Geringeres Ausmaf an Foli-
ation innerhalb des Lobus anterior im Vergleich zur Foliation im erwachsenen mensch-
lichen Kleinhirn.

Fallnr. V Alter [Mo] H FP FSP FH FAP FPL A-F Bem.

10/46 B 0,03 R (+) + + o+ o+ 1112
10/76 B 0,03 L (+) + + () + 1011
10/70 B 0,83 L (+) + + (#) o+ 1213
10/61 A 1 L - + +  #) + 78 t
10/79 B 1,5 L - - - - - nd %
10/43 A 2,5 L (+) + + (#) + 910 %
10/71 B 3 R (+)  + +  (#) + 1011
10/80 B 3 L (+)  + + (¢ (4 1011 %
10/91 A 4 L (+) + +  (#) + 910
10/99 B 4 R (+)  + + 4 o+ 1112
10/60 A 6 L (+) + + (+) + 8-9 ¥
10/92 B 7 L - + + () + 910 %
10/44 A 8 R (+) + +  (#) + 910
10/64 B 8 L (+) + + - + 1112
10/84 B 9 L (+) + + (+) - 9-10 ¥
10/48 A 10 L (+) + + (+) + 11-12
10/45 B 10 L - + v (#) o+ 1112
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10/58

B

10

10/65

B

10

10/77

B

11
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5. Diskussion

5.1. Validitdt der Ergebnisse

Die Verwendung vollstandiger, makroskopisch und mikroskopisch gut erhaltener
menschlicher Kleinhirnhalften gewahrleistete hochprazise morphologische Untersu-
chungen wie die Identifikation anatomisch abgrenzbarer Fissuren und die Bestimmung
funktionell relevanter Teilbereiche. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Klein-
hirnhalften reprasentieren in der Zusammenschau anndhernd den Verlauf im ersten Le-
bensjahr des Menschen, welches eine kritische Zeitspanne bezliglich der friih-postnata-
len Entwicklung des Kleinhirns darstellt (Kiessling et al., 2014). Die Untersuchung nur
einer Kleinhirnhalfte pro Fall kann als valide betrachtet werden, da bislang keine biolo-
gisch relevante Asymmetrie in der Makroskopie zwischen linker und rechter Kleinhirn-
halfte des Menschen beobachtet wurde (Gocmen-Mas et al., 2009). Auch bleiben die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dadurch unbeeinflusst, dass Ergebnisse aus Unter-
suchungen an Kleinhirnhalften von Kindern mit einflossen, die an SIDS verstorben wa-
ren. Einige Studien postulierten Unterschiede zwischen SIDS-Fallen und gematchten
Kontrollen innerhalb anderer Teile des zentralen Nervensystems auRer dem Kleinhirn.
Hunt et al. (2017) entdeckten beispielsweise eine verdnderte Proteinexpression in pon-
tinen Neuronen von SIDS-Féllen. Kiessling et al. (2013) wiederum konnten in ihren Un-
tersuchungen mittels design-based Stereologie keine Unterschiede beziiglich des mitt-
leren Volumens der verschiedenen Kleinhirnschichten sowie der durchschnittlichen An-
zahl an zerebellaren Purkinjezellen und Granularzellen zwischen SIDS-Fallen und alters-
und geschlechtsgematchten Kontrollen feststellen.

Folglich kann angenommen werden, dass die Morphologie und die anatomische Lokali-
sation zerebelldrer Fissuren von SIDS-Fdllen und alters- und geschlechtsgematchten
Kontrollen nicht signifikant voneinander abweichen (dies wird von den Erkenntnissen
aus Untersuchungsteil B bekraftigt, dargestellt in Tabelle 5).

Dass jeweils nur eine Halfte je Kleinhirn untersucht wurde, erweist sich allerdings als
mogliche Einschrankung der vorliegenden Arbeit. Der Vermis befindet sich genau zwi-

schen den beiden Hemispharen und da nur jeweils eine Kleinhirnhalfte vorhanden war,
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war keine Untersuchung des gesamten Vermis moglich. Dieser ist daher nicht Bestand-
teil der vorliegenden Arbeit.

Trotzdem sollte erwdhnt werden, dass es laut Schmahmann et al. (1999) keinen wirkli-
chen ,Vermis”im Lobus anterior gibt. Vielmehr ist die Verwendung dieses Begriffes, der
den paramedianen Bereich des Lobus anterior beschreibt, eine Erweiterung des lateini-
schen Begriffs ,, vermis“ (zu Deutsch ,Wurm®), so wie er von Malacarne (1776) gebraucht
wurde, um die sichtbare Struktur des posterioren und inferioren Erscheinungsbildes des
Kleinhirns zu bezeichnen.

Der Vermis (als solcher) erstreckt sich von Lobulus VI bis einschlieflich Lobulus X. Mit
der Zeit etablierte sich der Gebrauch des Begriffs Vermis, um die ,Mittellinie” zu be-
schreiben und brachte die Fragestellung mit sich, wie die laterale Ausdehnung des Lobus
anterior- ,Vermis” definiert werden sollte (Schmahmann et al., 1999). Eine Idee dazu
war, dass der paravermale Sulcus den Vermis seitlich begrenzt (Arslan, 2014). Bei vielen
Gehirnen findet sich allerdings kein paravermaler Sulcus und dort, wo ein solcher vor-
handen zu sein scheint, kénnte es sich stattdessen lediglich um den Abdruck des medi-
alen Astes der Arteria cerebellaris superior auf der Kleinhirnoberflaiche handeln
(Schmahmann et al., 1999).

AuBerdem koénnen die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht direkt auf das erwach-
sene menschliche Kleinhirn ibertragen werden, da die endgtiltige Entwicklung von ver-
schiedenen Kleinhirnregionen noch weit bis tiber das erste Lebensjahr hinaus andauert
(Tsekhmistrenko, 1996).

Ein weiterer Diskussionspunkt ist, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Kleinhirnhalften nicht einheitlich zufallig gewahlt wurden, zum Beispiel durch Werfen
einer Miinze, um zu entscheiden, ob die rechte oder die linke Kleinhirnhalfte ausgewahlt
und analysiert werden soll. Die Ergebnisse, die in Tabelle 5 zusammengefasst sind, zei-
gen eindeutig, dass die Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit (es ist unmaglich, die
Fissura prima und die Fissura ansoparamediana im friih-postnatalen (< ein Lebensjahr)
menschlichen Kleinhirn eindeutig und reproduzierbar zu identifizieren) unabhangig da-

von sind, ob jeweils die rechte oder die linke Hemisphare untersucht wurde.
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5.2. Identifikation von Teilbereichen im friih-postnatalen Kleinhirn

Das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit lautet, dass die Identifikation verschiedener
Teilbereiche, wie in Abbildung 2 gezeigt und basierend auf den von Schmahmann et al.
(1999) etablierten Kriterien, im friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) menschlichen Klein-
hirn nur teilweise moglich ist. Die Unterteilung des menschlichen Kleinhirns in finf Teil-
bereiche, wie in Abbildung 2 demonstriert, stellt eine Kombination funktionaler und
morphologischer Aspekte dar. Die Fissura superior posterior, Fissura horizontalis und
Fissura posterolateralis konnten in allen 20 untersuchten menschlichen Kleinhirnen zu-
verlassig identifiziert werden. Im Gegensatz dazu war eine zuverlassige und reproduzier-
bare Identifikation der Fissura prima und Fissura ansoparamediana nicht moglich.

Dazu passt, dass gemall Schmahmann et al. (1999) die Fissura prima sowie weitere Fis-
suren innerhalb des Lobus anterior auf parasagittalen Schnitten mit zunehmendem Ab-
stand von der Mittellinie immer schwieriger unterscheidbar werden. Wahrend die Fis-
sura prima auf mediosagittalen Schnitten noch unverwechselbar ist, setzt sie sich dann
jedoch gemeinsam mit einer unbezeichneten kleinen Fissur im Intermediarbereich der
Hemispharen fort.

Teilbereich-spezifische Untersuchungen an friih-postnatalen Kleinhirnen scheinen also
durchfiihrbar, sofern diese auf Crus | (begrenzt von der Fissura superior posterior und
der Fissura horizontalis) und den Flocculus (begrenzt von der Fissura posterolateralis)
limitiert bleiben. Diese beiden Teilbereiche konnten bei allen 20 untersuchten Kleinhirn-
halften eindeutig und zuverlassig bestimmt werden. In Anbetracht der funktionellen Be-
deutung von Crus | und dem Flocculus erscheint eine isolierte Untersuchung aber nur
bei letzterem sinnvoll, um biologisch relevante Ergebnisse zu erhalten. Dies ist der Tat-
sache geschuldet, dass die Kontrolle von Augenbewegungen spezifisch im Lobus floc-
culonodularis reprasentiert wird, wohingegen Crus | funktionell nicht ganzlich von Lobu-
lus VI und Crus Il getrennt werden kann (Timmann, 2012). Folglich waren isolierte Un-
tersuchungen des Flocculus einer isolierten Untersuchung des Crus I, ohne eindeutigen
funktionellen Kontext, vorzuziehen. Separate Untersuchungen der weiteren in Abbil-
dung 2 dargestellten Teilbereiche sind nicht moglich, da die zugehorigen begrenzenden

Fissuren nicht zuverlassig identifiziert werden kénnen.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich als erste Arbeit iberhaupt mit der Fragestellung, ob
die fiinf Teilbereiche, wie in Abbildung 2 gezeigt, bei friih-postnatalen menschlichen
Kleinhirnen zuverldssig voneinander abgegrenzt werden kdnnen. Fiir Validitat und Eig-
nung der Identifikationskriterien zerebellarer Fissuren des friih-postnatalen menschli-
chen Kleinhirns, so wie in den Tabellen 4 und 5 zusammengefasst, sind weitere Unter-
suchungen notwendig.

Die zugrundeliegenden Kriterien wurden von Beschreibungen tber die Abgrenzung von
Kleinhirn-Teilbereichen, die aus vielfdltigen Methoden am menschlichen Kleinhirn des
Erwachsenen hervorgingen, abgeleitet.

Namentlich hierfir ist beispielsweise der von Schmahmann et al. (1999) entwickelte At-
las des erwachsenen menschlichen Kleinhirns basierend auf hochauflésenden MRT-Bil-
dern zu nennen. Hinsichtlich der Identifikation von Fissuren erwadhnten die Autoren,
dass die exakte Lokalisationsbestimmung der Fissura ansoparamediana bereits in der
Vergangenheit zu Kontroversen gefiihrt hatte. Wahrend Schmahmann et al. (1999) die
genaue Position der Fissura ansoparamediana in ihren MRT-Aufnahmen angaben, stell-
ten sie andererseits keine reproduzierbaren Identifikationskriterien bereit, die fir de-
sign-based stereologische Studien des friih-postnatalen menschlichen Kleinhirns auf
mikroskopischer Ebene verwendet werden kdnnten. Dariber hinaus kann nicht ausge-
schlossen werden, dass die Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit und dem Atlas von Schmahmann et al. (1999) zumindest teilweise dadurch be-
dingt sind, dass der Atlas von MRT-Aufnahmen eines einzigen Gehirns erstellt wurde,
das zudem von einer erwachsenen Person stammte. Daher scheint es angeraten, die
Arbeit von Schmahmann et al. (1999) anhand einer groRBeren Stichprobe unter Berlick-
sichtigung friih-postnataler Gehirne zu wiederholen.

Skefos et al. (2014) bestimmten die Dichte von Purkinjezellen in post mortem Kleinhir-
nen von acht Autismus-Fallen im Alter von flnf bis 56 Lebensjahren und von acht Kon-
trollen im Alter zwischen vier und 52 Lebensjahren mittels design-based Stereologie. Zu
diesem Zweck unterteilten die Autoren das Kleinhirn in vier verschiedene Teilbereiche
mit der Fissura prima, Fissura horizontalis, Fissura ansoparamediana und Fissura
posterolateralis als Orientierungshilfe. Die Autoren fanden eine geringere durchschnitt-
liche Purkinjezell-Dichte bei den Autismus-Fallen verglichen mit den Kontrollen, und

zwar am deutlichsten in Crus | und Il. Wie oben dargelegt, war eine zuverlassige und
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reproduzierbare ldentifikation von Teilbereichen innerhalb des menschlichen Klein-
hirns, wie von Skefos et al. (2014) vorgeschlagen, in der vorliegenden Arbeit nicht mog-
lich. Allerdings untersuchten Skefos et al. (2014) keine friih-postnatalen Kleinhirne und
demonstrierten zudem ihre Vorgehensweise bei der Identifikation von Unterteilungen
des menschlichen Kleinhirns anhand eines einzigen histologischen Schnittes, ohne das
Alter der zugehdrigen Person anzugeben. Daher bleibt unklar, ob die Diskrepanzen zwi-
schen den Ergebnissen von Skefos et al. (2014) und den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit dem Alter der untersuchten Personen geschuldet sein kdnnten. Anhand der vor-
liegenden Arbeit fand sich keine Korrelation zwischen dem Alter der untersuchten Per-
sonen und der Anzahl an Fissuren (sowie der Machbarkeit, diese eindeutig zu identifi-
zieren, wie in Tabelle 5 dargestellt). Erwdahnenswert ist auBerdem, dass Skefos et al.
(2014) in manchen Fallen wahrend der histologischen Verarbeitung einen Verlust von
bis zu 10% des Gewebes verzeichneten. Auch wiesen manche Schnitte Folia mit ausge-
fransten Randern auf. Diese Komplikationen hinderten Skefos et al. (2014) daran, eine
Schatzung der Gesamtzahl von Purkinjezellen durchzufiihren und in einigen Fallen konn-

ten nicht alle Unterteilungen vollstandig analysiert werden.

5.2.1. Vergleich der Identifikationsmethoden aus den Untersuchungsteilen A und

B

Die Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit (Tabelle 5) legen nahe, dass es zwischen
den Untersuchungsteilen A und B keine relevanten Unterschiede hinsichtlich der Erken-
nungsrate von Fissuren am friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) menschlichen Kleinhirn
gab. Um dazu statistisch signifikante Aussagen zu treffen, miisste man eine erganzende
Studie mit gréRerer Fallzahl und identischem methodischen Ansatz durchfihren. Die un-
terschiedlichen Erkennungsraten der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten

Kleinhirnfissuren sind in Abbildung 9 dargestellt.

45



Identifikation der untersuchten Kleinhirnfissuren
bei kombiniert makroskopisch-mikroskopischer Untersuchung
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Identifikation der untersuchten Kleinhirnfissuren
bei ausschlieBlich mikroskopischer Untersuchung
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Abbildung 9: Vergleich der Identifizierbarkeit der im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersuchten Kleinhirnfissuren aus den Untersuchungsteilen A und B. Die Daten der Di-
agramme in (A) und (B) sind Tabelle 5 entnommen. (A) zeigt die Ergebnisse aus Unter-
suchungsteil A und (B) die Ergebnisse aus Untersuchungsteil B. In (A) und (B) wird deut-
lich, zu welchem prozentualen Anteil die untersuchten Fissuren jeweils als ,erkannt”
(schwarze Balken), ,,unsicher” (dunkelgraue Balken) oder ,nicht erkannt” (schwarze Bal-
ken) eingestuft wurden. Analog zu Tabelle 5 ist mit ,,erkannt” gemeint, dass eine Identi-
fikation der jeweiligen Fissur moglich war, mit ,,unsicher”, dass eine Identifikation der
jeweiligen Fissur nicht zweifelsfrei moglich war aufgrund mehrerer benachbarter Fissu-
ren, die in Frage kamen, sowie mit ,nicht erkannt”, dass eine Identifikation der jeweili-
gen Fissur nicht moglich war. In (A) entsprechen 100% den n = 6 im Untersuchungsteil A
untersuchten Kleinhirnhalften, wahrend fir die Abbildung (B) gilt: 100% entsprechen
den n =14 im Untersuchungsteil B untersuchten Kleinhirnhalften. FP: Fissura prima; FSP:
Fissura superior posterior; FH: Fissura horizontalis; FAP: Fissura ansoparamediana; FPL:
Fissura posterolateralis.
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Eine klare Empfehlung zur Verwendung der im Untersuchungsteil A angewandten Me-
thode (kombiniert makroskopisch/mikroskopische Untersuchung) sei jedoch fir die
Identifikation der Fissura posterolateralis —und damit fiir die Identifikation des Flocculus
— ausgesprochen. Die Morphologie des Flocculus hebt sich auf makroskopischer Ebene
so deutlich vom umgebenden Kleinhirngewebe ab, dass eine Identifikation sehr viel si-
cherer gelingt als durch ausschliefSlich mikroskopische Untersuchung einzelner sagitta-
ler Kleinhirnschnitte, auf denen der Flocculus womaéglich gar nicht oder nur teilweise
angeschnitten ist. Sofern also eine makroskopische Beurteilung des nativen Kleinhirns
moglich ist, sollte diese in jedem Fall der histologischen Verarbeitung und mikroskopi-

schen Re-Evaluation vorangehen.

5.3. Relevanz von design-based stereologischen Untersuchungen am gesamten

friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn

Aus den oben erlduterten Griinden sind design-based stereologische Studien an funkti-
onell relevanten Teilbereichen des friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) menschlichen
Kleinhirns nicht durchfiihrbar — mit Ausnahme des Flocculus und Crus I. Das bedeutet
jedoch nicht, dass design-based stereologische Studien am friih-postnatalen menschli-
chen Kleinhirn mit dem gesamten Kleinhirn als region of interest (ROIl) irrelevant waren.
Tatsachlich trifft das Gegenteil zu, wie anhand folgender Beispiele demonstriert wird:

Kiessling et al. (2014) untersuchten 14 Kleinhirnhalften (mit verschiedenen Todesursa-
chen auBer SIDS) von Kindern, die im Alter von einem Lebenstag bis elf Monate nach der
Geburt gestorben waren, mittels design-based Stereologie. Die Autoren bestimmten die
Gesamtzahl von Purkinjezellen und Granularzellen sowie die Volumina der verschiede-
nen Kleinhirnschichten. Die Gesamtzahl von Purkinjezellen erwies sich iber die unter-
suchte Altersspannweite hinweg als stabil und die von Kiessling et al. (2014) ermittelte
durchschnittliche Gesamtzahl von Purkinjezellen (13,0 x 108) glich weitgehend der in der
Literatur beschriebenen durchschnittlichen Gesamtzahl von Purkinjezellen im erwach-
senen menschlichen Kleinhirn: 15,3 x 10° (Andersen et al., 1992; Korbo und Andersen,
1995), 14,3 x 10° (Andersen und Pakkenberg, 2003; Andersen et al., 2003), 14,9 x 10°
(Andersen, 2004) bzw. 11,2 x 10° (Agashiwala et al., 2008). Allerdings wurde in all diesen
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Studien - mit Ausnahme derjenigen von Kiessling et al. (2014) — die ermittelte durch-
schnittliche Gesamtzahl von zerebelldren Purkinjezellen beider Kleinhirnhalften durch
zwei geteilt, um diese mit der ermittelten durchschnittlichen Gesamtzahl von zerebella-
ren Purkinjezellen mit den Zahlen aus der Studie von Kiessling et al. (2014) vergleichbar
zu machen, die nur an jeweils einer Kleinhirnhilfte erhoben wurden.

Anders als bei der ermittelten durchschnittlichen Gesamtzahl von zerebellaren Purkin-
jezellen zeigte sich bei den friih-postnatalen Kleinhirnen im Vergleich zu den adulten
Kleinhirnen ein komplett anderes Bild bei der ermittelten durchschnittlichen Gesamt-
zahl von zerebellaren Granularzellen. Konkret fanden sich - im Gegensatz zum erwach-
senen menschlichen Kleinhirn - bei den frith-postnatalen Kleinhirnen am Tag der Geburt
nur etwa 15% der zerebellaren Granularzellen an ihrer endgultigen Position in der inne-
ren Granularzellschicht (Kiessling et al., 2014). Folglich entstehen ndherungsweise 85%
der Granularzellen im menschlichen Kleinhirn erst nach der Geburt (wobei mit 'Entste-
hung' hier die Einnahme der endgiiltigen, funktionell relevanten Position der Zellen in
der Granularzellschicht des Kleinhirns gemeint ist; auf die Frage, wann die Zellen in der
duleren Granularzellschicht angelegt werden [d.h., wann sich die entsprechenden Vor-
lduferzellen zum letzten Mal teilen], kann und soll an dieser Stelle nicht eingegangen
werden). Diese Daten werden von einer altersabhangigen Volumenzunahme der zere-
bellaren Molekularzellschicht, der inneren Granularzellschicht und der weifen Substanz
gestitzt. Kiessling et al. (2014) schlussfolgerten daraus, dass das menschliche Kleinhirn
wahrend des ersten Lebensjahres, basierend auf seiner groBen Plastizitdat, moglicher-
weise duBerst sensibel gegenliber duBeren Einflissen ist. Des Weiteren gingen die Au-
toren von einer sehr grof3en Plastizitat des frih-postnatalen menschlichen Kleinhirns im
Zusammenhang mit dem Erwerb neuer Fahigkeiten aus.

Diesbeziiglich untersuchten Knickmeyer et al. (2008) die Kleinhirne gesunder Personen
im Verlauf der ersten beiden Lebensjahre mittels MRT und beobachteten dabei eine Vo-
lumenzunahme des Kleinhirns von 240% wahrend des Untersuchungszeitraums. Sie
mutmalten, dass das friih-postnatale zerebelldre Wachstum direkt mit dem motori-
schen Lernen verkniipft sein kénnte. Ubereinstimmend mit dieser Hypothese betonte
Johnson (2001) den hohen Stellenwert von Verhaltenstests bei Kindern zum besseren
Verstandnis der funktionellen Entwicklung des Gehirns einschliellich des Kleinhirns. Er-

ganzend dazu sollte die Beobachtung von Groszer et al. (2008) an Mdusen erwadhnt
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werden, dass sich eine abnormale Foliation des Kleinhirns und Defizite im motorischen
Lernen bei solchen Mausen fanden, die eine beim Menschen mit sprachlichen Beein-
trachtigungen einhergehende Mutation trugen. Dabei handelte es sich um eine
Punktmutation im FOXP2-Gen, dessen Produkt ein bei vielen Wirbeltierarten dahnlicher
Transkriptionsfaktor ist. Dieser wird in Zusammenhang mit sensomotorischer Integra-
tion und motorischem Lernen exprimiert. Bei Mausen mit homozygoter Mutation zeigte
sich vorwiegend ein gestortes Kleinhirnwachstum, wahrend die Produktion von Spezies-
typischen Lauten weitgehend normal war. Mduse mit heterozygoter Mutation zeigten
signifikante Defizite beim Spezies-typischen motorischen Lernen bei abnormaler synap-
tischer Plastizitat in striatalen und zerebellaren Neuronenkreislaufen. In Anlehnung an
friihere Berichte in der Literatur Uber eine mogliche Beteiligung des Kleinhirns an der
Pathogenese von Autismus (eine Literaturtibersicht findet sich in Palmen et al., 2004)
fihrten Whitney et al. (2009) mit design-based Stereologie eine Studie an zehn Klein-
hirnhalften (sechs Falle mit Autismus und vier Kontrollen im Alter zwischen 17 und 54
Jahren) durch. Sie untersuchten die Volumina der Kleinhirnschichten und die Dichten
von Purkinjezellen, Korbzellen und Sternzellen, fanden aber keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede zwischen Autismus-Fallen und Kontrollen. Die biologische Bedeutung
dieser Daten geht aus der Tatsache hervor, dass das numerical matching zwischen zere-
bellaren Purkinjezellen und deren assoziierten Interneuronen einen Hinweis auf den
Zeitraum liefern konnte, in dem sich die flir Autismus charakteristischen Beeintrachti-
gungen entwickeln (die numerical matching Hypothese besagt, dass die endgiltige An-
zahl der inneren Granularzellen durch die Anzahl der davor entstandenen Purkinjezellen
und deren synaptische Kontakte determiniert wird; Details finden sich bei Kiessling et
al., 2014). Fiir das Uberleben der Korb- und Sternzellen sind synaptische Kontakte zu den
Purkinjezellen wahrend der Kleinhirnentwicklung essenziell. Fehlen die Purkinjezellen zu
der Zeit, in der diese Interneurone die synaptischen Kontakte ausbilden kénnen, gehen
die Interneurone zugrunde (Sotelo und Triller, 1979; Feddersen et al., 1992). Daher sind
auch Korb- und Sternzellen im Falle eines frithen Verlustes von Purkinjezellen (oder ei-
ner Entwicklungsbeeintrachtigung der Formation der Purkinjezellen) in ihrer Anzahl ver-
mindert (Whitney et al., 2009). Dieser Effekt fihrte im Mausmodell zu schweren Klein-
hirndefekten sowohl hinsichtlich der GréRe als auch der Foliation (Feddersen et al.,

1992; Smeyne et al., 1995). Dahingegen fiihrt der Verlust von Purkinjezellen erst nach
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der Ausbildung der synaptischen Kontakte mit den Korb- und Sternzellen zu keinerlei
sichtbaren Kleinhirnmissbildungen (Feddersen et al., 1992), da der Tod von Purkinjezel-
len das Uberleben der Korb- und Sternzellen zu dieser Zeit nicht mehr beeinflusst (Sotelo

und Triller, 1979; Jeong et al., 2000; Duchala et al., 2004).

5.3.1. Praktische Empfehlungen fiir design-based stereologische Untersuchungen

von Gesamtzellzahlen im friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn

Die design-based Stereologie beruht darauf, dass umfangreiche Messungen an histolo-
gischen Praparaten (beispielsweise Volumenmessungen oder die Ermittlung von Ge-
samtzellzahlen im menschlichen Kleinhirn) durch stichprobenartiges Vorgehen erleich-
tert werden, und dass dabei dennoch aufgrund verschiedener Software-gestiitzter ma-
thematischer Parameter hochprazise und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden.
Mit Hilfe einer Computersoftware (z.B. Stereo Investigator; MBF Bioscience, Williston,
Vermont, USA) wird ein Gitter aus quadratischen Probenahmegebieten mit festgelegter
Kantenlange zufallig Giber das histologische Bild der vorher definierten region of interest
(ROI) gelegt. Jedes Probenahmegebiet enthalt einen unbiased virtual counting space,
welcher Tiefenmessungen erlaubt, sodass dort Messungen im dreidimensionalen Raum
moglich sind. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sei fiir einen ersten Uberblick auf Ab-
bildung 10 verwiesen, die beispielhaft Regeln fir die Ermittlung der Gesamtanzahl von
Purkinjezellen im friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) menschlichen Kleinhirn verdeut-

licht.
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Abbildung 10: Stereologische Zdhlung von Purkinjezellen im friih-postnatalen menschli-
chen Kleinhirn. Die Abbildung zeigt zwei reprasentative Ausschnitte aus dem mit Cre-
sylviolett gefarbten Schnitt 202 der linken post mortem Kleinhirnhadlfte eines 11 Monate
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alten Kindes (Fall 10/77 in Tabelle 3). Bei mittlerem AbbildungsmaRstab sind die Mole-
kularzellschicht (MS), die Purkinjezellschicht (PZS) sowie die innere Granularzellschicht
(iGZS) gut zu erkennen (A). Abbildung (B) zeigt einen Ausschnitt aus der Purkinjezell-
schicht mit Purkinjezellen (weiBe Pfeile) sowie Granularzellen (gelbe Pfeile). Im Zentrum
von (B) ist exemplarisch ein unbiased counting frame fir die Zahlung von Purkinjezellen
zu sehen. Ein solcher unbiased counting frame wird fiir stereologische Messungen von
der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) erstellt und auf dem Computermoni-
tor auf das mikroskopische Live-Bild projiziert. Befindet sich eine zu zahlende Struktur
innerhalb des von roten und griinen Linien umgrenzten unbiased counting frame oder
genau auf Hohe der griinen Linien und tritt dabei in den Fokus (hier der Nucleolus der
Purkinjezelle Nr. 1, weiRer Pfeil), so wird sie per Mausklick manuell gezahlt. Die Berei-
che, ab denen nicht mehr gezahlt werden darf, werden von den roten Linien flankiert.
Befindet sich eine Struktur innerhalb des unbiased counting frames, tritt wahrend der
Tiefenmessung jedoch nicht in den Fokus (hier der Nucleolus der Purkinjezelle Nr. 2,
weiller Pfeil), so darf sie ebenfalls nicht gezahlt werden. Diese Abbildung wurde mit ei-
nem Lichtmikroskop Eclipse 50i (Nikon Corporation, Tokio, Japan) erstellt; Objektiv in
(A): 10x / 0,25; o=/~ (Nikon; das Symbol “e=“ bedeutet, dass das verwendete Objektiv auf
unendlich korrigiert war); Objektiv in (B): 100x/1,25 Ol ==/0,17 (Nikon; das Symbol “co“
besagt, dass das verwendete Objektiv auf unendlich korrigiert war, und die Zahl 0,17,
dass das verwendete Objektiv flir Deckglasdicken von 0,17 mm korrigiert war); Kamera:
AxioCam HRc (4164 x 3120 Bildpunkte; Zeiss); Software: AxioVision (Version 4.8.; Zeiss).
Die Originalfotografie wurde mit der Software Corel Photo-Paint X8 und Corel Draw X8
(beide Versionen 18.1.0.661; Corel) beschriftet sowie leicht in Kontrast und Helligkeit
angepasst. Der Messbalken in (A) reprasentiert 100 um, der Messbalken in (B) reprasen-
tiert 10 um.
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Ausfihrliche Erlduterungen zu den theoretischen wie praktischen Voraussetzungen fir
die Durchfiihrung von design-based stereologischen Untersuchungen finden sich z.B. in
Schmitz und Hof (2005), Kiessling et al. (2013) und Kipp et al. (2017) (neben vielen an-
deren Publikationen). Grundsatzlich muss beachtet werden, dass es zum jetzigen Zeit-
punkt noch keine vollautomatisierten Methoden zur stereologischen Zdhlung von Zellen
gibt, die der manuellen Zahimethode tberlegen oder nicht unterlegen sind (Schmitz et
al., 2014). Deshalb sollte die Entscheidung dariiber, ob Zellen im jeweiligen Probenah-
megebiet gezahlt werden, trotz des zeitlichen Mehraufwands nach wie vor manuell ge-
fallt werden.

Dariber hinaus sollten fir die design-based stereologische Ermittlung von Gesamtzell-
zahlen im friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn die in den folgenden Abschnitten er-

l[auterten Kriterien berilicksichtigt werden.

5.3.1.1. Verwendung menschlicher Kleinhirne fiir die Untersuchung von norma-

ler und pathologischer menschlicher Kleinhirnentwicklung

Zwischen der Kleinhirnentwicklung von Menschen und Nagetieren bestehen einige
wichtige Unterschiede. So beginnt beispielsweise die Bildung der inneren Granularzell-
schicht beim Menschen pranatal (Rakic und Sidman, 1970; Sidman und Rakic, 1973),
wahrend sie bei Mdusen erst postnatal beginnt (Shimada et al., 1977; Huard et al., 1999).
Hinsichtlich der MikrogefalRe findet sich in der duBeren Granularzellschicht des Klein-
hirns von Ratten keine Aussprossung von Kapillaren bis zum postnatalen Tag 18 (Yu et
al., 1994). Dagegen konnte eine Aussprossung von MikrogefdRen beim Menschen im
vergleichbaren Entwicklungsstadium (ein Jahr postnatal) schon zwischen dem ersten
Tag und elf Lebensmonaten postnatal in allen Kleinhirnschichten beobachtet werden
(Miller-Starck et al., 2014). Daher lassen sich pathologische Verdanderungen der Klein-
hirnentwicklung bei Mausen und Ratten vermutlich nicht direkt mit Veranderungen der
Kleinhirnentwicklung beim Menschen gleichsetzen. Dies muss bei der Verwendung von
Tiermodellen fiir die Erforschung der normalen und pathologischen Kleinhirnentwick-
lung bedacht werden. Auch aus Ergebnissen von Untersuchungen bereits entwickelter,
erwachsener Kleinhirne am Tiermodell kdnnen nicht ohne Vorbehalt Rickschliisse auf

das erwachsene menschliche Kleinhirn gezogen werden. Bei prinzipiell ahnlicher
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Organisation der Kleinhirnrinde in Lobuli und Fissuren beim Menschen und anderen Sau-
getierarten (Larsell und Jansen, 1972) gibt es zwar (z. B. von Luo et al., 2017) Bemihun-
gen, Crus | und/oder Crus Il als spezieslibergreifende ,,homologe“ Kleinhirnareale zu de-
finieren; jedoch rdumten diese Autoren ein, dass zwischen diesen Arealen beim Men-
schen, nicht-hominiden Affen und Nagetieren deutliche morphologische Unterschiede
bestehen. Erschwerend findet sich in der Literatur keine einheitliche Nomenklatur von

Crus | und Crus Il bei den verschiedenen Spezies (Luo et al., 2017).

5.3.1.2. Verwendung der gesamten Kleinhirnrinde als ROI

Moglicherweise kénnen funktionell relevante Teilbereiche beim erwachsenen mensch-
lichen Kleinhirn zuverldssig abgegrenzt werden. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
scheint dies flr friih-postnatale (< ein Lebensjahr) menschliche Kleinhirne — mit Aus-
nahme des Flocculus und Crus | — nicht zu gelten. Folglich sollte die gesamte Kleinhirn-
rinde als region of interest (ROIl) definiert werden, um reproduzierbare Ergebnisse zu

gewadhrleisten.

5.3.1.3. Verwendung unterschiedlicher Zihlschemata fiir die stereologische Er-

mittlung von Purkinjezellen und Granularzellen

Im Alter von einem Jahr betragt das Verhaltnis von Granularzellen zu Purkinjezellen im
menschlichen Kleinhirn etwa 2700:1 (Kiessling et al., 2014). Daraus ergibt sich, dass fir
die Ermittlung der Gesamtzellzahlen zwei unterschiedliche Zahlschemata nétig sind: ei-
nes, um Purkinjezellen zu zahlen und ein davon abweichendes, um die in der humanen
Kleinhirnrinde viel haufiger vorkommenden Granularzellen zu zdhlen. Anhand Abbil-
dung 10 wird zudem der GroBenunterschied zwischen Purkinjezellen und Granularzellen
deutlich, welcher je nach Zelltyp die Verwendung unterschiedlicher Mikroskop-Objek-

tive nahelegt.

53



5.3.1.4. Verwendung dynamischer statt statischer Zédhlschemata fiir die stereo-
logische Ermittlung von Gesamtzahlen von Purkinjezellen und Granular-

zellen

Dies stellt den wichtigsten Unterschied bei der Bestimmung der Zdhlparameter fiir die
design-based Stereologie zwischen dem friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) und dem
erwachsenen menschlichen Kleinhirn dar. Im normalen menschlichen Kleinhirn bleibt
die Gesamtzahl von Purkinjezellen wahrend des ersten Lebensjahres stabil (Kiessling et
al., 2014). Trotzdem erfahrt die region of interest (ROIl; hier: gesamte Kleinhirnrinde ei-
ner Kleinhirnhalfte) wahrend dieser Zeit eine substanzielle GroRenzunahme, von ca. 5
cm? am ersten postnatalen Tag (Summe aus den Volumina von Molekularzellschicht,
Purkinjezellschicht und innerer Granularzellschicht) bis zu etwa 30 cm? nach elf Lebens-
monaten (Kiessling et al., 2014). Infolgedessen fallt die Purkinjezelldichte (Gesamtzahl
von Purkinjezellen geteilt durch das Volumen der gesamten Kleinhirnrinde) beim
menschlichen Kleinhirn am ersten postnatalen Tag ungefahr sechs Mal hoher aus als
nach einem Lebensjahr. Ein statisches Zdhlschema (z. B. ein Optical Fractionator Zahl-
schema (West et al., 1991, 1996; Schmitz und Hof, 2005) mit konstanter section samp-
ling fraction und konstanter area sampling fraction) wére nicht praktikabel, um unter
diesen Bedingungen die Gesamtzahl von Purkinjezellen zu bestimmen. Zudem steigt die
Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht pro Kleinhirnhalfte
von rund 5 x 10° am ersten postnatalen Tag auf ca. 40 x 10° im Alter von 11 Monaten an
(Kiessling et al., 2014). Wahrend dieser Zeitspanne vergroRert sich das Volumen der in-
neren Granularzellschicht je Kleinhirnhalfte von ungefahr 4 cm3 am ersten postnatalen
Tag auf etwa 15 cm3 im Alter von 11 Monaten (Kiessling et al., 2014). Als Folge daraus
unterliegen sowohl die Granularzelldichte als auch die Gesamtzahl von Granularzellen
in der inneren Granularzellschicht des menschlichen Kleinhirns wahrend des ersten Le-
bensjahres erheblichen Verdnderungen. Unter diesen Bedingungen ware ein statisches
Zahlschema fir die Bestimmung der Gesamtzahl von Granularzellen nicht dazu geeignet,
den sich mit zunehmendem Alter verandernden Verhaltnissen in der Kleinhirnrinde im
ersten postnatalen Lebensjahr gerecht zu werden. Tabelle 6 fasst Beispiele von empfeh-
lenswerten Zahlschemata fiir die Bestimmung der Gesamtzahlen von Purkinjezellen und

Granularzellen in der inneren Granularzellschicht mittels der Optical Fractionator-
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Methode fiir einige Falle, die in Tabelle 3 aufgefiihrt sind, zusammen (entnommen und
modifiziert aus Kiessling et al., 2014).

Diese exemplarischen Zdhlschemata wurden fiir 100 um dicke, parasagittale, mit Cre-
sylviolett gefarbte Kryostatschnitte des menschlichen Kleinhirns (wie in der vorliegen-
den Arbeit verwendet) entwickelt. Sie eignen sich als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung
sinnvoller dynamischer Zahlschemata in klinftigen design-based stereologischen Stu-

dien am friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn.
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Die in Tabelle 6 aufgefiihrten Parameter fir die Ermittlung der Gesamtzahl von Purkin-
jezellen und Granularzellen im friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn anhand der Op-

tical Fractionator Methode werden in Abbildung 11 erldutert.

Abbildung 11: Wichtige Schritte bei der Ermittlung des Volumens einer Gehirnregion
und der Gesamtzahl von innerhalb dieser Gehirnregion lokalisierten Neuronen mit de-
sign-based stereologischen Methoden. Die Abbildung wurde leicht modifiziert aus
Schmitz und Hof (2005) Gbernommen und demonstriert schematisch die Vorgehens-
weise flir Messungen innerhalb der Granularzellschicht des Kleinhirns einer Ratte. Aus-
wahl einer Systematic and Random Sampling (SRS)-Schnittserie durch die gesamte re-
gion of interest mit einem flr jedes Gehirn unterschiedlichen, zufillig gewahlten Start
(z. B. jeder 10. Schnitt: Schnitt-Nr. 7, 17, . . .) (A). Ermitteln der Projektionsflache (z. B.
Querschnittsflache) der Granularzellschicht des Kleinhirns durch zufélliges Positionieren
eines rechteckigen Gitters mit den Seitenlangen sla-x und sla-y an der Oberflache eines
Schnitts sowie durch Zihlen der Uberschneidungen des Gitters mit der Granularzell-
schicht (rote Pfeile) (B). Ermitteln der Gesamtzahl von Neuronen innerhalb der Granular-
zellschicht durch zufalliges Positionieren eines rechteckigen Gitters mit den Seitenlan-
gen sln-x und sln-y an der Oberflache eines Schnitts, Festlegen der Positionen der
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unbiased counting spaces (gelbe Quadrate in (C), griine Quadrate in (D)) mit der Grund-
flache a (sogenannter unbiased counting frame; gezeigt in (E)) und der Hohe h bei einer
Tiefe d innerhalb eines Schnitts mit der Dicke t (C-E). Neuronen werden gezahlt, sobald
sie innerhalb h in den Fokus treten und sich dabei entweder innerhalb des unbiased
counting frames (Neuron Nr. 2 in (E)) oder auf Hohe der Einschlusslinien (griine Linie
und Neuron Nr. 3 in (E)) befinden, nicht jedoch auf Hohe der Ausschlusslinien (rote Linie
und Neuron Nr. 1in (E)) des unbiased counting frames.

5.3.1.5. Uberlegungen zur stereologischen Ermittlung der Gesamtzahlen von an-

deren Zelltypen im friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn

Es konnte in zukinftigen Studien von Interesse sein, auch andere Zelltypen - wie etwa
die unipolaren Birstenzellen - im friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) menschlichen
Kleinhirn mit design-based stereologischen Methoden zu untersuchen. Unipolare Biirs-
tenzellen sind Interneurone, welche in der inneren Granularzellschicht des Kleinhirns
vorkommen sowie im Nucleus cochlearis posterior, der sich beidseits im dorsolateralen
Hirnstamm befindet (Mugnaini et al., 2011). Sie zeichnen sich durch ein schmales Soma
(Durchmesser 10-20 pm) aus und besitzen einen einzigen kurzen Dentritenschaft mit
blrstenartigen dendritischen Fortsatzen (Vig et al., 2005). Ihre glutamatergen Axone en-
den an Dendriten von Granular- und Golgizellen in den zerebellaren Glomeruli (Mug-
naini et al., 2011). Man vermutet, dass die unipolaren Biirstenzellen einzelne afferente
Signale von Moosfasern verstarken, welche die dariiber liegenden Purkinjezellen Gber
aufsteigende Axone von Granularzellen und deren Parallelfasern erreichen (Mugnaini et
al., 2011). Da die GroRRe dieser Zellen in der Kleinhirnrinde von Saugetieren eine Mittel-
stellung zwischen der GréRe von Granularzellen und Golgizellen einnimmt (Mugnaini
und Floris, 1994), konnen sie in Nissl-gefarbten Schnitten gut von Granularzellen unter-
schieden werden. In der Kleinhirnrinde der Maus existieren mindestens drei Unterfor-
men von unipolaren Biirstenzellen, welche entweder das Calcium-bindende Protein Cal-
retinin exprimieren, den metabotropen Glutamat-Rezeptor (mGIluR) 1a und die Phos-
pholipase C (PLC) B4 oder die PLC B4 ohne mGluR1a (Chung et al., 2009). Bis heute gibt
es nur wenige Studien, die sich mit unipolaren Birstenzellen im menschlichen Kleinhirn
befassen (Vig et al., 2005; Wegiel et al., 2013). Vig et al. (2005) beobachteten, dass Cal-
retinin-immunpositive unipolare Biirstenzellen beim Menschen bereits zum Zeitpunkt

der Geburt im Vermis vorhanden sind und deren Anzahl zumindest wahrend des ersten
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Lebensjahres ansteigt. Dies passt auch zu den Erkenntnissen von Kiessling et al. 2014),
dass etwa 85% der Granularzellen im menschlichen Kleinhirn postnatal entstehen. Fer-
ner postulierten Wegiel et al. (2013) eine mogliche Rolle von unipolaren Biirstenzellen
in der Neuropathologie des Autismus. Allerdings waren unipolare Birstenzellen weder
Gegenstand der vorliegenden Arbeit noch der Studien von Kiessling et al. (2013, 2014).
Demzufolge kénnen die Daten aus Tabelle 6 nicht fir die Entwicklung von Zahlschemata
zur Bestimmung der Gesamtzellzahl von unipolaren Birstenzellen im friih-postnatalen
menschlichen Kleinhirn mittels Optical Fractionator herangezogen werden. Auch Vig et
al. (2005) und Wegiel et al. (2013) fiihrten keine stereologischen Untersuchungen zur
Gesamtzahl oder Dichte von unipolaren Biirstenzellen durch. Folglich ist fiir die Unter-
suchung dieser Zellen im friith-postnatalen menschlichen Kleinhirn zunachst eine Pilot-
studie notig, um deren Zelldichte in der inneren Granularzellschicht zu erfassen (hier
sind die Daten von Vig et al. (2005) und Wegiel et al. (2013) nicht ausreichend). Anschlie-
Rend misste eine stereologische Pilotstudie durchgefiihrt werden, um deren altersab-
hangige Gesamtzahl zu bestimmen. Erst auf Grundlage dieser Informationen waren de-
taillierte stereologische Studien an unipolaren Birstenzellen und deren moglicher Rolle
in der Pathologie von neuropsychiatrischen und neurodegenerativen Erkrankungen re-

alisierbar.

5.4. Vergleich der Einteilung des friih-postnatalen Kleinhirns in Teilbereiche an-
hand der vorliegenden Arbeit mit der in der Literatur beschriebenen Eintei-

lung des erwachsenen Kleinhirns

Mutmallich bedingt durch die bessere Verfligbarkeit des Untersuchungsmaterials exis-
tieren weitaus mehr post mortem Untersuchungen am erwachsenen Kleinhirn des Men-
schen als am frih-postnatalen (< ein Lebensjahr) menschlichen Kleinhirn. Die im Rah-
men der vorliegenden Arbeit bereits diskutierten Studien von Andersen et al. (2003) und
Luo et al. (2017) beinhalten Abbildungen, die verschiedene makroskopisch sichtbare
Kleinhirn-Teilbereiche anhand farbiger Markierungen (Andersen et al., 2003) bzw. Be-
schriftungen (Luo et al., 2017) an der Oberflache erwachsener menschlicher Kleinhirne
zeigen. Dies entspricht methodisch weitgehend der in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen

makroskopischen Untersuchung der Kleinhirnoberflache (Untersuchungsteil A). Im
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Gegensatz zum friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn scheint die Identifikation von
Kleinhirnfissuren und Teilbereichen gemaR Andersen et al. (2003) und Luo et al. (2017)
beim erwachsenen menschlichen Kleinhirn moglich, wobei anzumerken ist, dass keine
dieser beiden Gruppen beschrieben hat, nach welchen Kriterien und mit welcher Sicher-
heit die jeweiligen Teilbereiche voneinander abgegrenzt wurden. Ferner wurde von Luo
et al. (2017) berichtet, dass Crus Il beim Menschen aufgrund der prominenten Fissura
horizontalis zweifelsfrei identifizierbar ist. Unerwahnt bleibt dabei die kaudale Begren-
zung von Crus I, gebildet durch die Fissura ansoparamediana, welche bereits von
Schmahmann et al. (1999) anhand MRT-Bildern von Kleinhirnen erwachsener Proban-
den als schwer erkennbar eingestuft worden war. Ebenso ist bemerkenswert, dass im
Rahmen von kombiniert makroskopisch-mikroskopischen Untersuchungen am erwach-
senen Kleinhirn zusatzlich zu Regionen, die die Kleinhirnhemispharen betreffen, auch
der Vermis makroskopisch an der Kleinhirnoberflache abgegrenzt und separat unter-
sucht wurde (Andersen et al., 2012), jedoch wurden dabei keine Kriterien zur ldentifika-

tion des Vermis genannt.

5.5.  Ausblick/aktueller Stand weiterer Untersuchungsmethoden des menschli-

chen Kleinhirns

5.5.1. Alternative Untersuchungsverfahren des menschlichen Kleinhirns

Wie einleitend erwahnt, ist eine detaillierte morphologische Untersuchung des mensch-
lichen Kleinhirns mit verschiedenen Methoden méglich, die — auch unter Berticksichti-
gung der jeweiligen Fragestellung — verschiedene Vor- und Nachteile bieten.

Die vorliegende Arbeit entstand mit Hilfe von post mortem Material und erlaubt daher
keine Untersuchung von z.B. Einflissen durch Medikamente im vorher-nachher-Ver-
gleich. Mit anderen Untersuchungsmethoden hingegen, wie nachfolgend am Beispiel
von MRT aufgefiihrt, konnen Befunde am lebenden Menschen erhoben und somit auch
Verlaufskontrollen durchgefiihrt werden. Anhand zweier exemplarischer Studien von
D’Ambrosio et al. (2017) und Boillat et al. (2018) werden die Moéglichkeiten und Grenzen
bei strukturellen Kleinhirnuntersuchungen mittels MRT deutlich: Es stehen mittlerweile
7-Tesla-Ultrahochfeldtechnologien zur Verfligung, die es ermoglichen, Kleinhirn-MRT-

Scans mit einer Auflésung von bis zu 0,75 x 0,75 x 0,9 mm? Voxel zu generieren (Boillat
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et al., 2018). Diesen Autoren gelang es dank dieses hohen Auflésungsvermégens bei-
spielsweise, innerhalb der Kleinhirnrinde drei verschiedene Zelltiefen (innere, mittlere
und dullere Zelltiefe) im Sinne einer Anndherung an die beim Erwachsenen vorhande-
nen Kortexschichten — der inneren Granularzellschicht, der Purkinjezellschicht und der
Molekularzellschicht — darzustellen. Laut Boillat et al. (2018) handelt es sich bei den in
Abbildung 12 farbig markierten Bereichen hauptsachlich, aber nicht ausschlieRlich um
die dort zu erwartenden Gewebstypen. Somit sind zwar die ersten vorbereitenden
Schritte in Richtung einer scharfen Abgrenzung der einzelnen Zellschichten getan, aber
kleinste Verzweigungen des , Arbor vitae” wiirden erst durch eine noch hohere Aufl6-
sung von < 0,1 mm?3 sichtbar, wie die Autoren einrdumten. Hinzu kommt, dass be-
stimmte Bereiche der Kleinhirnrinde je nach MRT-Erkennungsalgorithmus in ihrer Gro3e
unterschatzt werden (Abbildung 12). Dies hatte falsch niedrige Ergebnisse bei anhand

dieser Methode durchgefiihrten quantitativen Kleinhirnstudien zur Folge.
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Abbildung 12: MRT-basierte Abgrenzung verschiedener Zelltiefen im erwachsenen
menschlichen Kleinhirn (Ausschnitt aus Abbildung 2B in Boillat et al., 2018). Die Abbil-
dung zeigt T1-gewichtete sagittale MRT-Schnittbilder des Kleinhirns eines erwachse-
nen Probanden. Bildteil (A) zeigt einen medialen Schnitt durch das Kleinhirn und den
Hirnstamm, Bildteil (B) eine Schnittebene lateral davon auf Hohe des Nucleus denta-
tus. Die Resultate der Aufteilung tiberlagern die T1-Karte in Form einer inneren (griin),
mittleren (blau) und duReren (rot) kortikalen Tiefe, welche ndherungsweise die innere
Granularzellschicht (griin), der Purkinjezellschicht (blau) und der Molekularzellschicht
(rot) entspricht. Der gelbe Pfeil in (A) weist auf einen in seiner GréBe unterschatzten
Teil der Kleinhirnrinde auf Hohe des Vermis im Lobus anterior. Die duReren Rindenan-
teile wurden hier falschlicherweise nicht als solche erkannt und daher nicht farbig mar-
kiert. Der violette Pfeil in (B) zeigt auf eine dhnliche Region im basalen Bereich des Lo-
bus posterior.
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Auch wenn die Neuroradiologie kontinuierlich technische Fortschritte vorzuweisen hat,
ist es bislang noch nicht moglich, allein mit bildgebenden Verfahren prazise quantitative
Kleinhirnstudien durchzufihren; geschweige denn, die verschiedenen Zellschichten der
Kleinhirnrinde zuverldssig voneinander abzugrenzen oder gar Gesamtzahlen von ver-
schiedenen Zellarten zu bestimmen. Daher bleiben histologische post mortem Studien
und insbesondere die design-based Stereologie auch weiterhin der Goldstandard fir
zell- und volumenbezogene quantitative Untersuchungen des menschlichen Kleinhirns.
Es sei auch erwahnt, dass Boillat et al. (2018) die Kleinhirnoberflache in sieben dhnlich
grolRe parasagittale Bereiche aufteilten, ohne dabei funktionelle und/oder morphologi-
sche Gesichtspunkte zu bericksichtigen. D’Ambrosio et al. (2017) wiederum teilten die
verschiedenen Lobuli der Kleinhirnrinde mit der Spacially Unbiased Infratentorial Tool-
box (SUIT) der Statistical Parametric Mapping Software ein (verfligbar unter
http://www.diedrichsenlab.org/imaging/suit_download.htm). Diese Software wurde
aus MRT-Daten von 20 gesunden erwachsenen Probanden generiert und enthalt zwei
Komponenten: einerseits einen hochauflésenden Kleinhirn-Atlas sowie andererseits ei-
nen Atlas der Kleinhirnlobuli basierend auf den in Tabelle 4 beschriebenen Kriterien
nach Schmahmann et al. (1999). Aber auch D’Ambrosio et al. (2017) raumten, z.B. bei
der Bestimmung des Volumens der einzelnen Lobuli, aufgrund der komplexen Kleinhirn-
morphologie Schwierigkeiten bei der Einteilung in Unterbereiche ein.

Ob und inwiefern eine Software-gesteuerte Einteilung, wie in der Studie von D’Ambrosio
et al. (2017) beschrieben, auch am friih-postnatalen (< ein Lebensjahr) Kleinhirn an-
wendbar ist, misste in weiteren Studien untersucht werden. Als weiterer Schritt muss-
ten die Ergebnisse anschlieffend mit den histologischen Einteilungen des Kleinhirns kor-
reliert werden.

Dariber hinaus gibt es Diskrepanzen hinsichtlich volumetrischer Messungen am Klein-
hirn zwischen der Studie von D’Ambrosio et al. (2017) und anderen, methodisch dhnlich
aufgebauten Studien (z. B. Anderson et al., 2009; Deppe et al., 2016), da jeweils unter-
schiedliche Kriterien zur Einteilung sowie verschiedene Parameter fiir die statistische
Analyse herangezogen wurden. Daher kénnen die Aussagen dieser Studien nicht direkt

miteinander korreliert werden.
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5.5.2. Alternative Leitstrukturen zur Einteilung des Sdugetier-Kleinhirns

Im Rahmen histologischer Untersuchungen des menschlichen Kleinhirns sind auch alter-
native Strukturen als Mdglichkeit zur Einteilung des Kleinhirns in Teilbereiche vorstell-
bar. Denn neben den rein anatomischen Kriterien wie Fissuren, Lobi und Lobuli des
Kleinhirns existieren noch weitere, durch immunhistochemische Farbung sichtbar wer-
dende Strukturen entlang der Kleinhirnrinde.

Es wurden zahlreiche Proteine nachgewiesen, die im Kleinhirn von Saugetieren und V6-
geln artspezifisch in unterschiedlichem Ausmal3, jedoch stets musterférmig nachweisbar
sind (Apps et al., 2018) (Abbildung 13). Dabei handelt es sich um anndhernd parasagittal
verlaufende Purkinjezell-Zonen, die von aufien nicht sichtbar sind (ten Donkelaar et al.,
2003). Sie unterscheiden sich anhand von alternierender Gen- und Proteinexpression

der Purkinjezellen (Cerminara et al., 2015).

1# Zebrin I

4 * PLCB4

1* PLCP3 * mGluR1p

(e EAAT4 * MAP1A

1 » GABABR2 1 * Neuroplastin

1* NCS1 | * Neurogranin

Abbildung 13: Zebrinstreifen im Mausekleinhirn (Abbildung 3 in Cerminara et al.,
2015). Die Abbildung zeigt eine Schemazeichnung eines als Ganzpraparat immunhisto-
chemisch gefarbten Kleinhirns einer Maus. Dargestellt ist die in Streifen angeordnete
Expression verschiedener molekularer Marker in der Kleinhirnrinde. Zusammen mit
den Zebrin ll-positiven Purkinjezellen finden sich in den gleichen Bereichen auch
PLCR3: Phospholipase CR3; mGIuR1R; EAAT4: exzitatorischer Aminosauretransporter 4;
GABABR2: GABA B-Rezeptor Subtyp 2 und NCS1: neuronaler Calcium-Sensor 1
(orange). In den Bereichen, die keine Zebrin Il-positiven Purkinjezellen enthalten, sind
die Marker PLCR4: Phospholipase CR3: mGIuR1R: metabotroper Glutamat-Rezeptor 1R;

MAP1A: mikrotubulus-assoziiertes Protein 1A; Neuroplastin und Neurogranin vorzufin-
den (blau).

Ein Beispiel dafiir sind die sogenannten ,zerebelldren Module”. Dabei handelt es sich

um molekulare Marker wie Zebrin Il, dessen Expression sich in der Kleinhirnrinde
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immunhistochemisch angefarbt als gestreifte Zonen darstellt (Apps et al., 2018). Diese
Zebrin IlI-positiven Zonen scheinen in nachvollziehbarer, regelhafter Lagebeziehung zu
den axonalen Projektionsmustern und den Lobuli des Kleinhirns zu stehen (Luo et al.,
2017). Buono et al. (2001) konnten die Expression von Zebrin auch im erwachsenen
menschlichen Kleinhirn nachweisen, sodass vermutet wird, dass auch im menschlichen
Kleinhirn eine Organisation in solche Module vorliegen kdonnte (Ashida et al., 2018).
Moglicherweise stellen zerebelldre Module —allen voran anhand der Expressionsmuster
von Proteinen wie dem bisher im Tierversuch am besten untersuchten Zebrin (Luo et al.,
2017) - kiinftig eine sinnvolle Alternative zur Einteilung des menschlichen Kleinhirns in
Teilbereiche dar.

Da die Zebrin ll-positiven Streifen bei Tieren an manchen Stellen unmittelbar ineinander
Ubergehen (Apps et al., 2018), ist es bislang nicht moglich, einzelne Streifen ausschliel-
lich durch immunhistochemische Farbung liickenlos und reproduzierbar voneinander
abzugrenzen.

Sollten Zebrin lI-positive Zonen auch im menschlichen Kleinhirn existieren, stellt sich die
Frage, ob diese Zebrin llI-positiven Zonen dann dhnlich unklar abgrenzbar wie in den
Kleinhirnen von Maus und Ratte angeordnet sind, oder ob sich dazu abweichend fiir den
Menschen klar definierte Zebrin ll-positive Zonen ergeben. Als nachster Schritt muisste
dann gepriift werden, ob diese aufgrund ihrer rdumlichen Verteilung eine reproduzier-
bare Einteilung in Teilbereiche ermdglichen wirden (Boillat et al., 2018). Erst dann
konnte die Praktikabilitat der hier beschriebenen molekularen Einteilung des Kleinhirns
mit derjenigen der bereits vorhandenen histologischen Einteilungsmethoden des
menschlichen Kleinhirns verglichen werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es fiir aktuelle wissenschaftliche Fragestel-
lungen grundlegend ist, dass eine valide und reproduzierbare Einteilung des friih-post-
natalen (< ein Lebensjahr) menschlichen Kleinhirns zur Verfligung steht. Dies kann an-
hand der einleitend skizzierten Debatte um eine mogliche Beteiligung des Kleinhirns an
der Pathogenese des SIDS demonstriert werden: Lavezzi et al. (2018) wiesen anhand
ihrer Untersuchung von Kleinhirnen von SIDS-Patienten und Kontrollen nach, dass BDNF
(ein Wachstumsfaktor, der an der Kleinhirnentwicklung beteiligt ist) bei fast allen SIDS-
Fallen in der inneren Granularzellschicht vermindert exprimiert wurde. Dieser Defekt

wurde in den posterioren Anteilen der Kleinhirnrinde beobachtet. Diese Rindenanteile
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sind jedoch funktionell wie morphologisch zu komplex, um aus den sie betreffenden Pa-
thologien einen unmittelbaren Zusammenhang zu den Kleinhirnfunktionen herzustel-
len, die bei SIDS laut manchen Autoren beeintrachtigt sein kdnnten, etwa der Regulation
des Atemantriebs (Guilleminault et al., 1975; Sparks und Hunsaker, 2002). Auch hier
konnte eine differenziertere Einteilung der Kleinhirnrinde, wie sie in der vorliegenden
Arbeit vorgeschlagen wird, den Weg zu statistisch reproduzierbaren Studienergebnissen

ebnen.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beruht auf der Hypothese, dass das friih-postnatale (< ein Le-
bensjahr) menschliche Kleinhirn wie das Kleinhirn von Erwachsenen anhand makrosko-
pisch und/ oder mikroskopisch identifizierbarer Landmarken — den Kleinhirnfissuren —
zuverlassig in verschiedene Teilbereiche eingeteilt werden kann. Die Notwendigkeit zur
Uberpriifung dieser Hypothese ergab sich aus dem Bestreben, den Wissensstand zur
postnatalen Entwicklung des menschlichen Kleinhirns und damit assoziierten Patholo-
gien zu erweitern, sowie speziell aus quantitativ-histologischen (stereologischen) Frage-
stellungen. Konkret wurde in der Literatur mittels design-based stereologischer Unter-
suchungen gezeigt, dass das friih-postnatale menschliche Kleinhirn eine hohe Plastizitat
aufweist. Dadurch ist es wahrend des ersten Lebensjahres womdglich besonders vul-
nerabel gegeniliber externen und internen Einfliissen. Bisher liegen allerdings noch keine
Studien zum friih-postnatalen menschlichen Kleinhirn vor, die sich mit funktionell rele-
vanten Kleinhirn-Teilbereichen befassten, so wie dies in manchen design-based stereo-
logischen Studien zum erwachsenen Kleinhirn bereits der Fall war. Ziel der vorliegenden
experimentellen Arbeit war es daher, zu prifen, ob funktionell relevante Unterbereiche
des frih-postnatalen menschlichen Kleinhirns anhand der Fissura prima, Fissura supe-
rior posterior, Fissura ansoparamediana und Fissura posterolateralis zuverldssig abge-
grenzt werden kénnen.

Dazu wurden folgende post mortem Untersuchungen an 20 Kleinhirnhalften von Kindern
im Alter zwischen einem Tag und 11 Lebensmonaten durchgefiihrt: 6 der 20 Kleinhirn-
halften wurden zunachst makroskopisch in Bezug auf die oben aufgefiihrten Fissuren
untersucht, und die vermutete Position der jeweiligen Fissur mit Acrylfarbe gekenn-
zeichnet. Nach der anschlieBenden histologischen Verarbeitung dieser Kleinhirnhalften
erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der zuvor markierten Fissuren erst anhand nati-
ver Schnitte, dann anhand mit Cresylviolett gefarbter Schnitte. Weitere 14 Kleinhirnhalf-
ten wurden rein mikroskopisch (d.h. ohne vorherige makroskopische Untersuchung) un-
tersucht.

Beide Versuchsansitze fiihrten — mit leichter Uberlegenheit der Kombination aus mak-
roskopischer und mikroskopischer Untersuchung — zu dhnlichen Ergebnissen: In 19 Fal-
len gelang es, die Fissura superior posterior und Fissura horizontalis zuverlassig zu
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identifizieren, in 17 Fallen konnte die Fissura posterolateralis eindeutig identifiziert wer-
den. Dagegen konnten die Fissura prima und Fissura ansoparamediana nicht zuverlassig
und reproduzierbar identifiziert werden. Auch anhand der in neuroanatomischen Atlan-
ten beschriebenen Einteilung des Kleinhirns in 10 Lobuli und 11 Fissuren konnte die Lage
der Fissura prima und Fissura ansoparamediana durch Zahlen von Fissuren anhand dafir
geeigneter histologischer Schnitte aufgrund einer variablen Anzahl an Lobuli und Fissu-
ren nicht zuverladssig ermittelt werden.

Auf Grundlage der vorliegenden Arbeit ist es also moglich, am friih-postnatalen mensch-
lichen Kleinhirn separate Untersuchungen der Regionen Crus | (anatomisch von der Fis-
sura superior posterior und der Fissura horizontalis begrenzt; funktionell fiir Sprache
und Emotionsverarbeitung relevant), sowie dem Flocculus (anatomisch begrenzt von
der Fissura posterolateralis; funktionell an der Koordination von Augenbewegungen be-
teiligt) durchzufiihren. Die zur Identifikation letztgenannter Fissuren vorgeschlagenen
Kriterien bedlirfen jedoch noch weiterer Erprobung, sodass zusammenfassend empfoh-
len wird, flir design-based stereologische Messungen die gesamte Kleinhirnrinde als re-
gion of interest zu definieren, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleis-
ten.

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgezeigt, dass das friih-postnatale menschliche
Kleinhirn anhand seiner Fissuren nur zum Teil zuverlassig in verschiedene Teilbereiche
einteilbar ist. Flr die durch makro- und mikroskopische Untersuchung sicher identifizier-
baren Fissuren, namentlich die Fissura superior posterior, Fissura horizontalis sowie die
Fissura posterolateralis, finden sich in der vorliegenden Arbeit entsprechende eindeu-

tige Kriterien.
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