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1 Einleitung

Der plétzliche Kindstod (,sudden infant death syndrome®; im folgenden Text wird durchweg
die Abkurzung ,SIDS* verwendet) ist eine Erkrankung des ersten Lebensjahres (siehe z.B.
Berry, 1992; Biondo et al., 2003; Berul und Perry, 2007; Kinney et al.,, 2009). SIDS ist
dadurch gekennzeichnet, dass die betroffenen Kinder plétzlich ohne vorherige Anzeichen flr
das Ereignis tot im Bett liegen (siehe z.B. Beckwith, 1970; Bajanowski und Poets, 2004;
Byard und Krous, 2004) - meist nach einer Schlafphase (siehe z.B. Ansari et al.,, 2002;
Bajanowski und Poets, 2004; Byard und Krous, 2004; Kinney et al., 2009). Obwohl die
Zahlen der an SIDS verstorbenen Kinder in Deutschland seit einigen Jahren ricklaufig sind
(wie in Tabelle 1.1 gezeigt), ist SIDS in den Industrienationen auch weiterhin eine der
haufigsten Ursachen fur Kindstod im ersten Lebensjahr (siehe z.B. Ansari et al., 2002; Hunt
und Hauck, 2006).

Tabelle 1.1: Fallzahlen fir plétzlichen Kindstod (,,sudden infant death syndrome®; SIDS) in
Deutschland von 2004 und 2010 (Quelle: Statistisches Bundesamt, 2006; 2012).

Jahr Lebend- Ealle gesamt Risiko / 1000 Félle Félle
geburten g Lebendgeburten| mannlich weiblich

2004 705.622 323 0,46 200 123

2010 677.947 164 0,24 103 61

Weder die Untersuchung der Orte des Versterbens noch eingehende postmortale
Untersuchungen konnten Aufschluss Uber die jeweilige Ursache des plétzlichen Versterbens
der Kinder geben (siehe z.B. Beckwith, 1970; Berry, 1992; Biondo et al., 2003; Bajanowski
und Poets, 2004; Byard und Krous, 2004; Hunt und Hauck, 2006; Berul und Perry, 2007).
Dementsprechend handelt sich bei SIDS um eine Ausschlussdiagnose (siehe z.B. Berry,
1992; Bajanowski und Poets, 2004; Opdal und Rognum, 2004; Siren und Siren, 2011).

Dass die Diagnose ,SIDS“ eine postmortale Ausschlussdiagnose ist, hat mehrere
wichtige Konsequenzen:

e Bis heute stehen keine allgemein akzeptierten Tiermodelle zur Ursachenforschung zur
Verfigung (eine Suche in PubMed mit ,SIDS animal model® erbringt gegenwartig zwar
136 Treffer — die Relevanz dieser Tiermodelle wird jedoch sehr kritisch diskutiert; siehe
z.B. Blood-Siegfried und Shelton, 2004).

e Bis heute konnten keine kausalen praventiven Mafl3nahmen fir SIDS etabliert werden
(eine Suche in PubMed mit ,SIDS prevention® ergibt derzeit 1933 Treffer — darunter 127
Publikationen, die auf das 1992 eingefihrte ,Back to Sleep“ Programm des ,U.S.

National Institute of Child Health & Human Development* verweisen [siehe z.B. Havens



und Zink, 1994; Willinger et al., 1994; Miller et al., 2011]. Durch das fehlende Wissen um

die kausalen Ursachen von SIDS miussen diese praventiven MaRnahmen aber letztlich

als empirisch [,trial and error‘] angesehen werden, und es bleibt unklar, ob die bisher

diskutierten und angewendeten praventiven Mallnahmen tatsachlich optimal sind.)
Daher wurden in den letzten Jahren sehr viele Bemihungen unternommen, der Ursache von
SIDS auf den Grund zu gehen. Es wurden u.a. verschiedenste Organsysteme auf
Auffalligkeiten untersucht: (i) das Herz-Kreislauf-System (siehe z.B. Anderson et al., 1974;
Maron et al.,, 1976; Kelly et al., 1977; Perticone et al., 1991; Schwartz et al., 1998;
Guntheroth und Spiers, 1999; Matturri et al., 2000; Skinner, 2005; Wedekind et al., 2006;
Berul und Perry, 2007; Witcombe et al., 2012); (i) das Atemsystem einschlieBlich
verschiedener, an seiner neuronalen Kontrolle beteiligten Strukturen (siehe z.B.
Guilleminault et al., 1975; Harper et al., 1982; Konrat et al., 1992; Paterson et al., 2009); (iii)
das Zwerchfell (siehe z.B. Lamont et al., 1995a; Weis et al., 1998; Siren und Siren, 2011)
und die glatte Muskulatur in den unteren Atemwegen (siehe z.B. Elliot et al., 1999); (iv) die
Lunge selber (siehe z.B. Becker und Takashima, 1985; Ogbuihi und Zink, 1987; Entrup und
Brinkmann, 1990; Haque et al., 1991), einschliel3lich moglicher Veranderungen im Surfactant
(siehe z.B. Gibson und McMurchie, 1988; Berry, 1992; Hills et al., 1995); (v) die Schilddrise
(Risse und Weiler, 1984); (vi) die Bauchspeicheldruse (siehe z.B. Hisaoka et al., 1992); und
(vii) die Nebenniere (Naeye, 1976; Pérez-Platz et al., 1994) — allesamt ohne einheitliche und
eindeutige Befunde (d.h. ohne das Finden der sogenannten ,smoking gun®). Auch andere
mdogliche Ursachen fiir SIDS wurden in Betracht gezogen, so z.B. (viii) eine Beteiligung von
Zytokinen (siehe z.B. Howat et al., 1997; Ferrante et al., 2010a; Vennemann et al., 2012)
oder (ix) Stress (Tester et al.,, 2007); (X) Magnesiummangel (Caddell, 2001); (xi)
Abweichungen in der Erythropoese (Naeye et al., 1976); (xii) genetische Faktoren (siehe z.B.
Opdal und Rognum, 2004; Kinney et al., 2009; van Norstrand und Ackerman, 2010); oder
(xiii) das Vorkommen leptomeningealer Neurone (Rickert et al., 2009).

Die Hypothese mdglicher Beeintrachtigungen der neuronalen Kontrolle von Kreislauf-
und Atemsystem bei SIDS (siehe z.B. Kinney und Filiano, 1988; Konrat et al., 1992;
Paterson et al., 2009) fihrte dann zu einer eingehenden Untersuchung verschiedener Anteile
des Gehirns (siehe z.B. Wunscher et al., 1971; Takashima et al., 1978; Ansari et al., 2002;
Kinney et al., 2009), insbesondere des Hirnstamms (siehe z.B. Baba et al., 1983; Becker und
Takashima, 1985; Pamphlett und Treloar, 1996; Ansari et al., 2002; Kinney et al., 2009;
Lavezzi et al., 2009; Kadhim et al., 2010) als zentrale Steuereinheit lebenswichtiger
Funktionen (siehe z.B. Matturri et al., 2008; Kadhim et al., 2010), Teile des Hypothalamus
(Filiano und Kinney, 1992; Biondo et al., 2003), und diverser Hirnnervenkerne (Konrat et al.,
1992; O'Kusky und Norman, 1992; Lamont et al., 1995b; Loeliger et al., 2000).



Zusammenfassend erbrachten diese Untersuchungen durchaus einzelne Hinweise auf
Veranderungen in den untersuchten Anteilen des Gehirns bei SIDS - aber keine
einheitlichen Befunde und somit keine ,smoking gun®.

SchlieBlich kam die Hypothese auf, dass dem - an der respiratorischen und
kardiovaskularen Kontrolle beteiligten - Kleinhirn (siehe z.B. Cruz-Sanchez et al., 1997;
Harper et al., 2000) eine wichtige Rolle in der Pathogenese von SIDS zukommen kdnnte, da
die betroffenen Kinder mdglicherweise plotzlich aufhéren zu atmen (Guilleminault et al.,
1975) bzw. unter anhaltenden Atemaussetzern leiden (Steinschneider, 1972). Dabei wurde
speziell den Purkinjezellen - den einzigen Efferenzen der Kleinhirnrinde (Squire et al., 2008)
- in den letzten Jahren besondere Aufmerksamkeit zuteil.

Insbesondere sind in diesem Zusammenhang die folgenden flinf Studien zu erwéhnen:

e Oehmichen et al. (1989) untersuchten die Kleinhirne von n=12 an SIDS verstorbenen
Kindern (im folgenden Text ,SIDS-Falle® genannt) sowie n=12 nicht an SIDS
verstorbenen, alters- und geschlechtsgematchten Kindern (im folgenden Text
.Kontrollen® genannt) auf moglicherweise hypoxiebedingte  morphologische
Veranderungen der Kleinhirnrinde, genauer gesagt auf Veranderungen der Zelldichte der
Purkinjezellen. Die Autoren fanden jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den SIDS-Fallen und den Kontrollen.

e Riedel et al. (1989) untersuchten bei n=30 SIDS-Fallen und n=7 (groRtenteils nicht
gematchten) Kontrollen die Anzahl von Zellen in der &uferen und inneren
Granularzellschicht, der Purkinjezellschicht und der Molekularschicht des Kleinhirns.
AuBerdem wurden Volumenverénderungen in den genannten Schichten erfasst, wie
auch vom gesamten Kleinhirnkortex und dem gesamten Kleinhirn. Die Autoren fanden
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den SIDS-Fallen und den
Kontrollen.

e Cruz-Sanchez et al. (1997) fanden bei der Untersuchung von n=19 SIDS-Fallen und
n=12 (im Alter ahnlichen) Kontrollen fur die &uf3ere Granularzellschicht im Kleinhirn eine
erhdhte Zelldichte bei den SIDS-Féllen gegeniber den Kontrollen, woraus sie auf eine
Entwicklungsverzogerung im  Kleinhirn  schlossen, entweder aufgrund einer
Reifeverzogerung oder auch einer verzogerten Wanderung der Granularzell-Vorlaufer
von der aufleren in die innere Granularzellschicht. Die Daten von Cruz-Sanchez et al.
(1997) konnten allerdings auch auf eine vermehrte Anlage von Zellen in der &uf3eren
Granularzellschicht bei den SIDS-Fallen gegentiber den Kontrollen hindeuten.

e Lavezzi et al. (2006) und Lavezzi et al. (2007) untersuchten die Kleinhirne von SIDS-
Fallen und Kontrollen mit immunhistochemischen Methoden. Wahrend Lavezzi et al.

(2006) die Kleinhirne von n=20 SIDS-Fallen und n=18 Kontrollen analysierten,



untersuchten Lavezzi et al. (2007) die Kleinhirne von n=20 SIDS-Fallen und n=11 (nicht
gematchten) Kontrollen. Aus der Beschreibung der Studie von Lavezzi et al. (2006) ist
nicht ersichtlich, ob die Kontrollen zu den SIDS-Fallen gematcht waren oder nicht.
Individuelle Alters- und Geschlechtsangaben fehlen in der Arbeit von Lavezzi et al.
(2006) vdllig. In beiden Untersuchungen fanden die Autoren diverse Veranderungen im
Kleinhirnkortex bei SIDS. Allerdings waren die Ergebnisse nicht einheitlich. Im speziellen
Fall eines zum Todeszeitpunkt einen Monat alten Kindes berichteten die Autoren in
beiden Untersuchungen vom programmierten Zelltod (d.h. der Apoptose) fast aller Zellen
in der inneren Granularzellschicht und im Fall eines sieben Monate alten Kindes sogar
den (angeblichen) immunhistochemischen Nachweis der Apoptose aller Purkinjezellen im

Kleinhirn.

Zu diesen Studien ist aber folgendes anzumerken:

Die Befunde von Lavezzi et al. (2006) und Lavezzi et al. (2007) sind zu uneinheitlich, um
daraus dem Kleinhirn eine signifikante Rolle in der Pathogenese von SIDS
zuzuschreiben. Darlber hinaus fehlten beiden Untersuchungen die Analyse einer
gematchten Kontrollgruppe. Auferdem ist die von Lavezzi et al. (2006, 2007) zur
Detektion von Apoptose verwendete TUNEL-Methode keineswegs spezifisch fur den
Nachweis von Apoptose, sondern kann auch bei DNA-Reparaturprozessen in Zellen
positiv ausfallen (siehe z.B. Kanoh et al., 1999). SchlieB3lich stehen die Daten von
Lavezzi et al. (2006) und Lavezzi et al. (2007) im Widerspruch zu einer Hypothese von
Becker (1990), der einen Zusammenhang zwischen einer verzoégerten Entwicklung
neuronaler Anteile des Kleinhirns und der Entstehung von SIDS diskutierte.

Die Untersuchungen von Oehmichen et al. (1989) wurden an Fotografien von 3 um
dicken Kleinhirnschnitten durchgeftiihrt und bezogen sich auf die Dichte von
Purkinjezellen im Kleinhirn, nicht jedoch auf Gesamtzahlen dieser Zellen. Nach heutigem
Malstab missen die von Oehmichen et al. (1989) verwendeten Methoden jedoch als
veraltet angesehen werden, und zwar in mehrfacher Hinsicht: (i) Veranderungen von
Zelldichten konnen Veranderungen der Gesamtzahlen der entsprechenden Zellen
aufzeigen (bzw. das Fehlen von Verédnderungen von Zelldichten kann durchaus das
Fehlen von Veranderungen der Gesamtzahlen der entsprechenden Zellen indizieren) —
aber dem muss nicht so sein (ausfuihrlich diskutiert in Schmitz et al., 2005). (ii) Die
Analyse 3 pym dicker Gehirnschnitte erlaubt keine ,unbiased® Untersuchungen in Bezug
auf Gesamtzahlen von Zellen mit modernen, design-based stereologischen Methoden
(siehe z.B. Glaser et al.,, 2006; der Begriff ,unbiased” bedeutet, dass die Ergebnisse
keinem systematischen Fehler unterliegen; eine ausfuhrliche Erlauterung erfolgt in

Kapitel ,Material und Methoden“ unten im Text der vorliegenden Arbeit). (iii) Die



Auswertung von Fotografien — und damit von zweidimensionalen Strukturen oder nur
dunnen Schnitten — erweisen sich in der Ermittlung von absoluten Zellzahlen als
ungenigend (zur theoretischen und experimentellen Evidenz flr diese Feststellung siehe
z.B. Coggeshall und Lekan, 1996; Schmitz und Hof, 2005; Ishiyama et al., 2011). (iv)
SchlieBlich mussen isolierte Untersuchungen nur der Purkinjezellen wahrend der
Entwicklung des Kleinhirns als unvollstandig angesehen werden. Vielmehr gibt erst die
gemeinsame Untersuchung der Gesamtzahlen von Purkinjezellen und Granularzellen im
Kleinhirn Aufschlisse Uber mdogliche Entwicklungsstérungen des Kleinhirns, basierend
auf der sogenannten ,numerical matching hypothesis® (ausflihrlich diskutiert in [z.B.] Katz
und Grenander, 1982; Wetts und Herrup, 1983; Herrup und Sunter, 1987). Die ,numerical
matching hypothesis* beruht auf der Hypothese, dass in der Entwicklung des Kleinhirns
das Uberleben der Granularzellen vom Vorhandensein intakter Purkinjezellen abhangt
(siehe z.B. Herrup et al., 1996). Die Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle stellt
sich demnach in einem festen Verhaltnis ein; Gberzahlig gebildete Granularzellen sterben
physiologischerweise ab (Herrup und Sunter, 1987; Vogel und Herrup, 1989; Herrup et
al., 1996). Stehen den Granularzellen wahrend der Synaptogenese keine oder zu wenig
intakte Purkinjezellen als Ziel zu Verfigung, sterben die Granularzellen dagegen
pathologischerweise ab (die ,numerical matching hypothesis® wird in Kapitel
,Diskussion“ unten wieder aufgegriffen). Da Oehmichen et al. (1989) lediglich die
Purkinjezellen untersucht haben, nicht jedoch gleichzeitig die Granularzellen, miissen
ihre  Ergebnisse als nicht aussagekréftig zur Untersuchung  mdglicher
Entwicklungsstdrungen des Kleinhirns bei SIDS gewertet werden.

Die Untersuchungen von Riedel et al. (1989) fanden lberwiegend an SIDS-Fallen ohne
gematchte Kontrollen statt. Die Aussagekraft einer so durchgefiihrten Untersuchung
entspricht nicht den Regeln einer wissenschaftlich fundiert angelegten Studie. Au3erdem
beruhen die Untersuchungen von Riedel et al. (1989) auf einer Probengrundlage von
Gewebeblodcken, die jeweils ausschliel3lich aus einem kleinen Anteil des Kleinhirns, dem
Culmen, entnommen wurden. Die Repréasentanz der Auswahl der Anzahl der Proben
sowie der ProbengréRe scheint vor allem vor dem Hintergrund einer ,unbiased®
Probenauswahl sehr fragwiirdig. Die aus dem Culmen entnommenen Bldcke wurden in
10 pum dicke Schnitte geschnitten, aus denen pro Block nur ein einziger Schnitt
ausgewertet wurde. Auf dem ausgesuchten Schnitt wurden dann fir die innere und
aullere Granularzellschicht je zehn Gesichtsfelder, fir die Purkinjezellschicht 15
Gesichtsfelder und fir die Molekularschicht 20 Gesichtsfelder in die Auswertung
einbezogen. Die Erfassung der Zellzahlen wurde mit einem automatischen Bildanalyse-

Gerat realisiert. Es ist nicht ersichtlich, wie grol3 die ausgewerteten Gesichtsfelder waren.



Da aber die Zellzahlbestimmung automatisch durchgefiihrt wurde, ist eine zufallige
Auswahl der Gesichtsfelder wahrscheinlich und unterliegt hier keiner Auswahl nach
sogenannten ,systematic and random® Kriterien (ausfihrlich in Kapitel ,Material und
Methoden® unten im Text erlautert) mit allen sich daraus ergebenden Konsequenzen. Die
Auswahl der Gesichtsfelder kann demnach auch nicht als ,unbiased” angesehen werden.
Fur die Zellen selber verwendeten Riedel et al. (1989) den Nukleolus als fir die Zahlung
einer Zelle auschlaggebende Struktur. Fand sich z.B. auf dem Schnitt kein Nukleolus in
einer angeschnittenen Purkinjezelle, wurde diese nicht gezahlt. Die so ermittelten
Ergebnisse wurden dann, von der kleinen gewahlten Stichprobe von Schnitten und
Gesichtsfeldern ausgehend, auf das gesamte Kleinhirn hochgerechnet. Riedel et al.
(1989) gaben fur ihre Befunde keine absoluten Zellzahlen an. Vielmehr publizierten sie
Graphiken zur Entwicklung von Gesamtzellzahlen sowie Volumina der einzelnen
Kleinhirnrindenschichten in Abhangigkeit vom Alter der untersuchten Falle, und zwar in
relativen Werten im Vergleich zu Mittelwerten von adulten Fallen. Dabei wurde keine
Unterscheidung zwischen SIDS-Féallen und Kontrollen getroffen; vielmehr wurden die
ermittelten Daten in einer Gruppe zusammengefasst und als solche dargestellt. Es sei
angemerkt, dass die von Riedel et al. (1989) ermittelten absoluten Zellzahlen erheblich
von anderen in der Literatur berichteten Daten wie auch von den in der vorliegenden
Arbeit ermittelten absoluten Zellzahlen abweichen; dies wird in Kapitel ,Diskussion® unten
ausfuhrlich diskutiert.

Cruz-Sanchez et al. (1997) verwendeten fur ihre Untersuchungen im Alter nicht
gematchte SIDS-Falle und Kontrollen und dabei ebenso wie Riedel et al. (1989)
ausschlieB3lich Proben aus dem Culmen. Je eine Probe verarbeiteten sie zu 5 um bzw. 25
pm dicken Schnitten, und ermittelten an diesen Schnitten mittels der stereologischen
Loptical dissector Methode Zelldichten (die Einwande zur Bestimmung von Zelldichten
entsprechen den schon fir Oehmichen et al. (1989) diskutierten). Darliber hinaus maf3en
Cruz-Sanchez et al. (1997) die Dicke der einzelnen Kortexschichten. Dabei fanden die
Autoren, dass die aufRere Granularzellschicht der SIDS-Félle gegenuber den Kontrollen
dunner ausfiel (es bleibt unklar, ob diese Messungen an den 5 um dicken Schnitten oder
aber an den 25 um dicken Schnitten durchgefuhrt wurden). AuRerdem ermittelten die
Autoren fur die aul3ere Granularzellschicht der SIDS-Féalle gegenliber den Kontrollen eine
zeitliche Verzdgerung um 87 Tage, bis die Schicht vollstandig abgebaut war. Diese
Ergebnisse, die moglicherweise auf eine Uberproduktion an Granularzell-Vorlaufern
hindeuten, wirden damit deutlich den Ergebnissen von Oehmichen et al. (1989) und
Riedel et al. (1989) widersprechen. Einschrédnkend muss jedoch angemerkt werden, dass

Cruz-Sanchez et al. (1997) keinerlei Details ihrer stereologischen Zahlmethode angaben,



sondern in diesem Zusammenhang lediglich auf eine Ubersichtsarbeit von Coggeshall

und Lekan (1996) verwiesen. Es bleibt also unbekannt, wie Cruz-Sanchez et al. (1997)

ihre Zelldichtebestimmungen tatsachlich durchfihrten.
Insgesamt erscheint vor diesem Hintergrund eine neue Analyse des Kleinhirns bei SIDS
angezeigt, und zwar mit modernsten, state-of-the-art design-based stereologischen
Methoden, wie ausfihrlich z.B. in Schmitz (1998), Schmitz und Hof (2005) und Glaser et al.,
(2006) diskutiert. Dies war das Ziel der vorliegenden Arbeit. Basierend auf den oben
beschriebenen Befunden orientierte sich die vorliegende Arbeit dabei konkret an der
Uberprufung der folgenden Hypothese:

Bei SIDS finden sich im Kleinhirn veranderte Gesamtzahlen von Purkinjezellen und

Granularzellen im Vergleich zu alters- und geschlechtsgematchten Kontrollen (d.h.

Kinder, die innerhalb des ersten Lebensjahres nicht an SIDS verstorben sind).
Zusatzlich zu den Gesamtzahlen von Purkinjezellen und Granularzellen wurden auch die
Volumina derjenigen Kleinhirnschichten mit modernsten, design-based stereologischen
Methoden bestimmt, auf deren GroRBe die Gesamtzahlen von Purkinjezellen und
Granularzellen Einfluss haben. Auferdem wurde (in einer Nebenuntersuchung) mit
immunhistochemischen Methoden tberprift, ob die Purkinjezellen im menschlichen Kleinhirn
im ersten Lebensalter Sonic hedgehog exprimieren (eine ausfihrliche Begrindung fir diese

Nebenuntersuchung findet sich in Kapitel ,Diskussion” unten im Text).



2 Material und Methoden

2.1 Untersuchtes Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden 25 linke und 4 rechte Kleinhirnhalften von Kindern im Alter
zwischen 0,03 Monaten (d.h. gestorben am Tag der Geburt) und 11 Monaten untersucht. Die
Kleinhirnhélften stammten aus einer Sammlung des Instituts fir Rechtsmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat (LMU) Minchen, wurden dort in den Jahren 1999 bis 2001 durch
Herrn Univ.Prof. Dr.med. Andreas Biittner (heute: Direktor des Instituts fir Rechtsmedizin,
Universitatsklinikum Rostock) im Rahmen von Autopsien gesammelt und bis zur
Untersuchung in der vorliegenden Arbeit in 10% neutral gepufferter Formalinldsung
aufbewahrt.

Die Verwendung dieser Kleinhirnhalften fur die vorliegende Arbeit wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitdt Rostock unter der Nummer
A2012-0053 genehmigt. Die Genehmigung liegt im Original in der Anatomischen Anstalt der
LMU Minchen vor.

Insgesamt wurden je eine Kleinhirnhélfte von n=13 Kindern mit Todesursache SIDS
(n=13 SIDS-Falle) sowie von n=16 Kindern mit Todesursache anders als SIDS (n=16
Kontrollen) untersucht. Dabei existierte in der Hauptuntersuchung (stereologische
Bestimmung von Gesamtzahlen von Purkinjezellen und Granularzellen in der jeweils
untersuchten Kleinhirnhalfte) fur jeden einzelnen von insgesamt n=9 SIDS-Fallen jeweils
genau eine hinsichtlich Alter und Geschlecht korrespondierende (gematchte) Kontrolle (d.h.
n=9 gematchte Kontrollen). Die genaue Verteilung der Kleinhirnhélften auf die
Hauptuntersuchung bzw. die Nebenuntersuchung (immunhistochemischer Nachweis von
Sonic hedgehog) ist in Tabelle 2.1 zusammengefasst, wie auch das Alter der untersuchten
Kinder zum Todeszeitpunkt, ihr Geschlecht, die individuellen Diagnosen, die jeweils
ausgewertete Kleinhirnhalfte und dem Zeitintervall, das zwischen dem Tod und der Autopsie
verstrichen war.

Die Todesursachen wurden von Mitarbeitern des Instituts fir Rechtsmedizin der LMU
Minchen diagnostiziert. Da es sich bei SIDS um eine Ausschlussdiagnose handelt (siehe
z.B.: Berry, 1992; Bajanowski und Poets, 2004; Siren und Siren, 2011), galten alle Kinder,
die unter einem Jahr alt waren und nicht an einer nach grindlichster Untersuchung
feststellbaren Todesursache verstorben waren, als SIDS-Falle. Fir die Kontrollen lagen

bekannte (pathologische bzw. gewaltsame) Ursachen des Versterbens vor.



Tabelle 2.1: Individuelle Werte fiir Alter, Geschlecht, Todesursache und ausgewertete Kleinhirnhalfte

und das mittlere post mortem interval (Zeit zwischen Tod und Autopsie) der in der vorliegenden

Arbeit untersuchten n=9 gematchten Kontrollen, der n=9 SIDS-Félle, der n=5 nicht gematchten

Kontrollen, sowie weiterer n=6 nicht gematchter Kontrollen der Nebenuntersuchung. Alter [Mo]:

Alter in Monaten. Ausgew. Kleinhirnhalfte: Ausgewertete Kleinhirnhélfte. PMI [h]: post mortem

interval (Zeit zwischen Tod und Autopsie) in Stunden (fur die Fallnummer 10/48 lag kein post mortem

interval vor).

Alter Au_sgew.
Fallnr. [Mo] Geschlecht | Todesursache Klﬁg}?tlern- PMI [h]
Hauptuntersuchung: n=9 gematchte Kontrollen
10/79 15 mannlich Wahrscheinlich Herzfehler links 36
10/71 3 mannlich Infekt rechts 28
10/80 3 mannlich Waterhouse-Friedrichsen Syndrom links 27
10/99 4 mannlich Unklar rechts 25
10/92 7 mannlich Erwirgen links 11
10/84 9 weiblich MCAD- / Adrenogenitales Syndrom links 29
10/45 10 mannlich Sepsis links 29
10/58 10 weiblich CO-Intoxikation links 76
10/65 10 weiblich Wahrscheinlich Myokarditis links 7
Hauptuntersuchung: weitere, n=5 nicht gematchte Kontrollen
10/46 0,03 weiblich Ersticken rechts 33
10/76 0,03 weiblich Erwirgen links 10
10/70 0,83 mannlich Tdétung (Ersticken) links 42
10/64 8 mannlich Otitis media links 53
10/77 11 mannlich Herzfehler links 56




Fortsetzung Tabelle 2.1)

Hauptuntersuchung: n=9 SIDS-Faélle

10/67 2 mannlich SIDS links 24
10/50 3 mannlich SIDS links 56
10/68 3 mannlich SIDS links 18
10/54 6 mannlich SIDS links 39
10/55 7 mannlich SIDS links 33
10/47 9 weiblich SIDS links 64
10/73 10 mannlich SIDS links 5
10/78 10 weiblich SIDS links 32
10/88 10 weiblich SIDS links 6

Nebenuntersuchung: n=6 SIDS-Falle und Kontrollen

Subdurales Hamatom

10/90 1 mannlich (Schitteltrauma) links 82
10/59 3 mannlich SIDS links 4
10/96 6 mannlich Unklar links 74
10/44 8 weiblich SIDS rechts 26
10/56 9 weiblich SIDS links 27
10/48 10 weiblich Ersticken links -

Die vier Gruppen (n=9 gematchte Kontrollen [K9], n=5 nicht gematchte Kontrollen [K5], n=9 SIDS-
Falle [SIDS] und n=6 Féalle der Nebenuntersuchung [N]) unterschieden sich nicht statistisch
signifikant in Bezug auf das mittlere Alter (K9: 6,4 = 1,2 Monate [Mittelwert +/- Standardfehler des
Mittelwerts]; K5: 4,0 + 2,3 Monate; SIDS: 6,7 £ 1,1 Monate; N: 6,2 = 1,5 Monate; Kruskal-Wallis
test; p = 0,601) sowie das mittlere post mortem interval (Zeit zwischen Tod und Autopsie; K9: 29,8 +
6,5 h; Kb= 38,8 £ 8,3 h; SIDS: 30,8 + 6,8 h; N: 42,6 + 15,1 h; Kruskal-Wallis test; p = 0,751).
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2.2 Hauptuntersuchung (stereologische Analyse)

2.2.1 Herstellung der histologischen Praparate

2.2.1.1 Anfertigen von Schnittserien

Zur Herstellung luckenloser Serien 100 pm dicker Sagittalschnitte wurden die
Kleinhirnhélften zunachst (je nach Groflie der Kleinhirnhalften) bis zu einer Woche unter
flieRendem Leitungswasser gewassert und anschlieBend zum Schutz vor Gefrierartefakten
einige Tage in Sucroselésung im Kihlschrank bei ca. 4° C gelagert (erst 10% in 0,1M TBS
Puffer [Tabelle 2.2] [Sucrose: Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland], dann 20%
in 0,1M TBS, und dann 30% in 0,1M TBS; jeweils bis zum vollstandigen Absinken der
Kleinhirnhalften). AnschlieBend wurden die Kleinhirnhélften mit Aluminiumfolie umhdillt,
mittels Trockeneis durchgefroren, und mit einem Kryostaten (Typ CM 1950; Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) in sagittaler Schnittrichtung (jeweils von lateral
beginnend) unter Verwendung von C35-Klingen (Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan) in
luckenlose 100 um dicke Schnittserien aufgeschnitten. Dazu wurden die Kleinhirnhalften mit
Frozen Section Medium (Neg 50; Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) auf dem
Probenhalter des Kryostaten fixiert. Die Temperatur im Innenraum des Kryostaten betrug
-20° C; die des Probenhalters -18° C.

Tabelle 2.2: Herstellung des 0,1M TBS Puffers flir die Sucroselésung

0,1 M TBS - 24,2 g Tris ultra pur (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
Puffer - 17,0 g NaCl (Natriumchlorid; Merck, Darmstadt, Deutschland)
- In1.900 ml Aqua dest. I6sen

- Mit Eisessig (Merck) auf pH 7,4 einstellen

- Mit Aqua dest. auf 2.000 ml auffiillen (Lagern bei 4°C)

Die luckenlosen Serien der 100 um dicken Sagittalschnitte einer jeden Kleinhirnhalfte wurden
jeweils in insgesamt 48 Schnittserien mit immer gleichem Abstand zwischen den Schnitten
aufgeteilt (Serie 1: Schnitte Nr. 1, 49, 97,...; Serie 2: Schnitte Nr. 2, 50, 98, ...; Serie 48:
Schnitte Nr. 48, 96, 144,...). Von dieser Regel wurde nur bei den besonders kleinen
Kleinhirnhalften der Fallnummern 10/46 und 10/76 abgewichen (beides nicht-gematchte
Kontrollen; Alter jeweils 0,03 Monate). Bei diesen beiden Kontrollen wurden die Schnitte in
insgesamt 24 (Fallnummer 10/76) bzw. 36 (Fallnummer 10/46) Schnittserien mit immer
gleichem Abstand zwischen den Schnitten aufgeteilt.

Im nachsten Schritt wurde von jeder Kleinhirnhalfte genau eine Schnittserie zufallig
herausgesucht und gefarbt (z.B. fir Fallnummer 10/45: Schnitte Nr. 10, 58, 106, 154, 202,
250, 298, 346 und 394; und fur Fallnummer 10/76: Schnitte Nr. 21, 45, 69, 93, 117, 141, 165,
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189, 213 und 237). Die anderen Schnittserien wurden in der vorliegenden Arbeit nicht

verwendet.

2.2.1.2. Farben der Schnitte
Die ausgewdahlten Schnitte wurden zunachst je nach GroRe der Schnitte entweder auf
Superfrost Plus Objekttrager (25 x 75 mm; Fa. Gerhard Menzel, Braunschweig, Deutschland)
oder auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager (30 x 76 mm bzw. 52 x 76 mm; Fa. Gerhard
Menzel) aufgezogen und anschlieRend mit einer Cresyl-Violett-Farbung gefarbt. Tabelle 2.3
fasst die Arbeitsschritte zur Beschichtung der Objekttrager mit 5%iger Gelatine zusammen,
Tabelle 2.4 die Herstellung der fir die Cresyl-Violett-Farbung benétigten Lésungen, und
Tabelle 2.5 die Arbeitsschritte zum Farben der Schnitte.

Nach dem Farben wurden die Schnitte mit Deckgldschen (je nach GréRe des
Objekttragers: 24 x 32 mm, 30 x 57 mm, oder 50 x 66 mm; Fa. Gerhard Menzel) unter
Zuhilfenahme von Malinol (Waldeck Division Chroma, Munster, Deutschland) eingedeckt.

Die anschlieRende Aushartezeit betrug mindestens drei Tage.
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Tabelle 2.3: Arbeitsschritte zur Beschichtung der Objekttrager mit 5%iger Gelatine

Nr. Ausfihrung

1 Reinigen der Objekttrager:
- Waschen in der Spilmaschine, in Metallstdndern gelagert

- Trocknen bei 37° C fir 1 Stunde im Brutschrank

2 Herstellen der Gelatine:

- 50 g gepulverte Gelatine (Merck) auf 1.000 ml Aqua dest. durch sehr
langsames Erwérmen auf 60°C ldsen

- Abkuhlen lassen
- 0,32 g Chromalaun (Chrom(l11)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat; Merck) zugeben

- Gelatinelésung in ein GlasgefaR filtrieren

3 Beschichtung der Objekttrager:

- Objekttrager in Metallstandern fir ca. 2 Sekunden bedeckend in die
Gelatineldsung eintauchen

- Auf einem Tuch abtropfen lassen

- Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank trocknen

4 Fixieren der Gelatine

- Am folgenden Tag Objekttrager fir 30 min in eine 4,5%ige
Formaldehydldsung (saurefrei, pH7, phosphatgepuffert; Fa. Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) tauchen

- Unter dem Abzug tber Nacht ausdampfen lassen

Tabelle 2.4: Fir die Cresyl-Violett-Farbung benétigte Losungen und deren Herstellung

Acetatpuffer - 2,721 g Natriumacetat x 3H,0 (Merck) in 100 ml Aqua dest. 16sen
- 4,804 ml Eisessig (Merck) in 400 ml Aqua dest. einbringen
- Die beiden Flissigkeiten vermischen (500 ml)

- Mit Eisessig (Merck) auf pH 3,8 einstellen

Cresyl-Violett- | - 0,5 g Cresylviolett-Acetat (Waldeck-Division Chroma) in 100 ml Acetatpuffer
Acetat-Lsung (pH 3,8) auflosen

- Lo6sung 1:1 mit Acetatpuffer (pH 3,8) verdiinnen

- Vor Gebrauch filtrieren
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Tabelle 2.5: Arbeitsschritte zum Farben der Schnitte mit einer Cresyl-Violett-Féarbung

Alkohol: Ethanol 99% vergallt (CLN, Niederhummel, Deutschland)

Nr. Arbeitsschritt (Schnitte jeweils einbringen in...) Zeit
1 - Acetatpuffer mit 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich | 30 min
Chemie) (pH 3,8)
2 - Aufsteigende Alkoholreihe: 70%, 70%, 90% Je 5 min
3 - Alkohol 96% Uber Nacht
4 - Absteigende Alkoholreihe: 90%, 70%, 70% Je 5 min
5 - Aqua dest. 5 min
6 - Cresyl-Violett-Acetat-Lésung in  Acetatpuffer (pH | 5 min
3,8)
7 - Aqua dest. Kurz schwenken
8 - Alkohol 70% + 3 Tropfen Eisessig (Merck) Bis die Farbintensitat der
angefarbten Zellen und
des Hintergrunds dem
gewlinschten Ergebnis
entspricht
9 - Aufsteigende Alkoholreihe: 90%, 96% + 3 Tropfen | Bis die Feinabstimmung
Eisessig (Merck) (solange in Losung belassen, bis | der Farbintensitat dem
der Hintergrund soweit entfarbt ist, dass der Kontrast | gewiinschten Ergebnis
zum auszuwertenden Anteil des Gewebes den | entspricht
gewliinschten Anforderungen entspricht); 100%,
100%
10 - Xylol, Xylol (Merck) Je 5 min
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2.2.2 Stereologische Auswertung der Gehirnschnitte

Die gesamte Auswertung erfolgte unter Blindbedingungen an kodierten Praparaten; d.h. die
untersuchende Person (M.K.) hatte bis zum Abschluss aller Auswertungen keine Kenntnis
dariiber, welche der untersuchten Kleinhirnhalften von SIDS-Féllen und welche von

Kontrollen stammten.

2.2.2.1 Verwendeter stereologischer Messplatz

Bei dem verwendeten stereologischen Messplatz handelte es sich um ein
computergesteuertes System auf Grundlage eines modifizierten, motorgetriebenen
Lichtmikroskops mit folgenden Komponenten:

- Lichtmikroskop (Axioskop, Fa. Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

- Feinkalibrierbarer Revolver mit folgenden Objektiven (alle von Zeiss; die jeweils erste
Zahl gibt den Abbildungsmaf3stab an und die jeweils zweite Zahl die numerische
Apertur; das Symbol “«~“ besagt, dass das entsprechende Objektiv auf unendlich
korrigiert war, und die Zahl 0,17, dass das entsprechende Objektiv fir

Deckglasdicken von 0,17 mm korrigiert war):

- Plan-Neofluar 1,25x / 0,035 oo-
- Plan-Neofluar 2,5x /0,075 oo/-
- Plan-Neofluar 10x /0,30 /0,17
- Plan-Neofluar 20x / 0,50 «/0,17
- Plan-Neofluar 40x / 0,75 «/0,17
- Plan-Neofluar 100x / 1,30 Ol /0,17

- motorgetriebener Objekttragertisch mit Steuereinheit (Marzhauser, Wetzlar,
Deutschland)

- Steuereinheit zur Bestimmung der Fokusebene (LEP MAC 6000 System; Ludl
Electronic Products, Hawthorne, NY, USA) mit zugehodrigem Joystick (MAC 6XY
JSTICK DIGPT; Ludl Electronic Products) und Messtaster (MT 1271, Fa. Dr.
Johannes Heidenhain, Traunreut, Deutschland)

- Kamera: CCD-Color 1600 x 1200 Bildpunkte (MBF Bioscience, Williston, VT, USA)

- Computer fir die Steuerung und die Auswertung: 3,33 GHz Intel Core 2 Duo (Intel,
Santa Clara, CA, USA) mit 24” Monitor (Flex Scan SX2462W; EIZO, Ishikawa, Japan)

- Auswerte- und Steuersoftware: Stereo Investigator 10.0 (MBF Bioscience)
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2.2.2.2 Methodik stereologischer Analysen

Design-based stereologische Methoden ermdéglichen - auch in dicken Gewebeschnitten - die
guantitative Analyse ausgewabhlter Strukturen im dreidimensionalen Raum. Diese Methoden
gelten heute als state-of-the-art bei der Bestimmung von Gesamtzellzahlen einzelner
Zellarten (in der vorliegenden Arbeit die Gesamtzahlen von Granularzellen und
Purkinjezellen im menschlichen Kleinhirn) und der Volumina bestimmter Hirnregionen (in der
vorliegenden Arbeit die Schichten der menschlichen Kleinhirnrinde sowie der weil3en
Substanz im menschlichen Kleinhirn) (vgl. z.B. Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006).
Dabei ist fur die Auswertung weder die Gro3e und Lage der zu untersuchenden Strukturen
noch deren Form relevant (vgl. z.B. Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al.,
2006).

2.2.2.3 Prinzip der design-based Stereologie

Das Prinzip der design-based Stereologie kann an der Bestimmung der Gesamtzahl von
Fischen in einem See exemplarisch verdeutlicht werden. Dazu sei die folgende
Aufgabenstellung angenommen: Ermitteln Sie die Gesamtzahl von Fischen im See.

Zur Bearbeitung dieser Aufgabe wird in einem ersten Schritt der gesamte See als die fir
die Analyse der Gesamtzahl von Fischen relevante Struktur festgelegt — und zwar als fiktive
Momentaufnahme, so wie man auch ein Fernsehbild z.B. einer Sportveranstaltung als fiktive
Momentaufnahme ,einfrieren“ kann. Jeden einzelnen Fisch im See (also im kompletten
Volumen des Sees) zu erfassen, ware viel zu aufwandig. Viel einfacher, weniger aufwéandig
und zeitsparender ist es, die Anzahl von Fischen nur in definierten Teilen des Sees zu
bestimmen und die ermittelten Daten auf den gesamten See hochzurechnen.

Diejenigen Teile des Sees, die in die Analyse eingehen sollen, werden folgendermalien
ermittelt: ausschlieB3lich an Stellen gehauften Fischvorkommens zu zéhlen und das Ergebnis
auf den gesamten See hochzurechnen, wiirde ein viel zu hohes Endergebnis liefern (das
Ergebnis ware ,biased®). An Stellen mit wenig oder gar keinem Fischvorkommen zu zahlen
hingegen wirde die daraus hochgerechnete Gesamtzahl von Fischen im See wesentlich zu
niedrig (im Vergleich zur tatsdchlichen Gesamtzahl von Fischen im See) ausfallen lassen -
das Ergebnis ware wiederum ,biased”. Um der unterschiedlichen Fischverteilung im See bei
maoglichst geringem Arbeitsaufwand gerecht zu werden, erfolgt die Zahlung der Fische in
Wasserstichproben, die systematisch und gleichzeitig zuféallig Uber den gesamten See
verteilt gewonnen werden (Prinzip des sogenannten ,systematic and random sampling®).
Dies ist im folgenden Absatz erlautert.

Um dem Aufwand, die gesamte Tiefe des Sees als Zahlbereich zu erfassen, zu

entgehen, werden Wasserscheiben als Stichproben genommen. Dazu wird der See in seiner
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gesamten Tiefenausdehnung von der Oberflache bis zum Grund im hier vorliegenden
Beispiel in zwei Meter dicke Wasserscheiben unterteilt (Abbildungen 2.1 und 2.2). Aus
diesen Wasserscheiben wird eine definierte Auswahl getroffen, z.B. jede dritte
Wasserscheibe. Insgesamt lieRen sich somit drei Stichproben von Wasserscheiben
untersuchen (erste Stichprobe: Wasserscheiben 1, 4, 7, 10, 13 und 16; zweite Stichprobe:
Wasserscheiben 2, 5, 8, 11, 14 und 17; dritte Stichprobe: Wasserscheiben 3, 6, 9, 12 und
15).

Der Abstand der Wasserscheiben zueinander ist also systematisch (jede dritte
Wasserscheibe); die Auswahl derjenigen Stichprobe von Wasserscheiben, die tatsachlich
untersucht werden (erste, zweite oder dritte Stichprobe) ist dagegen zuféllig. Ein solches
Vorgehen nennt man in der Stereologie systematic and random sampling, und die
untersuchte Serie von Wasserscheiben eine systematically and randomly sampled (SRS)-
Serie (Gundersen, 1986; Gundersen und Jensen, 1987; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et
al., 2006).

Fur die Bestimmung der Gesamtzahl von Fischen im See werden im hier beschriebenen
Beispiel die sechs Wasserscheiben der zweiten Stichprobe verwendet (Wasserscheiben 2,
5, 8, 11, 14 und 17); die anderen elf Wasserscheiben aus der ersten und der dritten
Stichprobe werden in der Auswertung nicht bertcksichtigt. Der Zahlaufwand, auf die
gesamte Tiefenausdehnung des Sees bezogen, ist durch die Auswahl einer SRS-Serie von
Wasserscheiben also bereits um 2/3 vermindert (nur eine von drei SRS-Serien von

Wasserscheiben wird auf das Vorkommen von Fischen untersucht).
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Seeoberflache

Wasserscheibe 1
Wasserscheibe 2 I 2m
Wasserscheibe 3
Wasserscheibe 4
Wasserscheibe 5
Wasserscheibe 6
Wasserscheibe 7
Wasserscheibe 8
Wasserscheibe 9
Wasserscheibe 10
Wasserscheibe 11
Wasserscheibe 12
Wasserscheibe 13
Wasserscheibe 14
Wasserscheibe 15
Wasserscheibe 16
Wasserscheibe 17

Abbildung 2.1: Querschnitt durch einen gedachten See. Der 33 Meter tiefe See wurde in seiner
gesamten Tiefenausdehnung von der Oberflache bis zum Grund in siebzehn jeweils zwei Meter dicke
Wasserscheiben aufgeteilt (Wasserscheibe 17 ist in der Dicke nicht komplett mit Wasser gefullt). Jede
Linie entspricht der Grenze zur nachsten zwei Meter dicken Wasserscheibe. Das weilte Quadrat (links

oben) stellt eine Stelle fiktiven gehduften Fischvorkommens (z.B. einen Schwarm von Fischen) dar.

a) Oberflache b) Wasserscheibe 8 ¢) Wasserscheibe 16

Abbildung 2.2: Aufsichten auf die in Abbildung 2.1 gezeigten Wasserscheiben 1, 8 und 16. Die
verschiedenen Wasserscheiben weisen in der Aufsicht ein vollkommen unterschiedliches
Erscheinungsbild auf, da sich die Breite des Sees zum Seegrund hin verjiingt. a) zeigt den Umriss des
Sees in der Aufsicht auf Wasserscheibe 1 (entspricht der Oberflache des Sees), b) den Umriss des Sees
in der Aufsicht auf Wasserscheibe 8, und c) den Umriss des Sees in der Aufsicht auf Wasserscheibe
16.
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Der Arbeitsaufwand im nachsten Schritt, in jeder der sechs ausgewahlten
Wasserscheiben die Anzahl von Fischen zu ermitteln, und das Endergebnis dann mit 3 zu
multiplizieren (jede dritte Wasserscheibe ausgewertet) ware immer noch enorm. Also werden
auch in jeder Wasserscheibe nur Teile ausgewertet. Die entsprechende Vorgehensweise
wird im nachsten Abschnitt erlautert.

Die Oberflache von Wasserscheibe 8 wird exemplarisch in viele kleine Quadrate
unterteilt (Abbildung 2.3). Innerhalb dieser Quadrate werden jeweils wieder Teile definiert,
die die eigentlichen, immer gleich groRen Zahlbereiche darstellen (weitere Erklarung siehe
unten). Dazu wird ein Gitter mit einer definierten Kantenlange von 5 x 5 Metern (Lange x
Breite) auf die gesamte Oberflache der Wasserscheibe gelegt (Abbildung 2.3), durch das der
Abstand der Zahlbereiche in X- und Y-Richtung festgelegt wird. Die Gré3e des Gitters (und
damit der Abstand der Z&hlbereiche zueinander) ist systematisch, die Lage des Gitters auf
der Wasserscheibe ist zufallig (SRS-Prinzip). Nachfolgend wird in jedem Gitterquadrat
derjenige Teil der Wasserscheibe festgelegt, der letztendlich der eigentliche Z&hlbereich ist
(kleine schraffierte Quadrate in Abbildung 2.3). Der zweidimensionale Z&hlrahmen wird
zunachst mit einer Kantenldange von 1 x 1 Meter definiert (in der Stereologie unbiased
counting frame genannt). Das bedeutet, dass mit diesen Parametern nur solche Fische
gezahlt werden, die sich innerhalb der Wasserscheibe unmittelbar an der Oberflache
innerhalb eines schraffierten Quadrats befinden. Um die Auswertung préziser zu gestalten,
wird das Quadrat noch um den Parameter Tiefe von 1 Meter erweitert. So entsteht ein
dreidimensionaler Raum in Form eines Quaders (in der Stereologie als unbiased virtual
counting space bezeichnet). Der unbiased virtual counting space ist der endglltige
Zahlbereich, in dem die Anzahl der Fische je Gitterquadrat ermittelt wird. Der unbiased
virtual counting space wiederholt sich in jedem Gitterquadrat jeweils an derselben Stelle
(schraffierte Quadrate in Abbildung 2.3) Uber die gesamte Flache der Wasserscheibe.
Abbildung 2.3 zeigt auch, dass unbiased virtual counting spaces (schraffierte Quadrate) auch
aulBerhalb des Sees (also ,an Land®) definiert werden kénnen — und zwar beliebig viele. Auf
das Endergebnis (Gesamtzahl von Fischen im See) hat dies keinen Einfluss (ausfihrliche
Erklarung weiter unten).

Mit den funf anderen Wasserscheiben der SRS-Serie wird ebenso verfahren wie mit

Wasserscheibe 8.
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Abbildung 2.3: Die gesamte gedachte Wasserscheibe 8 ist mit einem Gitter von 5 x 5 m Kantenlange
bedeckt. Die kleinen schraffierten Quadrate stellen die Stellen dar, an denen je Gitterquadrat der
1 mx1mx1m(Lange x Breite x Tiefe) grofle unbiased virtual counting space liegt (Erlduterung im
Text).

Nun kann die eigentliche Zahlung der Fische nach definierten Kriterien beginnen. Die
Fische im See sind unterschiedlich grof3 und bewegen sich in unterschiedlichen Richtungen
im See — und damit auch in den unbiased virtual counting spaces. Im hier gedachten Beispiel
mag ein Fisch den Kopf leicht angehoben Richtung Wasseroberflache gerichtet haben, ein
anderer hat seinen Kopf Richtung Boden gerichtet, wieder ein anderer liegt parallel zur
Oberflache des Sees, und ein vierter Fisch hat seinen Ricken zum Boden gerichtet
(Abbildung 2.4). AuRerdem befinden sich im See sowohl sehr groRe als auch ganz kleine
Fische. Ein kleiner Fisch kann z.B. mit seinem ganzen Kdorper in einem unbiased virtual
counting space liegen, wohingegen von einem grofR3en Fisch nur ein Teil des Bauches in
einem unbiased virtual counting space sichtbar ist (Abbildung 2.5). Der sich in Abbildung 2.5
ganz im unbiased virtual counting space befindliche kleine Fisch kann also gezéahlt werden;
fur den grofRen Fisch jedoch, von dem nur ein kleiner Teil des Bauches im unbiased virtual
counting space liegt, missen weitere Kriterien zur eindeutigen Zuordnung des Fischs zu

einem bestimmten unbiased virtual counting space definiert werden.
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Abbildung 2.4: Gedachte Fische mit unterschiedlicher Grof3e, Position und rdumlicher Ausrichtung in
einem dreidimensionalen unbiased virtual counting space, dessen Oberseite als schraffiertes Quadrat
in Abbildung 2.3 dargestellt ist.

Der Bauch der Fische kann sehr grof3 (Abbildungen 2.4 und 2.5) und als solcher nur
schwer vom Rest des Korpers abgrenzbar sein, und eignet sich deswegen nicht als
eindeutiges Zahlkriterium. Die Schwanzflosse hingegen ist eine vergleichsweise kleine
Struktur des Fisches, die eindeutig zuzuordnen ist. Aber auch hier besteht das gleiche
Problem wie vorher beim Bauch. Es kann sich beispielsweise nur die untere Halfte oder das
untere Drittel der Schwanzflosse im unbiased virtual counting space befinden.
Dementsprechend muss die Definition des eindeutigen Kriteriums zum Z&hlen eines Fisches
noch weiter prézisiert werden: ein Fisch wird dann (und nur dann) gezahlt, wenn sich die
obere Spitze (zum Ricken hin) seiner Schwanzflosse im vorgegebenen unbiased virtual
counting space befindet (Abbildung 2.6). Dabei ist es nicht relevant, wieviel von der
Schwanzflosse sich sonst noch im unbiased virtual counting space befindet. Auch ist es
unerheblich, wieviel sich aul3erdem vom Korper des Fisches im unbiased virtual counting
space befindet und wie die Lage des Fisches im Raum relativ zum unbiased virtual counting

space ist.
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Abbildung 2.5: Ein kleiner gedachter Fisch liegt mit seinem ganzen Korper in einem unbiased virtual
counting space; von einem grofRen Fisch befindet sich dagegen nur ein Teil des Bauches im unbiased

virtual counting space.
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wird gezahlt

A

wird nicht gezihlt
(auBerhalb des unbiased
virtual counting space)

Q/R wird gezihlt

Abbildung 2.6: Im hier gezeigten unbiased virtual counting space werden beispielhaft finf gedachte
Fische nach den im Text genannten Z&hlkriterien Uberprift: drei der vier kleinen Fische und der groRRe
Fisch haben die obere Spitze (zum Ricken hin) ihrer Schwanzflosse im unbiased virtual counting
space. Dabei ist es vollkommen unerheblich, dass der groRe Fisch mit seinem Vorderkérper auRerhalb
und der kleine Fisch im unteren Teil der Abbildung mit dem GroRteil seines Korpers aullerhalb und
nur mit dem oberen Teil seines Hinterkdrpers innerhalb des unbiased virtual counting space liegt.
Zusammen mit dem oberen Teil seines Hinterkdrpers liegt auch die fir die Z&hlung relevante obere
Spitze der Schwanzflosse im unbiased virtual counting space. Dagegen liegt zwar der gesamte
Vorderkdrper des kleinen Fisches rechts innerhalb des unbiased virtual counting space; die obere
Spitze der Schwanzflosse liegt aber nicht im unbiased virtual counting space. Somit wird der kleine
Fisch rechts nicht im gezeigten unbiased virtual counting space gezahlt. Vielmehr wiirde man den
kleinen Fisch rechts im unbiased virtual counting space rechts von dem hier gezeigten unbiased
virtual counting space zahlen. Dieser unbiased virtual counting space rechts von dem hier gezeigten
unbiased virtual counting space gehort jedoch nicht zur SRS-Serie von ausgewahlten unbiased virtual

counting spaces (vgl. Abbildung 2.3).
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Die Bestimmung der Gesamtzahl von Fischen im See erfolgt nun mittels der folgenden

Variablen und Gleichungen (vgl. West et al., 1996; Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2000;
Glaser et al., 2006):

Die sogenannte section sampling fraction (ssf) errechnet sich aus dem Intervall der
untersuchten Wasserscheiben (im hier besprochenen Beispiel gilt ssf = 1/3).

Die sogenannte area sampling fraction (asf) errechnet sich als Quotient aus der
Grundflache der unbiased virtual counting spaces und der Gréf3e des auf die
untersuchten Wasserscheiben aufgelegten Gitters (im hier geschilderten Beispiel gilt
asf={Imx1m}/{5mx5m}=1/25).

Die sogenannte thickness sampling fraction (tsf) errechnet sich als Quotient aus der
Hohe der unbiased virtual counting spaces und der Dicke der untersuchten
Wasserscheiben (im hier geschilderten Beispiel gilt tsf =1 m /2 m = 1/2).

Die - geschatzte - Gesamtzahl von Fischen im See ergibt sich aus Neg; = 2. n x (ssf x asf
x tsf)™. Dabei ist 3 n die Anzahl der gezahlten Fische in allen unbiased virtual counting
spaces, und Neg bedeutet ,estimated total number of...“ (West et al., 1991).

Aus dieser Formel erkennt man auch — und dies ist ein ganz wesentliches Merkmal des
in der vorliegenden Arbeit verwendeten sogenannten optical fractionator (West et al.,
1991) — dass die Gesamtzahl von unbiased virtual counting spaces nicht in die
Berechnung des Endergebnis eingeht. Dementsprechend kénnen im hier beschriebenen
Beispiel auch beliebig viele unbiased virtual counting spaces auf3erhalb des Sees (,auf
Land®) zu liegen kommen — es werden dort keine Fische angetroffen bzw. gezahlt, und
dies hat keinerlei Einfluss auf das Endergebnis.

Natdrlich ist das Endergebnis nur eine Schatzung (eine Hochrechnung) der tatsachlichen
Gesamtzahl von Fischen im See. Wirde man das beschriebene Beispiel aber unendlich
oft wiederholen, entsprache der arithmetische Mittelwert der verschiedenen Ergebnisse
flr Nest jedoch genau der tatsachlichen Gesamtzahl von Fischen im See. Somit liefert der
optical fractionator eine unbiased Schatzung der Gesamtzahl von Fischen im See — und
die Streubreite von optical fractionator Schatzungen kann bestimmt werden (Schmitz,
1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006).

Wirde man den gesamten See in unmittelbar aneinandergrenzende unbiased virtual
counting spaces aufteilen, ware ssf = asf = tsf = 1, und Negy = 2. n. Da in diesem Fall
jedoch alle Fische gezahlt werden, entspricht die geschétzte Gesamtzahl von Fischen im
See genau der tatsadchlichen Gesamtzahl von Fischen im See.

Die Verteilung der Fische im See hat keinen Einfluss auf die unbiasedness der
Schatzung (was sich aus der Betrachtung des Extremfalls ssf = asf = tsf = 1 und somit

Nest = 2. n unmittelbar ergibt), wohl aber auf die Streubreite wiederholter Schatzungen
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(Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005). Insbesondere bei sehr unregelmaRiger
Verteilung von Fischen (z.B. Schwarme, Cluster) muss man die Schéatzung der
Gesamtzahl von Fischen im See mit einer grof3en Zahl von unbiased virtual counting
spaces (> 100) durchfihren, die moglichst gleichférmig Uber die gesamte
dreidimensionale Ausbreitung des Sees zu verteilen sind. Die Analyse von nur wenigen,
daflr aber groRen unbiased virtual counting spaces vermindert die Wahrscheinlichkeit,
einen unbiased virtual counting space innerhalb eines Fischschwarms zu platzieren.
Daraus ergeben sich bei unendlicher Wiederholung der Schatzung viele Schatzungen mit
zu niedrigem Endergebnis, sowie einige wenige Schatzungen mit erheblich zu hohem
Endergebnis (bei diesen Schatzungen lagen ein oder mehrere unbiased virtual counting
spaces innerhalb eines Fischschwarms) (Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005). Die
geschéatzten Gesamtzahlen von Fischen im See sind wiederum unbiased, aber wegen
der sehr hohen Streubreite unbrauchbar. (Ein &hnliches Gedankenexperiment gibt es in
der Statistik, bei dem man die mittlere Korpergro3e und das mittlere Vermdgen der US-
Amerikaner aus einer Stichprobe von 100 US-Amerikanern bestimmt. Die entscheidende
Frage ist dabei, ob es Bill Gates in die Stichprobe schafft oder nicht. Auf die Schatzung
der mittleren Korpergrof3e hat die An- oder Abwesenheit von Bill Gates in der Stichprobe
nur geringen Einfluss, weil die KérpergréRen der US-Amerikaner relativ ahnlich sind. Auf
die Schatzung des mittleren Vermdgens hat die An- oder Abwesenheit von Bill Gates in
der Stichprobe aber erheblichen Einfluss, weil das individuelle Vermégen der US-
Amerikaner extrem inhomogen verteilt ist. Deshalb ist die Schatzung der mittleren
KdrpergrolRe der US-Amerikaner aus einer SRS-Stichprobe von 100 US-Amerikanern
zulassig, die Schatzung des mittleren Vermodgens der US-Amerikaner aber nicht.)

Auch das Volumen des Sees lasst sich im beschriebenen Beispiel sehr einfach
bestimmen: nach Cavalieri (Cavalieri, 1635; Schmitz und Hof, 2005) lasst es sich wie
folgt schatzen: Ve = Ya x d x ssf'. Dabei ist Ya die Summe der Flachen aller
untersuchten Wasserscheiben entweder an der Ober- oder der Unterkante der
Wasserscheiben (aber fur alle untersuchten Wasserscheiben dasselbe Kriterium), und d

die gleichférmige Dicke der Wasserscheiben.
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2.2.2.4 Konkret durchgefuhrte stereologische Untersuchungen

Im folgenden Text wird nun das in Abschnitt 2.2.2.3 vorgestellte Beispiel zur Bestimmung der

Gesamtzahl von Fischen in einem See sowie des Volumens des Sees auf die experimentelle

Situation der hier vorliegenden Arbeit Ubertragen:

Insgesamt wurden drei ineinanderliegende ,Seen® untersucht: (i) Molekularschicht des
menschlichen Kleinhirns in einer Kleinhirnhélfte, (i) Purkinje- und innere
Granularzellschicht des menschlichen Kleinhirns in einer Kleinhirnhalfte, und (iii) weil3e
Substanz des menschlichen Kleinhirns in einer Kleinhirnhélfte.

Aulerdem wurden zwei Arten von ,Fischen® untersucht: (i) Gesamtzahl von
Granularzellen in der inneren Granularzellschicht einer menschlichen Kleinhirnhéalfte, und
(i) Gesamtzahl von Purkinjezellen in einer menschlichen Kleinhirnhélfte (Abbildung 2.7).
Die Morphologie dieser Zellarten wird weiter unten beschrieben. (Nachfolgend bezieht
sich die Beschreibung ,Gesamtzahl von Granularzellen® immer und ausschlie3lich auf die
innere Granularzellschicht. Die auf3ere Granularzellschicht wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht.)

Abbildung 2.7: (siehe néchste Seite)
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Fortsetzung Abbildung 2.7: Ausschnitt aus der untersuchten Kleinhirnhalfte von Fallnummer 10/77
(Schnitt 202). Die Abbildung zeigt bei hohem Abbildungsmalistab eine Detailansicht der
Molekularschicht (MS), der Purkinjezellschicht (PZS) und der inneren Granularzellschicht (1GZS) in
zwei unterschiedlichen Fokusebenen innerhalb des Schnittes, der bei einer urspriinglichen
Schnittdicke von 100 pum nach histologischer Aufarbeitung eine mittlere Schnittdicke von 50,4 pum
aufwies (a: Fokusebene 13 um unter der oberen Oberfléche des Schnittes; b: Fokusebene 42 pm unter
der oberen Oberfléche des Schnittes). An den Stellen A (in @) und B (in b) erkennt man die Nukleoli
von zwei Purkinjezellen; an den entsprechenden Stellen A‘ (in b) und B‘ (in a) kann man die
entsprechenden Purkinjezellen erahnen, sie sind aber nicht scharf im Fokus abgebildet. Dies gilt auch
fur die Purkinjezelle C (in @) bzw. C* (in b), die in keiner der dargestellten Ebenen scharf abgebildet
ist. An den Stellen D, E (in a) und F (in b) erkennt man die Umrisse von drei Granularzellen; an den
entsprechenden Stellen D, E° (in b) und F* (in @) sind diese Zellen nicht mehr zu erkennen (an der
Stelle D* (in b) erkennt man dagegen eine andere Zelle, die man an der Stelle D (in a) nicht sieht). Die
beiden Abbildungen verdeutlichen, dass es in der vorliegenden Arbeit méglich war, die untersuchten
Zellarten eindeutig in den dicken Schnitten bei der verwendeten Féarbung zu erkennen und ihre exakte
Lage im dreidimensionalen Raum zu bestimmen. Die hier gezeigten Fotografien wurden mit dem
folgenden Mikroskop erstellt: Mikroskop: Eclipse 50i (Nikon Corporation, Tokio, Japan); Objektiv:
100x/1,25 Ol /0,17 (Nikon; das Symbol “oo* besagt, dass das entsprechende Objektiv auf unendlich
korrigiert war, und die Zahl 0,17, dass das entsprechende Obijektiv fiir Deckglasdicken von 0,17 mm
korrigiert war); Kamera: AxioCam HRc (4164 x 3120 Bildpunkte; Zeiss); Software: AxioVision
(Version 4.8.; Zeiss). Die Originalfotos wurden mit der Software Corel Photo-Paint X5 (Version 15;
Corel Corporation, Ottawa, Kanada) in 8 Bit Graustufenbilder umgewandelt und anschlieRend nicht
weiter bearbeitet. Die Montage und Beschriftung der Bilder erfolgte mit Corel Draw X5 (Corel
Corporation). Die Kamera des verwendeten stereologischen Arbeitsplatzes (in Abschnitt 2.2.2.1
beschrieben) eignete sich hervorragend fiir die stereologischen Analysen im Live-Modus; mit einer
maximalen Auflésung von 1600 x 1200 Bildpunkten ist diese Kamera aber zur Erstellung von

publikationsfahigen Fotografien ungeeignet. Der Balken in b représentiert 25 pm.

o Der Wert fur ssf ergab sich aus der Anfertigung liickenloser Serien 100 um dicker
Sagittalschnitte jeder untersuchten Kleinhirnhélfte, und anschlieBender SRS-Auswahl
entweder jeden 48sten Schnittes (ssf = 1/48) bzw. jeden 24sten Schnittes (Fallnummer
10/76; ssf = 1/24) oder jeden 36sten Schnittes (Fallnummer 10/46; ssf = 1/36).

o Die SRS-Auswahl der Positionen der unbiased virtual counting spaces innerhalb der
untersuchten Schnitte (vgl. Abbildung 2.3) (und somit die Werte fur asf) erfolgte tGber die
Stereo Investigator Software (MBF Bioscience). Dazu wurde die aul3ere Kontur des

Kleinhirns bei jedem untersuchten Schnitt mit dem 1,25x Objektiv mit der Software
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umfahren (,getraced”). Bedingt durch die erheblichen interindividuellen Unterschiede der
GroRRen der untersuchten Kleinhirnhélften wurde anschlieBend fir jede untersuchte
Kleinhirnhélfte ein individuelles Gitter festgelegt, so dass fir die Purkinjezellen im Mittel
948 unbiased virtual counting spaces pro Kleinhirnhalfte untersucht wurden, und fur die
Granularzellen im Mittel 931 unbiased virtual counting spaces pro Kleinhirnhélfte. Dies
Ubererfillte die Mindestanforderungen an eine wissenschaftlich fundierte optical
fractionator Analyse erheblich (vgl. Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al.,
2006). Die individuellen Werte fiir die Kantenlange des Gitters und die Gesamtzahlen der
untersuchten unbiased virtual counting spaces sind in den Tabellen 2.6 und 2.7
zusammengefasst.

Bei der Lagebestimmung der unbiased virtual counting spaces wurde auch einer
maoglicherweise unplanen Schnittoberfliche Rechnung getragen. Dazu wurde die
Oberkante der unbiased virtual counting spaces fir die Purkinjezellen 5 um unter der
Schnittoberflache platziert, und fur die Granularzellen 10 um unter der Schnittoberflache.
Somit wurde ein ,Sicherheitsabstand zur Schnittoberflache eingehalten (in der design-
based Stereologie ,guard zone“ genannt). Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass bei
der Verwendung von Kryostatschnitten (wie in der vorliegenden Arbeit) ,guard zones*
nicht zwingend notwendig sind (Schmitz et al., 2000).

Die unbiased virtual counting spaces wurden dadurch generiert, dass das Live-Bild des
Mikroskops bei hohem Abbildungsmalfistab (Purkinjezellen: 20x Objektiv; Granularzellen:
100x Ol Objektiv) mittels der Kamera auf den Bildschirm iibertragen und dort an jeder
Position der unbiased virtual counting spaces (vgl. Abbildung 2.3) von der Stereo
Investigator Software (MBF Bioscience) mit einem zweidimensionalen unbiased counting
frame Uberlagert wurde (Abbildung 2.8).

Auch die GréRe der unbiased counting frames wurde individuell gewéhlt, um dem
Umstand der groRRen interindividuellen Unterschiede der GrofRRen der untersuchten
Kleinhirnhélften Rechnung zu tragen. Die entsprechenden Werte sind in den Tabellen 2.6
und 2.7 zusammengefasst.

Die Generierung der unbiased virtual counting spaces (mit den unbiased counting frames
als Basis) erfolgte dadurch, dass die Fokusebene des verwendeten Objektivs durch eine
genau definierte Hohe der Schnittdicke gefiihrt wurde (Werte in den Tabellen 2.6 und
2.7).

Bei der Bestimmung der Gesamtzahlen von Purkinjezellen wurde fir die rechte obere
Ecke jedes unbiased virtual counting spaces geprdtift, in welcher Schicht des Kleinhirns
sie sich befand (,Treffer* entweder in der Molekularschicht, der Purkinjezellschicht und

inneren Granularzellschicht, oder der weil3en Substanz).
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Tabelle 2.6: In der vorliegenden Arbeit verwendete stereologische Variablen zur Bestimmung der
Gesamtzahlen von Purkinjezellen in menschlichen Kleinhirnhélften. Die Definitionen von G, ucf,

asf! H, T, tsf*, > uves, 3 n, > S und ssf finden sich in der Tabellenunterschrift.

-1
Fall-Nr. [pcr;n] [ﬂﬁi] Flsgg] [p|:1] [u-:-n] tsf' | Zuves| Xn | S | ssf!
n=9 gematchte Kontrollen
10/79 2300 130 | 0,313 45 476 | 1,14 611 605 7 48
10/71 2400 150 | 0,256 45 486 | 1,13 913 937 9 48
10/80 2300 150 0,235 45 50,5 1,18 658 877 7 48
10/99 2800 150 | 0,348 45 56,0 | 1,24 853 720 8 48
10/92 2900 150 0,374 45 58,7 1,30 943 744 9 48
10/84 2300 150 | 0,235 45 543 | 1,22 | 1.032 | 631 8 48
10/45 2800 130 0,464 45 55,2 1,26 1.123 491 9 48
10/58 2800 150 | 0,348 45 58,7 | 1,30 | 1.000 | 640 8 48
10/65 3000 150 0,400 45 54,5 1,24 1.023 617 9 48

Weitere, n=5 nicht gematchte Kontrollen

10/46 1300 130 0,100 25 354 1,42 | 1.435 | 2.377 8 36

10/76 2000 130 0,237 30 43,2 1,44 998 1381 | 10 24

10/70 1800 100 0,324 30 41,4 1,38 883 606 7 48

10/64 3200 150 0,455 45 50,4 1,14 986 549 10 48

10/77 3100 150 0,427 45 49,7 1,14 925 573 8 48

n=9 SIDS-Falle

10/67 2300 130 0,313 45 44.9 1,14 720 693 48

10/50 2800 130 0,464 45 53,8 1,21 584 551 48

10/68 2800 150 0,348 45 50,1 1,16 834 637 48

10/55 2800 150 0,348 45 60,8 1,35 964 571 48

10/47 2800 150 0,348 45 56,1 1,25 | 1.116 538 48

7
8
8
10/54 2800 130 0,464 45 53,3 1,19 821 550 8 48
8
8
8

10/73 2800 130 0,464 45 58,5 1,30 | 1.181 439 48

10/78 3200 150 0,455 45 49,2 1,14 | 1.053 595 10 48

10/88 2800 150 0,348 45 57,4 1,28 | 1.142 560 9 48

Mittelwerte 0,351 51,7 1,24 948 734 8

30




G: Kantenlange des Gitters in X- und Y-Richtung zur Festlegung der SRS-Positionen der unbiased
virtual counting frames (vgl. Abbildung 2.3). ucf: Kantenlange der unbiased counting frames (vgl.
Abbildung 2.8). asf’: Kehrwert der area sampling fraction. H: Hohe der unbiased virtual counting
spaces. T: mittlere gemessene Schnittdicke nach histologischer Aufarbeitung. tsf': Kehrwert der
thickness sampling fraction. X uvcs: Gesamtzahl der ausgewerteten unbiased virtual counting frames
(verteilt auf alle untersuchten Schnitte). > n: Gesamtzahl der (in allen untersuchten Schnitten)

gezahlten Zellen. Y. S: Anzahl der untersuchten Schnitte. ssf*: Kehrwert der section sampling fraction.

Abbildung 2.8: Ausschnitt aus der untersuchten Kleinhirnhalfte von Fallnummer 10/77 (Schnitt 202).
Die Abbildung zeigt bei hohem Abbildungsmalistab eine Detailansicht der inneren
Granularzellschicht, die mit einem unbiased counting frame Uberlagert wurde. Der hier gezeigte
unbiased counting frame hatte die gleichen Dimensionen wie derjenige unbiased counting frame, der
wéhrend der Messungen von der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) generiert und auf
dem Computermonitor auf das mikroskopische Live-Bild projiziert wurde. Die durchgezogenen
schwarzen Linien stellen die Ausschlusslinien des unbiased counting frames dar, die gestrichelten
schwarzen Linien die Einschlusslinien des unbiased counting frames. Gezahlt wird eine Zelle, wenn
sich das entsprechende Za&hlkriterium innerhalb des unbiased counting frames oder auf einer
Einschlusslinie befindet. Eine Zelle wird dann nicht gezéhlt, wenn das Zahlkriterium auRerhalb des
unbiased counting frames oder auf einer Ausschlusslinie liegt. Der Balken reprasentiert 25 pum.
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Tabelle 2.7: In der vorliegenden Arbeit verwendete stereologische Variablen zur Bestimmung der
Gesamtzahlen von Granularzellen in menschlichen Kleinhirnhélften. Die Definitionen von G, ucf,

asfl H, T, tsf*, > uvcs, X n, 3 S und ssf* finden sich in der Tabellenunterschrift.

Fall-Nr. [u(‘;’n] [ﬂ(r:r]:] [&1182] [ul_r:ﬂ [“Tm] tsf* | Tuves| Xn | XS | ssf
n=9 gematchte Kontrollen
10/79 2300 10 52,9 5 47,6 9,5 607 377 7 48
10/71 2400 10 57,6 5 48,6 9,7 900 668 9 48
10/80 2300 10 52,9 5 50,5 10,1 635 473 7 48
10/99 2800 8 122,5 5 56,0 11,2 829 467 8 48
10/92 2900 10 84,1 5 58,7 | 11,7 933 592 9 48
10/84 2300 8 82,7 5 54,3 10,9 1.004 600 8 48
10/45 2800 8 122,5 5 552 | 11,0 | 1.116 | 558 9 48
10/58 2800 8 122,5 5 58,7 11,7 980 561 8 48
10/65 3000 8 140,6 5 545 | 10,9 | 1.002 | 548 9 48
Weitere, n=5 nicht gematchte Kontrollen
10/46 1300 10 16,9 5 354 71 1.393 | 793 8 36
10/76 2000 10 40,0 5 43,2 8,6 965 734 10 24
10/70 1800 10 32,4 5 41,4 8,3 864 639 7 48
10/64 3200 8 160,0 5 50,4 10,1 975 480 10 48
10/77 3100 8 150,2 5 49,7 9,9 914 489 8 48
n=9 SIDS-Félle
10/67 2300 10 52,9 5 449 9,0 716 471 7 48
10/50 2800 10 78,4 5 53,8 | 10,8 581 410 8 48
10/68 2800 10 78,4 5 50,1 10,0 836 586 8 48
10/54 2800 10 78,4 5 533 | 10,7 802 562 8 48
10/55 2800 8 122,5 5 60,8 12,2 948 461 8 48
10/47 2800 8 122,5 5 56,1 | 11,2 | 1.086 | 509 8 48
10/73 2800 8 122,5 5 58,5 11,7 1.172 616 8 48
10/78 3200 10 102,4 5 49,2 9,8 1.024 837 10 48
10/88 2800 8 122,5 5 57,4 11,5 1.123 658 9 48
Mittelwerte 92,1 51,7 10,3 931 569 8

G: Kantenlange des Gitters in X- und Y-Richtung zur Festlegung der SRS-Positionen der unbiased

virtual counting frames (vgl. Abbildung 2.3). ucf: Kantenldnge der unbiased counting frames (vgl.
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Abbildung 2.8). asf: Kehrwert der area sampling fraction. H: Hohe der unbiased virtual counting

spaces. T: mittlere gemessene Schnittdicke nach histologischer Aufarbeitung. tsf': Kehrwert der

thickness sampling fraction. X uvcs: Gesamtzahl der ausgewerteten unbiased virtual counting frames

(verteilt auf alle untersuchten Schnitte). > n: Gesamtzahl der (in allen untersuchten Schnitten)

gezahlten Zellen. > S: Anzahl der untersuchten Schnitte. ssf*: Kehrwert der section sampling fraction.

Daruber hinaus wurde die tatsachliche Schnittdicke der untersuchten Kleinhirnschnitte
nach histologischer Aufarbeitung (Farben, Entwéssern, Eindecken) mit der Stereo
Investigator Software (MBF Bioscience) gemessen, indem an der Stelle jeden sechsten
unbiased virtual counting spaces (bei kleineren Schnitten auch in geringeren Intervallen)
die Fokusebene des verwendeten Objektivs zunachst auf die obere Oberflache des
Schnittes (d.h. die Oberseite des Schnittes) eingestellt wurde, und dann auf die untere
Oberflache des Schnittes (d.h. die Unterseite des Schnittes). Mit dem Messtaster wurde
die Distanz zwischen der oberen und der unteren Oberflache des Schnittes gemessen.
Aus diesen Messungen ergaben sich fir jede untersuchte Kleinhirnhélfte leicht
unterschiedliche mittlere Schnittdicken nach histologischer Aufarbeitung (Werte in den
Tabellen 2.6 und 2.7).

Aus der Anzahl der individuellen ,Treffer” fir jede Schicht des Kleinhirns ergab sich das
Volumen der entsprechenden Kleinhirnschicht wie folgt (vgl. Schmitz und Hof, 2005;
Glaser et al., 2006): Vest =2 T x G? x T x ssf?

(Vest: geschatztes Volumen der entsprechenden Kleinhirnschicht. > T: Anzahl der
.1reffer® in der entsprechenden Kleinhirnschicht [summiert Uber alle untersuchten
Schnitte pro Kleinhirnhalfte]. G: Kantenlange des Gitters in X- und Y-Richtung zur
Festlegung der SRS-Positionen der unbiased virtual counting frames. T:. mittlere
gemessene Schnittdicke nach histologischer Aufarbeitung. ssf*: Kehrwert der section
sampling fraction). Die individuellen Anzahlen von ,Treffern in der Molekularschicht, in
der Purkinjezellschicht und inneren Granularzellschicht sowie in der weil3en Substanz
sind in Tabelle 2.8 zusammengefasst. Mit den genannten Variablen und Einstellungen
ergaben sich (bei der Bestimmung der Gesamtzahlen von Purkinjezellen) im Mittel pro
untersuchter Kleinhirnhalfte 234 ,Treffer” in der Molekularschicht, 348 Treffer in der
Purkinjezellschicht und inneren Granularzellschicht, und 189 Treffer in der weien
Substanz (Werte in Tabelle 2.8). Somit konnten die in der vorliegenden Arbeit
durchgefihrten Bestimmungen der Volumina der untersuchten Schichten in den
Kleinhirnhalften als ,high precision design-based stereologic analyses® klassifiziert
werden (Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006).
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Tabelle 2.8: Anzahl der ,, Treffer” der rechten oberen Ecke der unbiased virtual counting spaces (bei
der Bestimmung der Gesamtzahlen von Purkinjezellen) in den unterschiedlichen Schichten der
untersuchten Kleinhirnhalften zur Bestimmung des Volumens dieser Schichten (Details sind im Text
ausfuhrlich beschrieben).

Eall-Nr. 3,Treffer“ der rechten oberen Ecke der unbiased virtual counting spaces
in der...
Molekularschicht Purkinje- und inqeren weilRen Substanz
Granularzellschicht
n=9 gematchte Kontrollen
10/79 76 251 148
10/71 198 344 197
10/80 110 258 142
10/99 180 291 165
10/92 259 317 191
10/84 338 327 213
10/45 362 501 203
10/58 284 354 183
10/65 338 340 177
Weitere, n=5 nicht gematchte Kontrollen
10/46 71 614 404
10/76 84 433 275
10/70 125 342 212
10/64 312 323 198
10/77 317 333 147
n=9 SIDS-Falle
10/67 95 300 169
10/50 126 210 117
10/68 198 310 168
10/54 221 297 143
10/55 265 350 149
10/47 339 392 183
10/73 385 420 161
10/78 355 341 186
10/88 349 351 209
Mittelwerte 234 348 189
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Im n&chsten Schritt wurden die Z&hlkriterien fur die Purkinjezellen und Granularzellen im
Gewebeschnitt festgelegt. Fur die Purkinjezellen war dies der Nukleolus, fur die
Granularzellen der gesamte Zellkern. Konkret wurden Purkinjezellen und Granularzellen
dann (und nur dann) gezahlt, wenn der Nukleolus (Purkinjezelle) bzw. der Zellkern
(Granularzelle) (i) innerhalb eines unbiased virtual counting space zum ersten Mal in den
Fokus kam (Zahlkriterium in Z-Richtung) und dabei (ii) entweder keine der
Ausschlusslinien des unbiased counting frame (vgl. Abbildung 2.8) berlhrte oder aber
auRRerhalb eines unbiased virtual counting frames lag und eine Einschlusslinie berihrte
oder kreuzte (Zahlkriteriem in X- und Y-Richtung). Analog zur oberen Spitze der
Schwanzflosse der in Abschnitt 2.2.2.3 exemplarisch beschriebenen Fische wurde somit
ebenfalls fir jede Zelle ein potentielles singulares Ereignis definiert, und zwar vollig
unabhangig von der Form, GroéRe und Orientierung der Zellen im Gewebe.

Aus der Anzahl der individuell gezahlten Purkinjezellen und Granularzellen (jeweils
summiert Gber alle untersuchten Schnitte pro Kleinhirnhalfte) ergab sich die geschatzte
Gesamtzahl der jeweiligen Zellen in der entsprechenden Kleinhirnhalfte wie folgt (vgl.
Schmitz, 1998; Glaser et al., 2006): Negt = > n x ssf™ x asf™ x tsf*

(Nest: geschatzte Gesamtzahl von Zellen. > n: Anzahl der gezéhlten Zellen [jeweils
summiert Uber alle untersuchten Schnitte pro Kleinhirnhalfte]. ssf*: Kehrwert der section
sampling fraction. asf*: Kehrwert der area sampling fraction. tsf*: Kehrwert der thickness
sampling fraction).

Mit den genannten Variablen und Einstellungen wurden im Mittel pro untersuchter
Kleinhirnhélfte 734 Purkinjezellen und 569 Granularzellen gezahlt (Werte in den Tabellen
2.6 und 2.7). Somit konnten die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Analysen zur

Bestimmung von Gesamtzellzahlen als ,high precision design-based stereologic

analyses® klassifiziert werden (Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al.,
2006).

Die Genauigkeit der Schatzungen der Gesamtzahlen von Purkinjezellen und
Granularzellen ergab sich wie folgt (Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al.,
2006): CE=1/SQR (X n).

(CE: coefficient of error. SQR: Quadratwurzel [square root]. > n: Anzahl der gezéahlten
Zellen [jeweils summiert Uber alle untersuchten Schnitte pro Kleinhirnhélfte]). Da bei
,high precision” design-based stereologischen Analysen die CE-Werte keine Rolle in der
statistischen Analyse spielen (vgl. Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006), wird auf

sie in der vorliegenden Arbeit nicht ndher eingegangen.
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2.2.3 Untersuchte Schichten und Zellarten im menschlichen Kleinhirn
In der Kleinhirnrinde des Menschen lassen sich insgesamt finf Schichten voneinander
abgrenzen:
1. AuRere Granularzellschicht (nach Abschluss der Kleinhirnentwicklung spatestens im
zweiten Lebensjahr nicht mehr vorhanden)
2. Molekularschicht
3. Purkinjezellschicht (einreihig; kann bedingt durch die Analyse von Gehirnschnitten und
der damit verbundenen Mdglichkeit des tangentialen Anschnitts der Purkinjezellschicht
stellenweise auch mehrreihig aussehen)
4. Innere Granularzellschicht
5. Weil3e Substanz
In der vorliegenden Arbeit wurden die Molekularschicht, die Purkinjezellschicht und innere
Granularzellschicht, sowie die weil3e Substanz untersucht. Die Abgrenzung dieser Schichten
ist lichtmikroskopisch sehr einfach anhand der Morphologie der Purkinjezellen und

Granularzellen moglich.

2.2.3.1 Purkinjezellen

Die Purkinjezellen waren schon anhand ihrer GréRRe eindeutig von den Granularzellen zu
unterscheiden (vgl. Abbildung 2.7). Sie liegen zwischen der zellarmen Molekularschicht und
der inneren Granularzellschicht. In der modifizierten Nissl-Farbung waren sie klar als Schicht
grol3er, stark angefarbter Zellen mit gut erkennbaren Nissl-Schollen identifizierbar. Das
Perikaryon war grof3, mit einem in Richtung Molekularschicht weisenden Dendritenbaum.
Der Zellkern setzte sich als helle Struktur eindeutig von der Zelle ab; der darin befindliche

Nukleolus war stark angefarbt.

2.2.3.2 Granularzellen

Die Granularzellen waren schon anhand ihrer Lage zwischen der Purkinjezellschicht und der
nach innen angrenzenden, mit nur wenigen Zellen ausgestatteten weiRen Substanz klar als
solche zu bestimmen. Die rundlichen, dicht an dicht liegenden Granularzellen erschienen
dunkel und vergleichsweise homogen angefarbt. Golgizellen waren zahlenméafRiig erheblich
weniger und hatten wesentlich gro3ere Zellkerne als die Granularzellen; Astrozyten dagegen
hatten kleinere, dunkler gefarbte und eher ovale Zellkerne im Vergleich zu den

Granularzellen.
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2.2.4 Statistische Auswertung

Fur jede untersuchte Kleinhirnhélfte wurden die folgenden Variablen bestimmt:
- Alter des Kindes
- post mortem Intervall
- Korperlange des Kindes
- Korpergewicht des Kindes
- Gehirngewicht des Kindes
- Verhaltnis Gehirngewicht zu Kérpergewicht
- Gesamtzahl von Granularzellen
- Gesamtzahl von Purkinjezellen
- Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle
- Volumen der Molekularschicht
- Volumen der Granularzellschicht (einschliesslich des  Volumens  der

Purkinjezellschicht)
- Volumen der weif3en Substanz

In einem ersten Schritt erfolgte die statistische Analyse dieser Variablen fur alle n=14

Kontrollen:

o Fir jede untersuchte Variable wurden Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes
(standard error of the mean; SEM) berechnet.

e Anschlieend erfolgte eine lineare Regressionsanalyse aller Variablen als Funktion des
Alters der Kinder.

In einem zweiten Schritt wurde die beschriebene statistische Analyse dieser Variablen fir die

n=9 gematchten Kontrollen sowie die n=9 SIDS-Félle wiederholt. Dariiber hinaus wurden alle

Variablen der n=9 gematchten Kontrollen sowie der n=9 SIDS-Fdalle einer quadratischen

Regressionsanalyse (y = BO + Bl-x + B2:x%) nach der least-squares-(ordinary) fitting-

Methode unterworfen. AnschlieRend wurden die folgenden Vergleiche durchgefuhrt:

e Der Vergleich der individuellen Werte der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-
Falle erfolgte mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test.

e Der Vergleich der Regressionsgeraden der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9
SIDS-Falle erfolgte mit einer in der Software GraphPad Prism (Version 5.04 fur Windows,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) enthaltenen und in Zar (1984) beschriebenen
Methode.

Alle Berechnungen erfolgten mit der Software GraphPad Prism (GraphPad Software). P-

Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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2.2.5 Kontrollanalysen

Zur internen Qualitatskontrolle wurden einzelne Analysen (Bestimmungen von

Gesamtzahlen von Zellen bzw. Volumina von Kleinhirnschichten) ganz oder teilweise mit

jeweils von den in den Tabellen 2.6 und 2.7 aufgelisteten stereologischen Variablen

abweichenden Werten wiederholt. Die Ergebnisse lagen jeweils innerhalb der

Messgenauigkeit. Dies sei am folgenden Beispiel erlautert:

e Aus den in Tabelle 2.6 zusammengestellten Daten errechnete sich fur Fall-Nr. 10/77 bei
der Zahlung von insgesamt 573 Purkinjezellen eine geschétzte Gesamtzahl von
13.410.762 Purkinjezellen in der linken Kleinhirnhélfte.

e Mit CE =1/ SQR (573) = 0,042 ergab sich, dass die tatsachliche Gesamtzahl von
Purkinjezellen in der linken Kleinhirnhéalfte von Fall-Nr. 10/77 mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% im Bereich zwischen 12.284.258 und 14.537.266 lag (Nest £ {2 X [ Nest X CE]};
Schmitz und Hof, 2005).

e Wurde also bei einer Kontrollanalyse eine geschatzte Gesamtzahl von z.B. 13.000.000
Purkinjezellen in der linken Kleinhirnhalfte von Fall-Nr. 10/77 gefunden, so lag das
Ergebnis innerhalb der Messgenauigkeit der Originalanalyse (12.284.258 < 13.000.000 <
14.537.266).

Auf die Ergebnisse der Kontrollanalysen wird im folgenden Text nicht weiter eingegangen.

2.2.6 Fotografie

Einzelne Gehirnschnitte wurden mit dem folgenden Mikroskop fotografiert: Mikroskop:
Eclipse 50i (Nikon Corporation); Objektive: 10x (numerische Apertur = 0,25; «/-) und 100x Ol
(numerische Apertur = 1,25; «/0,17; Nikon; das Symbol “~“ besagt, dass das entsprechende
Objektiv auf unendlich korrigiert war, und die Zahl 0,17, dass das entsprechende Objektiv fur
Deckglasdicken von 0,17 mm korrigiert war); Kamera: AxioCam HRc (4164 x 3120
Bildpunkte; Zeiss); Software: AxioVision (Version 4.8.; Zeiss). Die Originalfotos wurden mit
der Software Corel Photo-Paint X5 (Version 15; Corel Corporation) in 8 Bit Graustufenbilder
umgewandelt und in Bezug auf Helligkeit und Kontrast einander angeglichen, ohne die
zytoarchitektonischen Details zu verdndern. Die Montage und Beschriftung der Bilder

erfolgte mit Corel Draw X5 (Corel Corporation).
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2.3  Nebenuntersuchung (immunhistochemische Analyse)

2.3.1 Anfertigen der Schnitte

Zur Herstellung von Paraffinschnitten fir den immunhistochemischen Nachweis von Sonic
hedgehog und Calbindin wurden zunachst von den Kleinhirnhélften der n=6 Kontrollen und
SIDS-Félle (siehe Tabelle 2.1) parasagittal vom lateralen Rand nach medial mit einer Klinge
(Nr. 23; C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland) jeweils ein ca. 1 cm breites
Gewebestiick entnommen. Diese Gewebestlicke wurden mit einer Pinzette in eine (in der
GroRe passende) Einbettkassette (Mega-Cassette; Bio Optica Milano, Mailand, lItalien)
eingelegt und fur funf Tage unter flieBendem Leitungswasser gewassert. Anschlieend
erfolgte die Einbettung in Paraffin (Paraplast Plus, Schmelzpunkt 56-57°C; Sigma-Aldrich
Chemie) in einem Einbettautomaten (Typ ASP200S; Leica) nach dem in Tabelle 2.9

genannten Protokoll.

Tabelle 2.9: Protokoll zur Einbettung von Gewebeproben in Paraffin im Einbettautomaten Leica
ASP200S. Alkohol: Ethanol: 99% vergéllt (CLN)

Nr. Arbeitsschritt (Schnitte jeweils einbringen in...) Zeit
1 - Aufsteigende Alkoholreihe: 50% , 50%, 70%, 70%, |Je 90 min
80%, 96%, 100%, 100%
- Xylol, Xylol (Merck) Je 90 min
- Paraffin, Paraffin, Paraffin Je 90 min

Die Kleinhirnpraparate wurden nach Durchlaufen des Protokolls entnommen und an einer
Gewebeausgiel3station (Typ Mikrom EC350-1; ThermoScientific, Bonn, Deutschland) weiter
bearbeitet. Dazu wurden die Kleinhirnpraparate mit einer Pinzette aus den Einbettkassetten
entnommen und in (in der Gro3e passende) Metallausgiel3formen (Medite GmbH; Burgdorf,
Deutschland) mit der Schnittseite nach unten eingelegt. Daraufhin wurden die
MetallausgieRformen mit bei 57°C geschmolzenem Paraffin (Sigma-Aldrich Chemie)
aufgefillt und mit einer Einbettkassette (Medite) ohne Deckel gedeckt. Diese wurden dann
soweit mit Paraffin aufgefillt, dass die auf den Metallausgiel3formen aufliegenden
deckellosen Einbettkassetten mit Paraffin geflllt waren. Anschlielend wurden die
MetallausgieR3formen bis zum vollstandigen Erhérten bei -6° C auf eine Kiihlplatte gelegt, die
erharteten Paraffinblocke aus der Metallform entnommen, und daraufhin bis zum Schneiden
bei Zimmertemperatur gelagert.

Das Schneiden der Paraffinblocke erfolgte mittels eines Paraffin-Schlittenmikrotoms
(SM2000R; Leica) unter der Verwendung von S35 Einmalklingen (Feather). Von jedem

Kleinhirnpraparat wurden luckenlos 10 bis 20 4-um dicke Schnitte vom Paraffinblock
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geschnitten, direkt mit einem nassen Seiden-Papierstreifen aufgenommen, und in ein 45° C
warmes Wasserbad (Aqua dest.) Uberflhrt, wodurch sich die Schnitte streckten. Dann
wurden die Schnitte in der Schnittreihenfolge aus dem Wasserbad einzeln auf Superfrost
Plus Objekttrager (25 x 75 mm; Menzel) aufgezogen und zum Trocknen Uber Nacht bei 48°
C im Warmeschrank gelagert.

An den so entstandenen Schnittserien wurden nun verschiedene immunhistochemische
Nachweise durchgefuihrt. Dazu wurden jeweils die Schnitte mit der besten Schnittqualitat
ausgewahlt. Konkret wurde
o filir den immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog jeweils der flnfte Schnitt

gewahlt (Ausnahme: Fall 10/96: Schnitt 67),

o fur die entsprechende Negativkontrolle exemplarisch Schnitt 3 von Fall 10/96,

o fiir den immunhistochemischen Nachweis von Calbindin jeweils der vierte Schnitt,

o fuUr die entsprechende Negativkontrolle exemplarisch Schnitt 6 von Fall 10/96, und

e fiir eine Absattigungskontrolle mit Sonic hedgehog-Protein die Schnitte 55 und 64 von
Fall 10/96.

Die Ubrigen Schnitte wurden in der vorliegenden Arbeit nicht weiter verwendet.

2.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von Sonic hedgehog

Die fur den immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog ausgewahlten Schnitte
wurden mit einem Primarantikbrper gegen Sonic hedgehog (monoklonaler Kaninchen Anti-
Sonic hedgehog Antikoérper [EP1190Y]; Abcam Inc, Cambridge, MA, USA) unter
Verwendung eines Farbe-Kits (ZytoChem-Plus HRP Kit, Broad Spectrum; Zytomed Systems,
Berlin, Deutschland) behandelt. Die Herstellung der fir den immunhistochemischen
Nachweis von Sonic hedgehog bendtigten Losungen ist in Tabelle 2.10 zusammengefasst;
die einzelnen Arbeitsschritte dieses immunhistochemischen Nachweises sind in Tabelle 2.11
zusammengestellt. Nach dem immunhistochemischen Nachweis wurden die Schnitte mit
Deckglasern (24 x 32 mm; Fa. Gerhard Menzel) unter Verwendung von DPX (Sigma-Aldrich
Chemie) eingedeckt. Die anschlie3ende Aushartezeit betrug mindestens einen Tag.

Die Negativkontrolle wurde mit den gleichen Arbeitsschritten wie in Tabelle 2.11
beschrieben durchgefihrt; lediglich Schritt 10 (Inkubation mit dem Primarantikdrper) wurde
ausgelassen. Stattdessen blieb der fur die Negativkontrolle verwendete Schnitt Gber Nacht in
PBS-Tween (PBS-Tween 0,1% / BSA 1%).
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Tabelle 2.10: Bendtigte Losungen und Substanzen zur Herstellung dieser Ldsungen fur den

immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog.

0,04M EDTA- | Pufferansatz: Stammldsung
Puffer - 24,2 g Tris (Tris-(hydroxymethyl)-methan (ApplyChem)
- 1,86 g Titriplex Il (Ethylendinitrilotetraessigséure, Dinatriumsalz-Dihydrat;
Merck)
- auf 100 ml Aqua bidest. (B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland)
Gebrauchsldsung:
- 250 ml Aqua dest. (B. Braun Melsungen)
- 5ml EDTA-Stammldsung
- 1 NHCL (Fa. Carl Roth) auf pH 9,0 einstellen
0,01M PBS- Losung A
Puffer; pH 7,45 | 27,6 g NaHyPO, - H»O (Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Merck)
(0.ISMNaCl) | in 1.000 ml Aqua bidest. (B. Braun Melsungen)
Losung B
- 35,6 g NapHPO4 - 2 H7O (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat; Merck)
- in 1.000 ml Aqua bidest. (B. Braun Melsungen)
PBS-Puffer; pH 7,45
- 8,77 g NaCl (Merck) in ca. 900 ml Aqua dest. lésen
- 10 ml Lésung A und
- 40 ml Losung B zugeben
- pH-Wert mit Lésung B auf pH 7,45 einstellen
- mit Aqua dest. auf 1.000 ml auffullen
3% H»O» - 180 ml PBS- Puffer
- 20 ml HoO5 (Wasserstoffperoxid 30%; Merck)
PBS-Tween - 1.000 ml PBS
(0,1%)/BSA | - 1 ml Tween (Tween 20: Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate ; Sigma-Aldrich
1% Chemie)

- 10 g BSA (Albumin, bovine; Sigma-Aldrich Chemie)

- gut lésen, pH nachstellen und filtrieren
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(Fortsetzung von Tabelle 2.10)

Anti Sonic - Anti Sonic hedgehog Antikdrper (Abcam )
hedgehog - 980 pl PBS-Tween (0,1%) / BSA 1%
Antikorper - 20 pl Anti Sonic hedgehog Antikérper (Abcam)
(1:50) in PBS-

Tween ( 0,1%)

/ BSA 1%

DAB-Standard | - 2 Tabletten DAB (3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride - Tablette 10 mg;
Sigma-Aldrich Chemie)

- in 30 ml PBS auflésen (30 min im Dunkeln schiitteln)

- filtrieren

- aliquotieren: 1 ml

- einfrieren bis zum Gebrauch

- kurz vor Gebrauch 1 ml aufgetaute Losung mit

- 2 Pl HoO9 (Wasserstoffperoxid 30%; Merck) mischen

Hémalaun - 1 g Hamatoxylin (Sigma-Aldrich Chemie)
- in 1000 ml Aqua dest. I6sen
- 200 mg NalOg3 (Natriumjodat; Merck) zusammen mit

- 50 g Kalialaun (Kaliumaluminiumsulfat Dodecahydrat; Merck) in der
Héamatoxylinldsung unter Schitteln 16sen (bis die so erhaltene Ldsung
blauviolett ist)

- 50 g Chloralhydrat (Sigma-Aldrich Chemie)

- 19 Zitronensaure (Citronensédure Monohydrat; Merck) zugeben

(Farbumschlag auf rotviolett)
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Tabelle 2.11: Arbeitsschritte fiir den immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog.
Alkohol: Ethanol: 99% vergallt (CLN)

Arbeitsschritt (Schnitte jeweils einbringen in...) Zeit

- Xylol, Xylol (Merck) 2 x 10 min

- Xylol (Merck) / Ethanol (1:1) 5 min

- Absteigende Alkoholreihe: 100%, 100%, 96%, Je 2 min
80%, 70%, 50%

- Agua dest. 2 min

EDTA-Puffer

4 x 5 min bei 600W in der
Mikrowelle kochen;
verkochten Puffer jeweils
mit Aqua bidest.
nachfullen

in PBS spiilen (pH 7,45)

5 min

- 3% Hp09 15 min (Reaktion im
Dunkeln ablaufen lassen)
- in PBS spilen 5 min

Losung A (ZytoChem-Plus HRP Kit; Zytomed)

20 min

10 - Anti Sonic hedgehog Antikérper (1:50; Abcam) in | 30 min bei 37°C; danach
PBS-Tween (0,1%) / BSA 1% weitere 24 h bei 26°C im
Brutschrank inkubieren
11 - in PBS spilen 3x5min
12 - Losung B (ZytoChem-Plus HRP Kit; Zytomed) 10 min
13 - in PBS spilen 3x5min
14 - Losung C (ZytoChem-Plus HRP Kit; Zytomed) 10 min
15 - in PBS spilen 3 x5 min
16 - DAB-Standard 10 min
17 - Spilen in Agua dest. 2 X5 min
18 - Hamalaun 5-10 sec
19 - Leitungswasser 5 min
20 - Agua dest. 10 sec (Leitungswasser
abspdlen)
21 - Aufsteigende Alkoholreihe: 50%, 70%, 80%, 96%; | Je 2 min
100%, 100%
22 - Xylol (Merck) / Ethanol (1:1) 5 min
23 - Xylol, Xylol (Merck) Je 10 min
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2.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von Calbindin

Die fiur den immunhistochemischen Nachweis von Calbindin ausgewahlten Schnitte wurden
mit einem Kaninchen Anti-Calbindin Primarantikdrper (Rabbit-anti-Calbindin D-28K; Swant,
Bellinzona, Schweiz) unter Verwendung eines Farbe-Kits (Vektor-HRP-System: Streptavidin-
HRP: Vectastain-Peroxidase Standard; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
behandelt. Die Herstellung der fur den immunhistochemischen Nachweis von Calbindin
bendtigten Losungen ist in Tabelle 2.12 zusammengefasst; die einzelnen Arbeitsschritte
dieses immunhistochemischen Nachweises sind in Tabelle 2.13 zusammengestellt. Nach
dem immunhistochemischen Nachweis wurden die Schnitte mit Deckglasern (24 x 32 mm;
Fa. Gerhard Menzel) unter der Verwendung von DPX (Sigma-Aldrich Chemie) eingedeckt.
Die anschlieRende Aushartezeit betrug mindestens einen Tag.

Die Negativkontrolle wurde mit den gleichen Arbeitsschritten wie in Tabelle 2.13
beschrieben durchgefihrt; lediglich Schritt 9 (Inkubation mit dem Priméarantikdrper) wurde
ausgelassen. Stattdessen blieb der fir die Negativkontrolle verwendete Schnitt Gber Nacht in
PBS.
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Tabelle 2.12: Bendtigte Losungen und Substanzen zur Herstellung dieser Lésungen fur den

immunhistochemischen Nachweis von Calbindin.

0,01M PBS-
Puffer; pH 7,45
(0,15 M NaCl)

Ldsung A

- 27,6 g NaH7PO4 - HoO (Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Merck)
- in 1.000 ml Aqua bidest. (B. Braun Melsungen)

Lésung B

- 35,6 g NapHPO4 - 2 H7O (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat; Merck)
- In 1.000 ml Aqua bidest. (B. Braun Melsungen)

PBS-Puffer; pH 7,45

- 8,77 g NaCl (Merck) in ca. 900 ml Aqua dest. l6sen

- 10 ml Lésung A und

- 40 ml Losung B zugeben

- pH-Wert mit Losung B auf pH 7,45 einstellen

- mit Aqua dest. auf 1.000 ml auffullen

3% HoO9

- 180 ml PBS- Puffer
- 20 ml HoO (Wasserstoffperoxid 30%; Merck)

5% GOS-PBS

1 ml PBS
50 pl GOS ( Normal-goat-serum; Vector Laboratories)

(biotinyliert),
1:200 in 5%
GOS-PBS-
Tween (0,1%)

Anti Calbindin |- 799 pl 5% GOS-PBS

Antikorper -1 pl Anti Calbindin Antikorper (Rabbit-anti-Calbindin D-28 K; Swant)

1:800 in 5%

GOS-PBS

PBS-Tween - 1.000 ml PBS

(0,1%) - 1 ml Tween (Tween 20: Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate ; Sigma-
Aldrich Chemie)

Vektor # - 1 ml PBS-Tween (0,1%)

BA1000 Goat - 50 pl 5% GOS

anti rabbit - 5 pl Goat anti rabbit IgG(H+L), Biotin-konjugiert (\Vector Laboratories)
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(Fortsetzung von Tabelle 2.12)

Vectastain- - 1 ml PBS-Tween (0,1%)

Peroxidase- - 10 pl Lésung A (aus dem Vectastain-Peroxidase-Standard-Kit; Vector
Standard-Kit Loboratories)

in PBS-Tween - 10 pl Losung B (aus dem Vectastain-Peroxidase-Standard-Kit; Vector
(0,1%) Laboratories)

DAB-Standard

2 Tabletten DAB ( 3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride; Tablette:10
mg; Sigma-Aldrich Chemie)

in 30 ml PBS aufldsen (30 min im Dunklen schiitteln)

filtrieren

aliquotieren: 1 ml

einfrieren bis zum Gebrauch

1 ml aufgetaute Lsg. kurz vor Gebrauch mit

2 pl HoO9 (Wasserstoffperoxid 30%; Merck) mischen

Hamalaun

1 g Hamatoxylin (Sigma-Aldrich Chemie)
in 1.000 ml Aqua dest. 16sen
200 mg NalO3 (Natriumjodat; Merck) zusammen mit

50 g Kalialaun (Kaliumaluminiumsulfat Dodecahydrat; Merck) in der
Hé&matoxylinlésung unter Schitteln 16sen (bis die so erhaltene Losung
blauviolett ist)

50 g Chloralhydrat (Merck)

1 g Zitronenséure (Citronensaure Monohydrat, Sigma-Aldrich Chemie)

zugeben (Farbumschlag auf rotviolett)
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Tabelle 2.13: Arbeitsschritte fir den immunhistochemischen Nachweis von Calbindin. Alkohol:
Ethanol: 99% vergallt (CLN)

Nr. Arbeitsschritt (Schnitte jeweils einbringen in...) Zeit
- Xylol, Xylol (Merck) 2 x 10 min
- Xylol (Merck) / Ethanol (1:1) 5 min
- Absteigende Alkoholreihe: 100%, 100%, 96%, Je 2 min
80%, 70%, 50%
4 - Aqua dest. 2 min
5 - in PBS spulen 5 min
6 - 3% Hy09 15 min
7 - in PBS spilen 5 min
8 - 5% GOS (Ziegen-0-Serum) 30 min
9 - Anti Calbindin Antikorper in der Verdlinnung 3 h bei Raumtemperatur;
1:800 in 5% GOS-PBS Uber Nacht bei 4 °C
10 - in PBS spilen 3 x5 min
11 - Vektor # BA1000 Goat anti rabbit (biotinyliert), 45 min
1:200 in 5% GOS-PBS-Tween (0,1%)
12 - in PBS spilen 3x5min
13 - Vectastain-Peroxidase-Standard-Kit in PBS-Tween | 45 min
(0,1%; 30 min vor Gebrauch ansetzen)
14 - in PBS spilen 3x5min
15 - DAB-Standard 10 min
16 - Spulen in Aqua dest. 2 X5 min
17 - Hamalaun 5-10 sec
18 - Leitungswasser 5 min
19 - Aqua dest. 10 sec
20 - Aufsteigende Alkoholreihe: 50%, 70%, 80%, 96%; | Je 2 min
100%, 100%
21 - Xylol (Merck) / Ethanol (1:1) 5 min
22 - Xylol, Xylol (Merck) Je 10 min
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2.3.4 Kontrollversuch zum immunhistochemischen Nachweis von Sonic

hedgehog
Der Kontrollversuch zum immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog wurde bis
auf die zusatzliche Verwendung des rekombinanten Proteins Human Sonic hedgehog (H-
SHH; BioVision Inc., Milpitas, CA, USA) als Antigen und die damit verbundene
Verdinnungsreihe gegendber dem in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen immunhistochemischen
Nachweis von Sonic hedgehog bewu(3t gleich gehalten.

Die in Tabelle 2.10 verwendeten Lésungen und Substanzen zum immunhistochemischen
Nachweis von Sonic hedgehog wurden im hier beschriebenen Kontrollversuch lediglich um
das in Tabelle 2.14 dargestellte Antigen ergénzt; entsprechend sind die ausschliefZlich in
Schritt 10 der Tabelle 2.11 abweichenden Arbeitsschritte zum immunhistochemischen
Nachweis von Sonic hedgehog in Tabelle 2.15 aufgefiihrt. Die Angaben zur

Verdunnungsreihe finden sich in Tabelle 2.16..

Tabelle 2.14: Zusatzliche zum immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog (Tabelle 2.10)
benétigte Losungen und Substanzen zur Herstellung der Lésungen fir den hier beschriebenen

Kontrollversuch.

Sonic hedgehog |- Recombinant Human Sonic hedgehog (BioVision)

Antigen- - 100 pg in 180 ul PBS

Grundansatz in |- Grundansatz: 50 pl Antigenverdiinnung = 27,78 pg Antigen (AG)
PBS

Sonic hedgehog |- Sonic hedgehog-Verdiinnungsreihe in Tabelle 2.16

Antigen- - PBS-Tween (0,1%) / BSA 1%

Verdiinnung in

PBS-Tween

(0,1%) / BSA

1%
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Tabelle 2.15: Zum

immunhistochemischen Nachweis von Sonic

hedgehog (Tabelle 2.11)

abweichender Arbeitsschritt 10 im hier beschriebenen Kontrollversuch.
Alkohol: Ethanol: 99% vergallt (CLN)

10

- Sonic hedgehog Antigen-Verdiinnung in PBS-
Tween (0,1%) / BSA 1% aus Sonic hedgehog
Antigen-Grundansatz in PBS (Tabelle 2.16)

30 min bei 37°C; danach
weitere 24 h bei 26°C im
Brutschrank inkubieren
(Ansatz am Vortag: 2 h
bei 37°C, danach weitere
24 h bei Raumtemperatur

auf dem Rttler

inkubieren)

Tabelle 2.16: Verdlnnungsreihe des Kontrollversuchs zum immunhistochemischen Nachweis von

Sonic hedgehog. Antigen = rekombinantes Human Sonic hedgehog Protein (BioVision); Sonic

hedgehog Antigen-Grundansatz in PBS: vor Verdinnung 50 ul Antigenverdinnung = 27,78 ug

Antigen. Antikorper = Anti Sonic hedgehog Antikorper (Abcam ).

1:50

Verdinnung Verhéltnis Antigen - Shh-Absattigung
Stufe Antikorper
1 Antigen 1:3 - Antikorper 50 pl Sonic hedgehog Antigen-Grundansatz + 97 pl
1:50 PBS-Tween (0,1%) / BSA 1% + 3 ul Antikorper;
27,78 ug Antigen : 0,3 pg Antikorper = Faktor 92,6
2 Antigen 1:9 - Antikorper 50 pl von Verdiinnung 1 + 98 ul PBS-Tween
1:50 (0,1%) / BSA 1% + 2 ul Antikérper; Faktor 30,87
3 Antigen 1:27 - Antikorper 50 pl von Verdiinnung 2 + 98 ul PBS-Tween
1:50 (0,1%) / BSA 1% + 2 ul Antikérper; Faktor 10,29
4 Antigen 1:81 - Antikorper 50 pl von Verdiinnung 3 + 98 pl PBS-Tween
1:50 (0,1%) / BSA 1% + 2 pl Antikorper; Faktor 3,43
5 Antigen 1:243 - Antikdrper 50 pl von Verdlinnung 4 + 98 pl PBS-Tween
1:50 (0,1%) / BSA 1% + 2 pl Antikorper; Faktor 1,14
6 Antigen 1:729 - Antikdrper 50 pl von Verdlinnung 5 + 98 pl PBS-Tween
1:50 (0,1%) / BSA 1% + 2 pl Antikorper; Faktor 0,38
7 Antigen 1:2187 - Antikorper | 50 pl von Verdlnnung 6 + 98 pl PBS-Tween
1:50 (0,1%) / BSA 1% + 2 pl Antikorper; Faktor 0,13
8 Antigen 1:6561 - Antikorper | 50 pl von Verdiinnung 7 + 98 pl PBS-Tween

(0,1%) / BSA 1% + 2 pl Antikorper; Faktor 0,04
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2.3.5 Fotografie

Die Praparate wurden mit dem in Abschnitt 2.2.6 oben im Text beschriebenen Mikroskop
fotografiert (Objektiv: 100x Ol / numerische Apertur = 1,25) und in Bezug auf Helligkeit,
Kontrast und Farbe einander angeglichen, ohne die zytoarchitektonischen Details zu
verandern. Die Montage und Beschriftung der Bilder erfolgte mit Corel Draw X5 (Corel

Corporation).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Hauptuntersuchung

3.1.1 Ergebnisse der n=14 Kontrollen
3.1.1.1 Korperlange, Korpergewicht, = Gehirngewicht und  Verhaltnis von
Gehirngewicht zu Kdrpergewicht

Tabelle 3.1 =zeigt die individuellen Werte fur Alter, Korperlange, Korpergewicht,
Gehirngewicht und das Verhaltnis von Gehirngewicht zu Koérpergewicht der n=14 Kontrollen,
sowie die entsprechenden Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of
the mean; SEM). In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse dieser
Variablen zusammengefasst.

Die Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen die individuellen Werte von Ko&rperlange,
Kdrpergewicht, Gehirngewicht und des Verhéltnisses von Gehirngewicht zu Kérpergewicht
als Funktion des Alters der Kinder, sowie diejenigen Regressionsgeraden, deren Steigung
statistisch signifikant (d.h. p<0,05) von Null verschieden war.

Die n=14 Kontrollen zeigten eine statistisch signifikante Zunahme der Kdrperlange, des
Kdrpergewichts und des Gehirngewichts als Funktion des Alters. Dagegen war das

Verhéltnis von Gehirngewicht zu Kdrpergewicht unabhangig vom Alter der Kinder.
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Tabelle 3.1: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of

the mean; SEM) von Alter, Korperlange, Korpergewicht, Gehirngewicht und des Verhéltnisses von

Gehirngewicht zu Korpergewicht der n=14 Kontrollen (fir die Fallnummer 10/76 lag kein

Gehirngewicht vor).

Fallnummer [MAOIrt_g i Kt’)r;[)cerlr’]l]ange K(‘jrp?;;g(]ewmht Gehlr[rll%(iwmht ?(eohr';%f/g:%/af:; t/
10/46 0,03 49 2,70 0,335 12,41
10/76 0,03 50 3,30
10/70 0,83 54 4,30 0,540 12,56
10/79 15 61 5,40 0,594 11,00
10/71 3 63 5,50 0,721 13,11
10/80 3 55 5,40 0,539 9,98
10/99 4 64 6,60 0,826 12,52
10/92 7 70 6,80 0,751 11,04
10/64 8 72 9,70 1,239 12,77
10/84 9 75 7,80 0,911 11,68
10/45 10 74 8,90 0,956 10,74
10/58 10 65 5,50 0,836 15,20
10/65 10 73 8,60 0,967 11,24
10/77 11 73 8,80 0,960 10,91

Mittelwert 5,53 64,1 6,38 0,783 11,94
SEM 1,11 2,45 0,58 0,064 0,36

Tabelle 3.2: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Variablen Korperldnge, Korpergewicht,

Gehirngewicht und des Verhéltnisses von Gehirngewicht zu Kérpergewicht als Funktion des Alters

der n=14 Kontrollen. r’: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of fit). F: F-Wert. p: p-Wert (p-
Werte <0.05 sind fett markiert).

Variable r? F p
Kdorperlange 0,822 55,4 < 0,001
Kdrpergewicht 0,722 31,1 < 0,001
Gehirngewicht 0,675 22,8 < 0,001
Gehirngewicht / Korpergewicht < 0,001 < 0,001 0,991
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Abbildung 3.1: Kdrperlange (oben) und Korpergewicht (unten) der n=14 Kontrollen als Funktion des
Alters. Die Punkte reprasentieren individuelle Kinder, die gestrichelte Linie die Ergebnisse der

linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedener Steigung der
Regressionsgeraden).
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Abbildung 3.2: Gehirngewicht (oben) und Verhaltnis von Gehirngewicht zu Kérpergewicht (unten)
der n=14 Kontrollen als Funktion des Alters. Die Punkte reprasentieren individuelle Kinder, die
gestrichelte Linie im oberen Graphen die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch
signifikant von Null verschiedener Steigung der Regressionsgeraden).
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3.1.1.2 Gesamtzahl von Granularzellen und Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhalfte
Tabelle 3.3 enthalt neben den individuellen Werten fir das Alter, die Gesamtzahl von
Granularzellen und Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie die Anzahl von Granularzellen pro
Purkinjezelle in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=14 Kontrollen auch die
zugehorigen Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of the mean;
SEM). In Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse dieser Variablen
gelistet.

Die Abbildungen 3.3 und 3.4 stellen die individuellen Werte fir die Gesamtzahl von
Granularzellen und Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie der Anzahl von Granularzellen pro
Purkinjezelle in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte dar. Aul3erdem sind darin diejenigen
Regressionsgeraden dargestellt, deren Steigung (als Funktion des Alters der Kinder)
statistisch signifikant (d.h. p<0,05) von Null verschieden waren.

Es fand sich eine statistisch signifikante Zunahme fir die Gesamtzahl von Granularzellen
und die Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte als Funktion des Alters fir die n=14 Kontrollen. Im Gegensatz dazu zeigte
sich fur die Gesamtzahl von Purkinjezellen in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte keine
Altersabhangigkeit.

Besonders hingewiesen sei auf den Befund, dass sich in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhalfte der jingsten untersuchten Kinder (gestorben am Tag nach der Geburt)
nur etwa 10% der Gesamtzahl von Granularzellen in der untersuchten Kleinhirnhéalfte

der altesten untersuchten Kinder (gestorben im Alter von 10 bzw. 11 Monaten) fand.
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Tabelle. 3.3: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of
the mean; SEM) der n=14 Kontrollen von Alter, Gesamtzahl von Granularzellen, Gesamtzahl von
Purkinjezellen, sowie der Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte.

Falurmer | AU | Cosmitlion | o | o anrzins
urkinjezelle

10/46 0,03 3.419.443.755 12.129.831 282
10/76 0,03 6.090.908.160 11.301.646 539
10/70 0,83 8.228.438.784 13.005.827 633
10/79 15 9.110.555.287 10.350.596 880
10/71 3 17.968.152.576 12.985.487 1.384
10/80 3 12.140.814.802 11.670.494 1.040
10/99 4 30.747.887.100 14.982.554 2.052
10/92 7 28.045.461.675 17.405.592 1.611
10/64 8 37.158.912.000 13.667.317 2.719
10/84 9 25.828.425.000 8.693.284 2.971
10/45 10 36.251.846.400 13.756.519 2.635
10/58 10 38.693.516.400 13.951.158 2.773
10/65 10 40.327.320.000 14.672.664 2.748
10/77 11 35.042.018.119 13.410.762 2.613

Mittelwert 5,53 23.503.835.718 12.998.838 1.777
SEM 1,11 3.617.132.671 570.354 261

Tabelle 3.4: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Variablen Gesamtzahl von
Granularzellen, Gesamtzahl von Purkinjezellen, und Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in
der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte als Funktion des Alters der n=14 Kontrollen. r*: quadrierter

Regressionskoeffizient (goodness of fit). F: F-Wert. p: p-Wert (p-Werte <0.05 sind fett markiert).

Variable r? F P

Gesamtzahl von Granularzellen 0,865 76,7 <0,001
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,096 1,27 0,281
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 0,898 105,7 <0,001
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Abbildung 3.3: Gesamtzahl von Granularzellen (oben) und Gesamtzahl von Purkinjezellen (unten) in
der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte der n=14 Kontrollen als Funktion des Alters. Die Punkte

reprasentieren individuelle Kinder, die gestrichelte Linie im oberen Graphen die Ergebnisse der
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linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedener Steigung der
Regressionsgeraden).

Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle
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Abbildung 3.4: Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte der n=14 Kontrollen als Funktion des Alters. Die Punkte reprasentieren individuelle
Kinder, die gestrichelte Linie die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch
signifikant von Null verschiedener Steigung der Regressionsgeraden).
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3.1.1.3 Volumina der Molekularschicht, der inneren Granularzellschicht und der
weillen Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhéalfte
Tabelle 3.5 fasst die individuellen Werte der n=14 Kontrollen fur das Alter und die Volumina
der Molekularschicht, der inneren Granularzellschicht und der weil3en Substanz in der
jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte zusammen. AuRerdem zeigt die Tabelle die sich daraus
ergebenden Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of the mean;
SEM). Tabelle 3.6 enthéalt die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse dieser Variablen.
Die Abbildungen 3.5 und 3.6 zeigen neben den individuellen Werten fir die Volumina der
Molekularschicht, der inneren Granularzellschicht und der weil3en Substanz in der jeweils
untersuchten Kleinhirnhélfte auch diejenigen Regressionsgeraden, deren Steigung sich
altersabhéangig statistisch signifikant (d.h. p<0,05) von Null unterschieden.
Die n=14 Kontrollen zeigten fur alle drei untersuchten Schichten in der jeweils
untersuchten Kleinhirnhalfte eine statistisch signifikante altersabh&ngige Volumenzunahme.
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Tabelle 3.5: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of
the mean; SEM) der n=14 Kontrollen von Alter und Volumina der Molekularschicht, der inneren
Granularzellschicht und der weifl3en Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte.

Alter Volumen der Volumen der inneren Volumen der
Fallnummer [Monate] Mc_)lekular; Grapularzel3l- weiBen Substanz [cm?]
schicht [cm’] schicht [cm?]
10/46 0,03 0,83 3,77 2,44
10/76 0,03 0,81 4,16 2,64
10/70 0,83 1,94 5,32 3,30
10/79 15 1,93 6,37 3,76
10/71 3 5,29 9,29 5,22
10/80 3 2,79 6,55 3,61
10/99 4 6,77 10,95 6,21
10/92 7 10,46 12,80 7,71
10/64 8 15,34 15,88 9,73
10/84 9 8,58 8,30 5,41
10/45 10 11,52 16,05 7,03
10/58 10 10,69 13,32 6,89
10/65 10 14,60 14,69 7,65
10/77 11 14,62 15,36 6,78
Mittelwert 55 7,58 10,20 5,60
SEM 1,11 1,44 1,21 0,59

Tabelle 3.6: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Variablen Volumen der
Molekularschicht, Volumen der inneren Granularzellschicht und VVolumen der weif3en Substanz in
der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte als Funktion des Alters der n=14 Kontrollen. r*: quadrierter
Regressionskoeffizient (goodness of fit). F: F-Wert. p: p-Wert (p-Werte <0.05 sind fett markiert).

2

Variable r F p

Volumen der Molekularschicht 0,868 79,2 < 0,001
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,795 46,5 < 0,001
Volumen der weif3en Substanz 0,674 24,8 < 0,001
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Abbildung 3.5: Volumen der Molekularschicht (oben) und VVolumen der inneren Granularzellschicht
(unten) in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=14 Kontrollen als Funktion des Alters. Die

Punkte reprasentieren individuelle Kinder, die gestrichelten Linien die Ergebnisse der linearen
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Regressionsanalyse  (mit  statistisch  signifikant von Null verschiedener
Regressionsgeraden).

Steigung  der

Volumen der weiflden Substanz
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Abbildung 3.6: Volumen der weien Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte der n=14
Kontrollen als Funktion des Alters. Die Punkte reprasentieren individuelle Kinder, die gestrichelte

Linie die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null
verschiedener Steigung der Regressionsgeraden).
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3.1.2 Ergebnisse der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Falle
3.1.2.1 Korperlange, Korpergewicht, Gehirngewicht und  Verhdltnis von
Gehirngewicht zu Kérpergewicht

Tabelle 3.7 stellt die individuellen Werte fur Alter, Korperlange, Koérpergewicht,
Gehirngewicht und das Verhaltnis von Gehirngewicht zu Kdrpergewicht der n=9 gematchten
Kontrollen und der n=9 SIDS-Féalle dar. Zudem bertlicksichtigt diese Tabelle die jeweiligen
Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of the mean; SEM) und die
jeweilige Differenz zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen
(ausgedriickt in Prozent der jeweiligen Variablen der n=9 gematchten Kontrollen). Tabelle
3.8 zeigt die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse fur Korperlange, Koérpergewicht,
Gehirngewicht und das Verhaltnis von Gehirngewicht zu Korpergewicht, die in Tabelle 3.9
hinsichtlich des statistischen Vergleichs in Bezug auf die Steigungen und die
Achsenabschnitte der Regressionsgeraden gegenibergestellt wurden. Die Ergebnisse der
statistischen Auswertung mittels nicht-linearer Regressionsanalyse auf Grundlage einer
guadratischen Regression finden sich in Tabelle 3.10. Tabelle 3.11 enthalt die Ergebnisse
des statistischen Vergleichs der genannten Variablen mit dem Wilcoxon matched-pairs
signed rank Test.

Die Abbildungen 3.7, 3.9, 3.11 und 3.13 zeigen im oberen Teil die individuellen Werte
von Korperlange, Korpergewicht, Gehirngewicht und dem Verhaltnis von Gehirngewicht zu
Kdrpergewicht der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Falle als Funktion des
Alters der Kinder, sowie diejenigen Regressionsgeraden dieser Variablen, deren Steigung
statistisch signifikant (d.h. p<0,05) von Null verschieden war. Der untere Teil dieser
Abbildungen zeigt die entsprechenden Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte. Die
Abbildungen 3.8, 3.10, 3.12 und 3.14 verdeutlichen die Ergebnisse der nicht-linearen
Regressionsanalyse der jeweiligen Variablen (ebenfalls getrennt flr die n=9 gematchten
Kontrollen und die n=9 SIDS-Fdlle).

Die Differenz zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Féllen war fur
die Variablen Kdorperlange (+1,6%) und Gehirngewicht (+5,7%) als auch fur das Verhaltnis
Gehirngewicht zu Kérpergewicht (+9,0%) bei den SIDS-Fallen erhéht. Beim Kdrpergewicht
hingegen zeigte sich eine geringfigige Reduktion (-0,3%) bei den n=9 SIDS-Fallen
gegenlber den n=9 gematchten Kontrollen.

Die n=9 gematchten Kontrollen und die n=9 SIDS-Falle zeigten eine altersabhangige
statistisch signifikante Zunahme von Korperlange und Gehirngewicht. Bei den Kontrollen traf
dies auch zusatzlich fur das Korpergewicht zu. Fir das Verhdltnis Gehirngewicht zu
Kdrpergewicht konnte keine statistisch signifikante Zunahme als Funktion des Alters

gefunden werden.
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Fur keine der untersuchten Variablen fand sich im Vergleich der Gruppen mittels
Wilcoxon matched-pairs signed rank Test ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen. Auch der
statistische Vergleich der Regressionsgeraden (in Bezug auf gleiche oder
unterschiedliche Steigungen bzw. Achsenabschnitte) ergab keine Unterschiede

zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen.
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Tabelle 3.7: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of

the mean; SEM) und Differenz zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen

beziuglich Alter, Korperlange, Kérpergewicht, Gehirngewicht und Verhdltnis von Gehirngewicht zu

Korpergewicht (fur die Fallnummern 10/47 und 10/50 lag kein Gehirngewicht vor).

n=9 gematchte

Gehirngewicht /

Kontrollen Alter Kdrperlange | Kdérpergewicht | Gehirngewicht Korpergewicht
Fallnummer [Monate] [em] [ka] [ka] [ka]
10/79 15 61 5,40 0,594 11,00
10/71 3 63 5,50 0,721 13,11
10/80 3 55 5,40 0,539 9,98
10/99 4 64 6,60 0,826 12,52
10/92 7 70 6,80 0,751 11,04
10/84 9 75 7,80 0,911 11,68
10/45 10 74 8,90 0,956 10,74
10/58 10 65 5,50 0,836 15,20
10/65 10 73 8,60 0,967 11,24
Mittelwert: 6,4 66,7 6,72 0,789 11,84
SEM 1,17 2,26 0,47 0,506 0,52
n=9§IDS— Alter Korperlange | Korpergewicht | Gehirngewicht Ge__hirngewi_cht/
Falle [Monate] [cm] ka] kg] Korpergewicht
Fallnummer [ka]
10/67 2 57 4,70 0,600 12,8
10/50 3 56 6,00
10/68 3 63 5,70 0,702 12,3
10/54 6 69 7,80 0,797 10,2
10/55 7 69 5,90 0,919 15,6
10/47 9 75 8,10
10/73 10 72 6,00 0,959 16,0
10/78 10 77 9,40 0,918 9,8
10/88 10 72 6,70 0,963 14,4
Mittelwert: 6,7 67,8 6,70 0,837 13,00
SEM 1,11 2,51 0,49 0,535 0,93
Differenz SIDS |, 5, +1,6% 0,3% +5,7% +9,0%

zu Kontrollen
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Tabelle 3.8: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Variablen Kdrperlange, Korpergewicht,
Gehirngewicht und Verhaltnis von Gehirngewicht zu Kérpergewicht als Funktion des Alters der n=9
gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Falle. r*: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of
fit). F: F-Wert. p: p-Wert (p-Werte <0.05 sind fett markiert).

Variable (Kontrollen) r? F P
Korperlange 0,648 12,9 0,009
Korpergewicht 0,514 7,4 0,030
Gehirngewicht 0,731 19,0 0,003
Gehirngewicht / Korpergewicht 0,047 0,3 0,574
Variable (SIDS) r? F P
Kdorperlange 0,870 46,8 <0,001
Korpergewicht 0,399 47 0,068
Gehirngewicht 0,916 54,7 < 0,001
Gehirngewicht / Kérpergewicht 0,041 0,2 0,665

Tabelle 3.9: Ergebnisse des statistischen Vergleichs der linearen Regressionsanalysen der Variablen
Korperlange, Korpergewicht, Gehirngewicht und Verhéltnis von Gehirngewicht zu Korpergewicht als
Funktion des Alters zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Féllen. Gezeigt sind
die F-Werte (F) und die p-Werte (p) der Berechnungen, ob die Regressionsgeraden der n=9
gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Falle sich in Bezug auf die Steigung (oberer Teil der
Tabelle) bzw. den Achsenabschnitt (unterer Teil der Tabelle) statistisch signifikant (d.h. p<0,05)

voneinander unterschieden.

Variable - Steigung der Regressionsgeraden F p

Korperlange 1,122 0,307
Korpergewicht 0,003 0,955
Gehirngewicht 0,074 0,790
Gehirngewicht / Korpergewicht 0,022 0,885
Variable - Achsenabschnitt der Regressionsgeraden F p

Korperlange 0,122 0,732
Korpergewicht 0,038 0,848
Gehirngewicht 0,762 0,399
Gehirngewicht / Korpergewicht 1,171 0,299
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Tabelle 3.10: Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse der Variablen Korperlange,
Kdorpergewicht, Gehirngewicht und Verhaltnis von Gehirngewicht zu Korpergewicht als Funktion des
Alters der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Félle. Die Analyse erfolgte mittels

quadratischer Regression (y = B0 + B1-x + B2-x?) nach der Least-squares-(ordinary) fitting-Methode.
r’: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of fit).

Variable (Kontrollen) r?

Korperlange 0,660
Kdorpergewicht 0,516
Gehirngewicht 0,733
Gehirngewicht / Korpergewicht 0,048
Variable (SIDS) r?

Korperlange 0,895
Korpergewicht 0,441
Gehirngewicht 0,955
Gehirngewicht / Kérpergewicht 0,043

Tabelle 3.11: Ergebnisse des Vergleichs der Variablen Korperlange, Korpergewicht, Gehirngewicht
und Verhaltnis von Gehirngewicht zu Kdrpergewicht zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und
den n=9 SIDS-Féllen mittels Wilcoxon matched-pairs signed rank Test. p: p-Wert.

Variable p

Korperléange 0,833
Kdorpergewicht 0,910
Gehirngewicht 0,219
Gehirngewicht / Kérpergewicht 0,469
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Abbildung 3.7: Korperlange der n=9 gematchten Kontrollen (weilRe Punkte im oberen Graphen;
weiller Balken im unteren Graphen) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte im oberen Graphen,
schwarzer Balken im unteren Graphen). Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters
der Kinder sowie die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null

verschiedenen Steigungen der Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte
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der n=9 gematchten Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-
Félle. Der untere Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9
gematchten Kontrollen (weiler Balken) und der n=9 SIDS-Falle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte
dieser beiden Gruppen unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.8: Korperldange der n=9 gematchten Kontrollen (weie Punkte) sowie der n=9 SIDS-
Félle (schwarze Punkte) als Funktion des Alters der Kinder. Die Punkte reprasentieren individuelle
Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte
der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve: Werte der n=9 SIDS-Félle).
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Abbildung 3.9: Kdrpergewicht der n=9 gematchten Kontrollen (weil3e Punkte im oberen Graphen;

weiler Balken im unteren Graphen) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte im oberen Graphen,

schwarzer Balken im unteren Graphen). Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters

der Kinder sowie die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null

verschiedener Steigung der Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte der
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n=9 gematchten Kontrollen. Der untere Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der
Mittelwerte der n=9 gematchten Kontrollen (weiRer Balken) und der n=9 SIDS-Félle (schwarzer

Balken). Die Mittelwerte dieser beiden Gruppen unterschieden sich nicht statistisch signifikant
voneinander.
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Abbildung 3.10: Kdrpergewicht der n=9 gematchten Kontrollen (weiRe Punkte) sowie der n=9 SIDS-
Félle (schwarze Punkte) als Funktion des Alters der Kinder. Die Punkte reprasentieren individuelle
Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte
der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve: Werte der n=9 SIDS-Félle).
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Abbildung 3.11: Gehirngewicht der n=9 gematchten Kontrollen (weif3e Punkte im oberen Graphen;

weiller Balken im unteren Graphen), sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte im oberen Graphen,

schwarzer Balken im unteren Graphen). Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters

der Kinder sowie die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null

verschiedenen Steigungen der Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte
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der n=9 gematchten Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-
Félle. Der untere Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9
gematchten Kontrollen (weiler Balken) und der n=9 SIDS-Falle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte
dieser beiden Gruppen unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.12: Gehirngewicht der n=9 gematchten Kontrollen (weie Punkte) sowie der n=9 SIDS-
Félle (schwarze Punkte) als Funktion des Alters der Kinder. Die Punkte reprasentieren individuelle
Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte
der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve: Werte der n=9 SIDS-Félle).
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Abbildung 3.13: Verhaltnis Gehirngewicht zu Kérpergewicht der n=9 gematchten Kontrollen (weiRe
Punkte im oberen Graphen; weilRer Balken im unteren Graphen), sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze
Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken im unteren Graphen). Der obere Graph zeigt die

Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder (es ergaben sich keine linearen Regressionsgeraden mit

statistisch signifikant von Null verschiedener Steigung).
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Der untere Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten
Kontrollen (weiller Balken) und der n=9 SIDS-Félle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser
beiden Gruppen unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.14: Verhaltnis Gehirngewicht zu Koérpergewicht der n=9 gematchten Kontrollen (weiRe
Punkte) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte) als Funktion des Alters der Kinder. Die Punkte
représentieren individuelle Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse
(gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve: Werte der n=9
SIDS-Falle).
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3.1.2.2 Gesamtzahl von Granularzellen und Gesamtzahl von Purkinjezellen, und
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhalfte
Tabelle 3.12 listet die individuellen Werte flr Alter, die Gesamtzahl von Granularzellen und
Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie die Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der
jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte zusammen mit den jeweiligen Mittelwerten und
Standardfehlern der Mittelwerte (standard error of the mean; SEM) und der jeweiligen
prozentualen Differenz fUr die entsprechenden Variablen zwischen den n=9 gematchten
Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen. Tabelle 3.13 zeigt die Ergebnisse der linearen
Regressionsanalyse dieser Variablen; der zugehorige statistische Vergleich hinsichtlich der
Steigungen und der Achsenabschnitte der Regressionsgeraden findet sich in Tabelle 3.14.
Tabelle 3.15 stellt die statistische Auswertung der nicht-linearen Regressionsanalyse auf
Grundlage einer quadratischen Regression dar, und Tabelle 3.16 enthalt die Ergebnisse des
Vergleichs der genannten Variablen mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test.

Die Abbildungen 3.15, 3.17 und 3.19 veranschaulichen im oberen Teil graphisch die
individuellen Werte der Gesamtzahl von Granularzellen und Gesamtzahl von Purkinjezellen,
sowie der Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte als Funktion des Alters, zusammen mit den jeweiligen Regressionsgeraden,
deren Steigung statistisch signifikant (d.h. p<0,05) von Null verschieden war. Diese wurden
durch den unteren Teil der jeweiligen Abbildungen erganzt, der die jeweils zugehorigen
Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte enthalt. Die Abbildungen 3.16, 3.18 und 3.20
zeigen entsprechend der jeweiligen Variablen die Ergebnisse der nicht-linearen
Regressionsanalysen der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Falle.

Die n=9 SIDS-Falle zeigten gegeniber den n=9 gematchten Kontrollen teilweise
erhebliche Differenzen. Dies betraf die mittlere Gesamtzahl von Granularzellen (+10,0%) und
die mittlere Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle (+12,5%). Dagegen fiel die Differenz
in der mittleren Anzahl von Purkinjezellen in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte (-1,1%)
zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen nur sehr gering aus.

Sowohl fir die Gesamtzahl von Granularzellen als auch fir die Anzahl von
Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte war bei beiden
Gruppen eine vom Alter abhangige statistisch signifikante Zunahme gegeben. Die
Gesamtzahl von Purkinjezellen war davon nicht betroffen. Der Vergleich der entsprechenden
linearen Regressionsgeraden sowohl hinsichtlich der Achsenabschnitte als auch der
Steigungen war nicht statistisch signifikant.

Der Unterschied zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-

Fallen in Bezug auf die mittlere Gesamtzahl von Granularzellen, die mittlere
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Gesamtzahl von Purkinjezellen und die mittlere Anzahl von Granularzellen pro
Purkinjezelle in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte war statistisch nicht

signifikant.
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Tabelle 3.12: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of
the mean; SEM) und Differenz zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen
beziiglich Alter, der Gesamtzahl von Granularzellen, Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie der

Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte.

n=9 gematchte Alter Gesamtzahl von Gesamtzahl von Anzahl
Kontrollen . Granularzellen /
Eallnummer [Monate] Granularzellen Purkinjezellen Purkinjezelle
10/79 15 9.110.555.287 10.350.596 880
10/71 3 17.968.152.576 12.985.487 1.384
10/80 3 12.140.814.802 11.670.494 1.040
10/99 4 30.747.887.100 14.982.554 2.052
10/92 7 28.045.461.675 17.405.592 1.611
10/84 9 25.828.425.000 8.693.284 2971
10/45 10 36.251.846.400 13.756.519 2.635
10/58 10 38.693.516.400 13.951.158 2.773
10/65 10 40.327.320.000 14.672.664 2.748
Mittelwert 6,4 26.568.219.916 13.163.150 2.011
SEM 1,17 3.795.444.382 871.700 269
n=9 SIDS-Félle | Alter Gesamtzahl von Gesamtzahl von Anzahl
Fallnummer | [Monate] Granularzellen Purkinjezellen Granu!an_’zellen /
Purkinjezelle
10/67 2 10.729.498.423 11.846.820 906
10/50 3 16.597.875.840 14.845.360 1.118
10/68 3 22.090.943.616 12.322.376 1.793
10/54 6 22.550.317.440 14.509.412 1.554
10/55 7 32.948.315.400 12.898.029 2.555
10/47 9 33.558.115.500 11.210.294 2.994
10/73 10 42.342.115.200 12.721.356 3.328
10/78 10 40.449.068.237 14.838.386 2.726
10/88 10 44.442.372.800 11.954.029 3.718
Mittelwerte 6,7 29.523.180.273 13.016.229 2.299
SEM 1,11 4.011.129.671 459.999 332
Differenz SIDS |14 206 +10,0% 1,1% +12,5%
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Tabelle 3.13: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Variablen Gesamtzahl von
Granularzellen, Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in
der jeweils untersuchten Kleinhirnh&lfte als Funktion des Alters der n=9 gematchten Kontrollen und
der n=9 SIDS-Fille. r*: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of fit). F: F-Wert. p: p-Wert (p-
Werte <0.05 sind fett markiert).

Variable (Kontrollen) r? F p
Gesamtzahl von Granularzellen 0,769 23,3 0,002
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,050 0,37 0,564
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 0,838 36,1 < 0,001
Variable (SIDS) r? F P
Gesamtzahl von Granularzellen 0,921 81,8 < 0,001
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,004 0,03 0,867
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 0,856 41,7 < 0,001

Tabelle 3.14: Ergebnisse des statistischen Vergleichs der linearen Regressionsanalysen der Variablen
Gesamtzahl von Granularzellen, Gesamtzahl von Purkinjezellen, sowie Anzahl von Granularzellen pro
Purkinjezelle in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte als Funktion des Alters zwischen den n=9
gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen. Gezeigt sind die F-Werte (F) und die p-Werte (p)
der Berechnungen, ob die Regressionsgeraden der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Félle
sich in Bezug auf die Steigung der Geraden (oberer Teil der Tabelle) bzw. den Achsenabschnitt
(unterer Teil der Tabelle) statistisch signifikant (d.h. p<0,05) voneinander unterschieden.

Variable - Steigung der Regressionsgeraden F p

Gesamtzahl von Granularzellen 0,813 0,383
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,363 0,556
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 1,516 0,239
Variable - Achsenabschnitt der Regressionsgeraden F p

Gesamtzahl von Granularzellen 0,834 0,376
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,028 0,871
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 1,495 0,240
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Tabelle 3.15: Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse der Gesamtzahl von Granularzellen,
der Gesamtzahl von Purkinjezellen sowie der Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der
jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte als Funktion des Alters der n=9 gematchten Kontrollen und der
n=9 SIDS-Falle. Die Analyse erfolgte mit quadratischer Regression (y = BO + B1-x + B2-x?) nach der
Least-squares-(ordinary )fitting-Methode. r*: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of fit).

Variable (Kontrollen) r?

Gesamtzahl von Granularzellen 0,780
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,253
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 0,838
Variable (SIDS) r?

Gesamtzahl von Granularzellen 0,924
Gesamtzahl von Purkinjezellen 0,061
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 0,862

Tabelle 3.16: Ergebnisse des Vergleichs der Variablen Gesamtzahl von Granularzellen, Gesamtzahl
von Purkinjezellen, sowie Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten

Kleinhirnh&lfte zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Féllen mittels Wilcoxon
matched-pairs signed rank Test. p: p-Wert.

Variable p

Gesamtzahl von Granularzellen 0,129
Gesamtzahl von Purkinjezellen 1,000
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle 0,250
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Gesamtzahl von Granularzellen
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Abbildung 3.15: Gesamtzahl von Granularzellen in der jeweils untersuchten Kleinhirnh&lfte der n=9
gematchten Kontrollen (weifle Punkte im oberen Graphen; weil3er Balken im unteren Graphen) sowie
der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken im unteren Graphen).
Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder sowie die Ergebnisse der

linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedenen Steigungen der

81



Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 gematchten
Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-Félle. Der untere
Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten Kontrollen
(weiller Balken) und der n=9 SIDS-Falle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser beiden Gruppen
unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.

Gesamtzahl von Granularzellen

Alter [Monate]

Abbildung 3.16: Gesamtzahl von Granularzellen in der jeweils untersuchten Kleinhirnhé&lfte der n=9
gematchten Kontrollen (weille Punkte) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte) als Funktion des
Alters. Die Punkte représentieren individuelle Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen
Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve:
Werte der n=9 SIDS-Félle).
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Gesamtzahl von Purkinjezellen
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Abbildung 3.17: Gesamtzahl von Purkinjezellen in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte der n=9

gematchten Kontrollen
der n=9 SIDS-Félle (s

Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder (es ergaben sich keine

linearen Regressionsgeraden mit statistisch signifikant von Null verschiedener Steigung). Der untere

(weille Punkte im oberen Graphen; weil3er Balken im unteren Graphen), sowie

chwarze Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken im unteren Graphen).
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Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten Kontrollen
(weiller Balken) und der n=9 SIDS-Falle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser beiden Gruppen
unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.18: Gesamtzahl von Purkinjezellen in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=9
gematchten Kontrollen (weille Punkte) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte) als Funktion des
Alters. Die Punkte repréasentieren individuelle Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen
Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve:
Werte der n=9 SIDS-Félle).
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Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle
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Abbildung 3.19: Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte der n=9 gematchten Kontrollen (weil’e Punkte im oberen Graphen; weiRer Balken im
unteren Graphen) sowie der n=9 SIDS-Falle (schwarze Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken
im unteren Graphen). Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder sowie
die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedenen

Steigungen der Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9
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gematchten Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-Falle. Der
untere Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten
Kontrollen (weiller Balken) und der n=9 SIDS-Félle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser
beiden Gruppen unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.20: Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte der n=9 gematchten Kontrollen (weifle Punkte) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze
Punkte) als Funktion des Alters. Die Punkte reprasentieren individuelle Kinder, die Kurven die
Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten
Kontrollen; durchgezogene Kurve: Werte der n=9 SIDS-Fille).

86



3.1.2.3 Volumina der Molekularschicht, der inneren Granularzellschicht und der

weillen Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhéalfte
Tabelle 3.17 zeigt die individuellen Werte fur Alter sowie die Volumina der Molekularschicht,
der inneren Granularzellschicht und der weilen Substanz in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte und zusatzlich die jeweiligen Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte
(standard error of the mean; SEM) einschlieRlich der entsprechenden prozentualen
Differenzen dieser Variablen zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-
Fallen. Tabelle 3.18 listet die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse dieser Variablen;
der statistische Vergleich der Regressionsgeraden in Bezug auf die Parameter Steigung und
Achsenabschnitt ist aus Tabelle 3.19 ersichtlich. In Tabelle 3.20 ist die statistische
Auswertung der nicht-linearen Regressionsanalyse auf Grundlage einer quadratischen
Regression dargestellt, in Tabelle 3.21 sind die genannten Variablen nach dem Wilcoxon
matched-pairs signed rank Test gegeniibergestellt.

Die Abbildungen 3.21, 3.23 und 3.25 zeigen im oberen Teil die individuellen Werte der
Volumina der Molekularschicht, der inneren Granularzellschicht und der weil3en Substanz in
der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-
Falle und die sich daraus ergebenden Regressionsgeraden als Funktion des Alters, deren
Steigung statistisch signifikant (d.h. p<0,05) von Null verschieden war. Im unteren Teil der
Abbildungen finden sich die entsprechenden Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte.
Die Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalysen der jeweiligen Variablen der n=9
gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Félle zeigen die Abbildungen 3.22, 3.24 und 3.26.

Die n=9 SIDS-Falle unterschieden sich von den n=9 gematchten Kontrollen zum Teil
erheblich. Dies machte sich besonders im Volumen der Molekularschicht (+19,9%) und im
Volumen der inneren Granularzellschicht (+12,3%) bemerkbar, wahrend die Differenz im
mittleren Volumen der weil3en Substanz (+4,4%) vergleichsweise gering ausfiel.

Alle drei genannten Schichten in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=9
gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Falle zeigten eine altersabhangige statistisch
signifikante Zunahme hinsichtlich ihres Volumens. Der statistische Vergleich der linearen
Regressionsgeraden ergab jedoch sowohl hinsichtlich der Steigung der
Regressionsgeraden als auch hinsichtlich der Achsenabschnitte keinen statistisch
signifikanten Unterschied. Auch der Wilcoxon matched-pairs signed rank Test zeigte
keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den n=9 gematchten Kontrollen
und den n=9 SIDS Féllen.
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Tabelle 3.17: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of
the mean; SEM) und Differenz zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen
beziiglich Alter sowie der Volumina der Molekularschicht, der inneren Granularzellschicht und der
weillen Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte.

n=9 gematchte Volumen der Vo_Iumen der Volumen der
Alter inneren i
Kontrollen Molekular- | I weillen Substanz
Fallnummer [Monate] schicht [cm?] Gra_nu arzeg_ [cm?]
schicht [cm’]
10/79 1,5 1,93 6,37 3,76
10/71 3 5,29 9,29 5,22
10/80 3 2,79 6,55 3,61
10/99 4 6,77 10,95 6,21
10/92 7 10,46 12,80 7,71
10/84 9 8,58 8,30 5,41
10/45 10 11,52 16,05 7,03
10/58 10 10,69 13,32 6,89
10/65 10 14,60 14,69 7,65
Mittelwert 6,4 8,07 10,93 5,94
SEM 1,17 1,41 1,17 0,52
n=9 SIDS- Alter Volumen der Vo::::;e;r;nder Volumen der
Falle Molekular- | I weilRen Substanz
Fallnummer | (Monate] schicht [cm?] Granu arzel- [cm]
schicht [cm’]

10/67 2 2,41 7,62 4,29
10/50 3 4,74 7,90 4,40
10/68 3 7,45 11,67 6,32
10/54 6 8,32 11,18 5,38
10/55 7 9,97 13,17 5,61
10/47 9 12,76 14,75 6,89
10/73 10 14,49 15,81 6,06
10/78 10 17,45 16,76 9,14
10/88 10 13,13 13,21 7,87
Mittelwert 6,7 10,08 12,45 6,22
SEM 1,11 1,61 1,07 0,52

Differenz SIDS | 44,206 +19,9% +12,3% +4,4%
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Tabelle 3.18: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Variablen Volumen der
Molekularschicht, Volumen der inneren Granularzellschicht und VVolumen der weilien Substanz in der
jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte als Funktion des Alters der n=9 gematchten Kontrollen und der

n=9 SIDS-Fille. r*: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of fit). F: F-Wert. p: p-Wert (p-Werte
<0,05 sind fett markiert).

Variable (Kontrollen) r? F P
Volumen der Molekularschicht 0,840 36,6 <0,001
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,615 11,2 0,012
Volumen der weien Substanz 0,594 10,2 0,015
Variable (SIDS) r? F P
Volumen der Molekularschicht 0,899 62,4 < 0,001
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,809 29,7 0,001
Volumen der weilRen Substanz 0,583 9,8 0,017

Tabelle 3.19: Ergebnisse des statistischen Vergleichs der linearen Regressionsanalysen der Variablen
Volumen der Molekularschicht, Volumen der inneren Granularzellschicht und Volumen der weifl3en
Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhdlfte als Funktion des Alters zwischen den n=9
gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen. Gezeigt sind die F-Werte (F) und die p-Werte (p)
der Berechnungen, ob die Regressionsgeraden der n=9 gematchten Kontrollen und der n=9 SIDS-Félle
sich in Bezug auf die Steigung der Geraden (oberer Teil der Tabelle) bzw. den Achsenabschnitt

(unterer Teil der Tabelle) statistisch signifikant (d.h. p<0,05) voneinander unterschieden.

Variable - Steigung der Regressionsgeraden F p

Volumen der Molekularschicht 1,271 0,279
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,089 0,769
Volumen der weilRen Substanz 0,021 0,887
Variable — Achsenabschnitt der Regressionsgeraden F p

Volumen der Molekularschicht 4114 0,061
Volumen der inneren Granularzellschicht 2,088 0,169
Volumen der weiRen Substanz 0,133 0,721
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Tabelle 3.20: Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse der Variablen Volumen der
Molekularschicht, Volumen der inneren Granularzellschicht und VVolumen der weil3en Substanz in der
jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte als Funktion des Alters der n=9 gematchten Kontrollen und der
n=9 SIDS-Falle. Die Analyse erfolgte mit quadratischer Regression (y = BO + B1-x + B2-x?) nach der
Least-squares-(ordinary) fitting-Methode. r*: quadrierter Regressionskoeffizient (goodness of fit).

Variable-Kontrollen r?

Volumen der Molekularschicht 0,853
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,618
Volumen der weien Substanz 0,684
Variable-SIDS r’

Volumen der Molekularschicht 0,901
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,810
Volumen der weilRen Substanz 0,620

Tabelle 3.21: Ergebnisse des Vergleichs der Variablen Volumen der Molekularschicht, Volumen der
inneren Granularzellschicht und Volumen der weilen Substanz in der jeweils untersuchten
Kleinhirnhélfte zwischen den n=9 gematchten Kontrollen und den n=9 SIDS-Féllen mittels Wilcoxon
matched-pairs signed rank Test. p: p-Wert.

Variable p

Volumen der Molekularschicht 0,129
Volumen der inneren Granularzellschicht 0,301
Volumen der weif3en Substanz 0,734

90
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Abbildung 3.21: Volumen der Molekularschicht in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte der n=9
gematchten Kontrollen (weilRe Punkte im oberen Graphen; weiller Balken im unteren Graphen) sowie
der n=9 SIDS-Falle (schwarze Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken im unteren Graphen).
Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder sowie die Ergebnisse der

linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedenen Steigungen der
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Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 gematchten
Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-Félle. Der untere
Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten Kontrollen
(weiller Balken) und der n=9 SIDS-Falle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser beiden Gruppen
unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.

Volumen der Molekularschicht
18 ®

O T I I I I

0 2 4 6 8 10 12
Alter [Monate]

Abbildung 3.22: Volumen der Molekularschicht in der jeweils untersuchten Kleinhirnhélfte der n=9
gematchten Kontrollen (weille Punkte) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte) als Funktion des
Alters. Die Punkte représentieren individuelle Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen
Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve:
Werte der n=9 SIDS-Félle).
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Abbildung 3.23: VVolumen der inneren Granularzellschicht in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte
der n=9 gematchten Kontrollen (weie Punkte im oberen Graphen; weiller Balken im unteren
Graphen) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken im
unteren Graphen). Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder sowie die
Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedenen

Steigungen der Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9
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gematchten Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-Falle. Der
untere Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten
Kontrollen (weiller Balken) und der n=9 SIDS-Félle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser
beiden Gruppen unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.24: Volumen der inneren Granularzellschicht in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte
der n=9 gematchten Kontrollen (weile Punkte) sowie der n=9 SIDS-Fille (schwarze Punkte) als
Funktion des Alters. Die Punkte repréasentieren individuelle Kinder, die Kurven die Ergebnisse der
nicht-linearen Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten Kontrollen;
durchgezogene Kurve: Werte der n=9 SIDS-Falle).
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Abbildung 3.25: Volumen der weillen Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=9
gematchten Kontrollen (weifle Punkte im oberen Graphen; weil3er Balken im unteren Graphen) sowie
der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte im oberen Graphen, schwarzer Balken im unteren Graphen).
Der obere Graph zeigt die Einzelwerte als Funktion des Alters der Kinder sowie die Ergebnisse der

linearen Regressionsanalyse (mit statistisch signifikant von Null verschiedenen Steigungen der
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Regressionsgeraden). Gestrichelte Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 gematchten
Kontrollen. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade der Werte der n=9 SIDS-Félle. Der untere
Graph zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte der n=9 gematchten Kontrollen
(weiller Balken) und der n=9 SIDS-Falle (schwarzer Balken). Die Mittelwerte dieser beiden Gruppen
unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.
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Abbildung 3.26: Volumen der weillen Substanz in der jeweils untersuchten Kleinhirnhalfte der n=9
gematchten Kontrollen (weille Punkte) sowie der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte) als Funktion des
Alters. Die Punkte représentieren individuelle Kinder, die Kurven die Ergebnisse der nicht-linearen
Regressionsanalyse (gestrichelte Kurve: Werte der n=9 gematchten Kontrollen; durchgezogene Kurve:
Werte der n=9 SIDS-Félle).
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3.1.3 Gesamtzahl von Purkinjezellen aller n=14 Kontrollen und n=9 SIDS-

Falle als Funktion des Intervalls zwischen Tod und Autopsie
Tabelle 3.22 stellt die individuellen Werte der n=14 Kontrollen und der n=9 SIDS-Félle fur
das Alter, die Todesursache, die Zeit zwischen Tod und Autopsie und die Gesamtzahl von
Purkinjezellen in der untersuchten Kleinhirnhélfte dar. Zusatzlich sind die jeweiligen
Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (standard error of the mean; SEM) fir die
n=9 gematchten Kontrollen, die n=5 weiteren, nicht gematchten Kontrollen und die n=9
SIDS-Félle gelistet. Abbildung 3.27 zeigt die individuellen Werte der Gesamtzahl von
Purkinjezellen in der untersuchten Kleinhirnhélfte als Funktion des Intervalls zwischen Tod
und Autopsie fir die n=14 Kontrollen und die n=9 SIDS-Falle.

Fur beide Gruppen zeigte die lineare Regressionsanalyse keine statistisch signifikante
(d.h. p<0,05) Abhangigkeit der Gesamtzahl von Purkinjezellen in der untersuchten
Kleinhirnhélfte als Funktion des Intervalls zwischen Tod und Autopsie (n=14 Kontrollen: r* =
0,005; F = 0,062; P = 0,808; n=9 SIDS-Falle: r* = 0,050; F = 0,364; P = 0,565). Dariiber
hinaus ergab der Mann-Whitney-U-Test keinen statistisch signifikanten (d.h. p<0,05)
Unterschied im mittleren Intervall zwischen Tod und Autopsie zwischen den n=14 Kontrollen
(33,0 £ 5,1 h; Mittelwert + SEM) und den n=9 SIDS-Fallen (30,8 + 6,8 h) (p = 0,777).
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Tabelle 3.22: Individuelle Werte, Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of
the mean; SEM) der n=9 gematchten Kontrollen, der n=9 SIDS-Félle und der n=5 nicht gematchten
Kontrollen beziglich Alter, Intervall zwischen Tod und Autopsie (post mortem interval: PMI [h]) und
der Gesamtzahl von Purkinjezellen in der untersuchten Kleinhirnhélfte. AuBerdem ist die jeweilige
Todesursache gelistet.

Fallnr. ?I\I/Tz]r Todesursache PMI [h] %ejﬁli?rgfsgell:;%n
n=9 gematchte Kontrollen
10/79 1,5 | Wahrscheinlich Herzfehler 36 10.350.596
10/71 3 Wahrscheinlich Infekt 28 12.985.487
10/80 3 Waterhouse-Friedrichsen Syndrom 27 11.670.494
10/99 4 Unklar - kein SIDS 25 14.982.554
10/92 7 Erwirgen 11 17.405.592
10/84 9 MCAD- / Adrenogenitales Syndrom 29 8.693.284
10/45 10 Sepsis 29 13.756.519
10/58 10 CO-Intoxikation 76 13.951.158
10/65 10 Wahrscheinlich Myokarditis 7 14.672.664
Mittelwert 6,4 29,8 13.163.150
SEM 1,2 6,5 871.700
n=9 SIDS-Falle
10/67 2 SIDS 24 11.846.820
10/50 3 SIDS 56 14.845.360
10/68 3 SIDS 18 12.322.376
10/54 6 SIDS 39 14.509.412
10/55 7 SIDS 33 12.898.029
10/47 9 SIDS 64 11.210.294
10/73 10 SIDS 5 12.721.356
10/78 10 SIDS 32 14.838.386
10/88 10 SIDS 6 11.954.029
Mittelwert 6,7 30,8 13.016.229
SEM 1,1 6,8 459.999
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Fortsetzung Tabelle 3.22

weitere, n=5 nicht gematchte Kontrollen

10/46 0,03 | Ersticken 33 12.129.831
10/76 0,03 |Erwirgen 10 11.301.646
10/70 0,83 | Totung (Ersticken) 42 13.005.827
10/64 8 Otitis media 53 13.667.317
10/77 11 Herzfehler 56 13.410.762

Mittelwert 40 38,8 12.703.077
SEM 2,3 8,3 436.741

Abhangigkeit der Gesamtzahl von Purkinjezellen
vom Intervall zwischen Tod und Autopsie
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Abbildung 3.27: Gesamtzahl von Purkinjezellen in der untersuchten Kleinhirnhalfte als Funktion des
Intervalls zwischen Tod und Autopsie fir die n=14 Kontrollen (weiRe Punkte) und die n=9 SIDS-Félle
(schwarze Punkte). Dargestellt sind die Einzelwerte der Kinder (es ergaben sich keine linearen

Regressionsgeraden mit statistisch signifikant von Null verschiedener Steigung).
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3.2 Ergebnisse der Nebenuntersuchung

3.2.1 Immunhistochemischer Nachweis von Sonic hedgehog und Calbindin
Abbildung 3.28 fasst die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen
zusammen. In allen untersuchten Kleinhirnen exprimierten die Purkinjezellen sowohl

Sonic hedgehog als auch Calbindin.

3.2.2 Kontrollversuch zum immunhistochemischen Nachweis von Sonic
hedgehog

Abbildung 3.29 zeigt die Ergebnisse des Kontrollversuchs zum immunhistochemischen

Nachweis von Sonic hedgehog in Purkinjezellen im Kleinhirn.

Eine Vorinkubation des Primarantikérpers gegen Sonic hedgehog mit Sonic hedgehog-
Protein ergab eine wesentlich schwachere immunhistochemische Markierung der
Purkinjezellen als der Kontrollversuch ohne Vorinkubation des Priméarantikdrpers gegen
Sonic hedgehog mit Sonic hedgehog-Protein.
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Abbildung 3.28: Immunhistochemischer Nachweis von Sonic hedgehog (SHH) (a bis f) sowie von
Calbindin (g bis m) in Purkinjezellen (Pfeile) im Kleinhirn von Kindern unterschiedlichen Alters (a
und g: 1 Monat [M1; Fallnummer 10/90]; b und h: 3 Monate [M3; Fallnummer 10/59]; ¢ und i: 6
Monate [M6; Fallnummer 10/96]; d und k: 8 Monate [M8; Fallnummer 10/44]; e und I: 9 Monate
[M9; Fallnummer 10/56]; f und m: 10 Monate [M10; Fallnummer 10/48]). MS: Molekularschicht.
iGZS: innere Granularzellschicht. Der Balken in m reprasentiert 25 pum.

101



Abbildung 3.29: Kontrollversuch zum immunhistochemischen Nachweis von Sonic hedgehog (SHH)
in Purkinjezellen (Pfeile) im Kleinhirn von Kindern (hier exemplarisch dargestellt fur Fallnummer
10/96). Nach Vorinkubation des Priméarantikorpers gegen SHH mit SHH-Protein (Verdinnungsstufe 4
in Tabelle 2.16) war die immunhistochemische Markierung der Purkinjezellen erheblich schwacher (a)
als ohne Vorinkubation des Primérantikorpers gegen SHH mit SHH-Protein (b). Bei den anderen in
Tabelle 2.16 genannten Verdinnungsstufen zeigte sich dieser Effekt nicht (nicht im Bild gezeigt). Die
Abbildungen a und b reprasentieren vollstandig identische Laborbedingungen bei der
Immunhistochemie, der Mikroskopie und der digitalen Bildbearbeitung. MS: Molekularschicht. iGZS:
innere Granularzellschicht. Der Balken in b représentiert 25 pum.
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4 Diskussion

4.1 Validitat der Ergebnisse der stereologischen Auswertung

Die design-based Stereologie bietet gegentber anderen Methoden zur Ermittlung von
Zellzahlen und Zelldichten verschiedene Vorteile, die nachfolgend beispielhaft an der
Bestimmung von Purkinjezelldichten im Rattenkleinhirn dargestellt werden sollen (vgl. Glaser
et al., 2006). Daflr soll in einer weiteren Modellanschauung (neben den Fischen in Kapitel
.Material und Methoden“ oben im Text) die Hypothese Uberprift werden, dass eine
Behandlung mit einer neurotoxischen Substanz zu einer Verminderung der Anzahl von
Purkinjezellen im Rattenkleinhirn fiihrt.

Einem Untersucher liegen zwanzig Rattenkleinhirne vor. Zehn der Tiere werden mit einer
neurotoxischen Substanz behandelt, die anderen zehn Tiere dienen als Kontrollen. Von den
den Tieren enthommenen Kleinhirnen fertigt der Untersucher im Labor 5 um dicke Nissl-
gefarbte Paraffinschnitte an. Der Untersucher entscheidet sich, pro Rattenkleinhirn 15
reprasentative - im Sinne von ,am schdnsten geférbte und viele Purkinjezellen enthaltende” -
Gesichtsfelder unter dem Mikroskop mit einem 40x-Objektiv, das tUber dem Gesichtsfeld mit
einem Rechteck ausgestattet ist, auszuwerten. Dann zahlt er in den Gesichtsfeldern alle
Purkinjezellen, die er finden kann. Zur Bestimmung von Purkinjezelldichten dividiert der
Untersucher fur jedes Tier die Anzahl der in jeweils allen Gesichtsfeldern gezahlten
Purkinjezellen durch das Produkt aus der Flache des Rechtecks im Gesichtsfeld und der
Anzahl der untersuchten Gesichtsfelder (im konkreten Fall 15). Die mittleren
Purkinjezelldichten der mit der neurotoxischen Substanz behandelten Ratten und der
Kontrollen vergleicht er mit dem Student t-Test. Als Ergebnis erhalt er eine Verminderung der
mittleren Zelldichte der Purkinjezellen in den Kleinhirnen der mit der neurotoxischen
Substanz behandelten Tiere. Die Verminderung ist aber nicht statistisch signifikant (d.h. p >
0,05). Aus diesem Befund der Ermittlung der mittleren Zelldichten der Purkinjezellen im
Rattenkleinhirn leitet der Untersucher ab, dass die Behandlung der Ratten mit der
neurotoxischen Substanz nicht zu einer statistisch signifikanten Verminderung von
Purkinjezellen im Kleinhirn fahrt.

Diese Art der Ermittlung von Zelldichten und Unterschieden zwischen Gruppen z.B. von
Versuchstieren entspricht nach heutigen Mal3stédben, insbesondere vor dem Hintergrund der
Maoglichkeiten, die die design-based stereologischen Methoden bieten, nicht mehr dem state-
of-the-art. Nach der oben beschriebenen Untersuchung von Purkinjezelldichten im
Rattenkleinhirn findet der Untersucher keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
den mit einer neurotoxischen Substanz behandelten Tieren und den Kontrollen. Allerdings
stellt sich die Frage, ob man mit der beschriebenen Methodik einen statistisch signifikanten

Unterschied wirklich ausschlieRen kann, oder ob ein vorliegender statistisch signifikanter
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Unterschied in der mittleren Gesamtzahl von Purkinjezellen zwischen den beiden Gruppen

von Tieren mdglicherweise mit einer anderen Methode der Datenerhebung sichtbar wirde.

Dazu sei folgendes angemerkt:

Die Auswertung ,reprasentativer Schnitte“ (hier des Rattenkleinhirns) und ,reprasentativer
Gesichtsfelder* (Ublicherweise die am schdnsten gefarbten) setzt die Annahme voraus,
dass die an diesen ausgesuchten Schnitten bzw. Gesichtsfeldern erzielten Ergebnisse
dem Durchschnitt der Ergebnisse aller Schnitte bzw. aller mdglichen Gesichtsfelder eines
Rattenkleinhirns entsprechen, wenn alle Schnitte bzw. alle mdglichen Gesichtsfelder auf
exakt die gleiche Art und Weise ausgewertet wirden. Tatsachlich kdénnen die
Auswertungen subjektiv ausgewahlter ,reprasentativer® Schnitte bzw. Gesichtsfelder
jedoch erheblich von diesem Durchschnitt abweichen (vgl. Schmitz et al., 2005; Glaser et
al., 2006). Dagegen basieren die design-based stereologischen Methoden, um dieser
Problematik entgegenzuwirken, auf der Analyse systematisch-zuféllig ausgewahlter
Serien (SRS Serien) von Schnitten und Gesichtsfeldern (vgl. z.B. Schmitz und Hof, 2005;
Glaser et al., 2006).

Da die Purkinjezellen mit einem mittleren Durchmesser ihres Perikaryons von ca. 20 pm
verhaltnismafig grol3e Zellen sind, erscheinen in dem oben geschilderten Beispiel in den
5 um dicken Schnitten, die ja keinen Platz fiir eine ganze Purkinjezelle bieten, immer nur
Teile von Purkinjezellen. Daraus ergibt sich, dass mit der Dicke des Schnitts bzw. mit der
GroRRe der Zellen die Wahrscheinlichkeit steigt, dass sich eine Zelle in einem Schnitt
befindet. Es konnte also passieren, dass eine Purkinjezelle sich Uber vier
aufeinanderfolgende Schnitte erstreckt (20 pum angenommener Durchmesser des
Perikaryons in vier je 5 um dicken Gewebeschnitten) und so auch in jedem der Schnitte
als Zelle gezahlt werden kann. Dies kodnnte bei einer Analyse aller vier
aufeinanderfolgenden Schnitte bis zu einem 4-fach erhéht falschen Ergebnis fiihren (vier
Zellen anstatt nur einer Zelle). In der design-based Stereologie 16st man dieses Problem
dadurch, indem man (i) Ublicherweise Schnitte mit einer viel gréReren Dicke als 5 pum fir
die Auswertung verwendet und (ii) nicht die gesamte Zelle oder bestimmte Teile davon,
sondern einen genau einmal in der Zelle vorkommenden Punkt als Zahlkriterium definiert
und nur diesen Punkt zahlt (z.B. den Mittelpunkt des Zellkerns). Befindet sich nun dieser
genau definierte und nur genau einmal in der Zelle vorkommende Punkt in dem aktuell
auszuwertenden Schnitt, kann die Zelle maximal einmal in die Z&hlung eingehen, da in
allen anderen moglichen Schnitten zwar Teile der Zelle, nicht aber der genau einmal in
der Zelle vorkommende Punkt vorhanden sein kdnnen. Dadurch werden in der
Auswertung sowohl die Gréf3e und die Form der gezéhlten Zellen, wie auch deren Lage

im Raum, unerheblich.
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e Eine Bestimmung alleine der Zelldichte in einem Gewebe kann sich als vollkommen
irrefihrend erweisen, da diese immer auch vom untersuchten Volumen abhéngig ist. So
fuhrt beispielsweise eine Verminderung der Gesamtzahl von Zellen in einem Gewebe
nicht automatisch auch zu einer Verminderung der Zelldichte. Vielmehr kann bei
gleichzeitiger Verminderung des Volumens des Gewebes die Zelldichte in diesem
Gewebe trotz Verminderung der Gesamtzahl der Zellen unverandert bleiben (fur ein
besonders eindrucksvolles Beispiel siehe Schmitz et al., 2005).

Somit konnten im eingangs geschilderten Beispiel die Ergebnisse durch eine Vielzahl von

Umstanden beeinflusst sein. Konkret konnte der Untersucher bei der Bestimmung von

mittleren Purkinjezelldichten im Rattenkleinhirn nach der Gabe einer neurotoxischen

Substanz nicht entscheiden, ob (i) sich die durchschnittliche Gréf3e der Rattenkleinhirne

durch die Gabe der neurotoxischen Substanz geéandert hatte, (ii) die durchschnittliche GroR3e

der Perikaryen der Purkinjezellen durch die Gabe der neurotoxischen Substanz verandert
wurde, (iii) die durch den Untersucher subjektiv als ,reprasentativ’ ausgewahlten Schnitte
tatsachlich reprasentativ fir das gesamte jeweils zu untersuchende Rattenkleinhirn waren,
und (iv) die darin befindlichen, durch den Untersucher subjektiv als ,reprasentativ*
ausgewahlten Gesichtsfelder tatsachlich repréasentativ flr die ausgewahlten Schnitte waren.

Da diese Aspekte nicht Uberprift wurden, kann auch keine Aussage Uber die wirklich

vorliegenden biologischen Verhaltnisse getroffen werden.

Die design-based stereologischen Methoden beriicksichtigen diese Aspekte, indem die
Art der Auswertung grundsatzlich fiir jedes auszuwertende Objekt im Gewebe (hier:
Purkinjezellen im Rattenkleinhirn) die gleiche Wabhrscheinlichkeit ermdéglicht, in die
Auswertung einzugehen, d.h. in der Auswertung einer SRS-Stichprobe von Schnitten und
Gesichtsfeldern gezahlt zu werden.

Daraus ergibt sich der folgende adaquate Weg, mit design-based stereologischen
Methoden die Hypothese zu Uberprifen, dass eine Behandlung mit einer neurotoxischen
Substanz zu einer Verminderung der Anzahl von Purkinjezellen im Rattenkleinhirn fihrt:

Dem Untersucher liegen wiederum zwanzig Rattenkleinhirne vor. Zehn der Tiere werden
mit einer neurotoxischen Substanz behandelt, die anderen zehn Tiere dienen als Kontrollen.
Von den den Tieren entnommenen Kleinhirnen fertigt der Untersucher im Labor vollstandige
Kryostat-Schnittserien mit einer Schnittdicke von 50 pum an. Nun wahlt er fur jedes der
Kleinhirne eine SRS-Schnittserie aus, die im vorliegenden Beispiel aus jedem funften Schnitt
besteht (der Abstand der Schnitte ist systematisch [jeder finfte Schnitt]; der erste gewdahlte
Schnitt der Serie ist zuféllig [zwischen Schnitt 1 und Schnitt 5]). Beginnt die ausgewéhlte
SRS-Schnittserie z.B. mit dem Schnitt Nummer 2, haben die folgenden Schnitte die

Nummern 7, 12, 17, usw.. Die ausgewdahlten Schnitte farbt der Untersucher anschlieend mit
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einer besonders fir die Farbung dicker Schnitte modifizierten Nissl-Farbung. Die Auswertung
der einzelnen Schnitte der SRS-Serie erfolgt an einem mit einer besonderen Software und
dazu passender Hardware (PC, Mikroskop, Monitor, Kamera, motorgetriebener Objekttisch,
Messfiihler fiur die Tiefenmessung) ausgestatteten stereologischen Arbeitsplatz. Der
Untersucher bestimmt auf jedem auszuwertenden Schnitt den zu untersuchenden Bereich,
den er mit der Computer-Maus bei geringem Abbildungsmafistab auf dem Monitor umrandet.
Dazu wird auf dem Monitor das mittels einer Videokamera generierte Live-Bild der Abbildung
aus dem Mikroskop von der Software mit den umrandeten Konturen des auszuwertenden
Bereichs Uberlagert. Anschliel3end legt der Untersucher den Abstand der Gesichtsfelder, die
in die Auswertung eingehen, in X- und Y-Richtung fest, sowie - fiir jedes Gesichtsfeld gleich -
die GroRe des dreidimensionalen unbiased virtual counting spaces (der Bereich, in dem
letztendlich die Auswertung der Purkinjezellen erfolgt). Die Software bewegt dann den
motorgetriebenen Objekttisch bei hohem AbbildungsmaRstab von Gesichtsfeld zu
Gesichtsfeld, und der Untersucher markiert nun innerhalb der unbiased virtual counting
spaces mit der Maus auf dem Monitor jeden Purkinjezellanschnitt bzw. jede Purkinjezelle, die
den vorher festgelegten, genau einmal in der Zelle vorkommenden Punkt aufweist.
AuBerdem bestimmt der Untersucher fur jeden Schnitt die durchschnittliche Schnittdicke,
womit er mdgliche verarbeitungsbedingte Schrumpfungsartefakte in der Auswertung
bertcksichtigt. Die Software liefert fir jeden Schnitt die Summe der auf dem jeweiligen
Schnitt markierten Zellen (also der vom Untersucher gesetzten Marker), mittels derer der
Untersucher nach Abschluss der Analyse aller Schnitte einer SRS-Serie die geschéatzte
Gesamtzahl von Purkinjezellen im Rattenkleinhirn ermittelt. Nach dem Abschluss der
Auswertung der Kleinhirne der zehn mit einer neurotoxischen Substanz behandelten Ratten
und der zehn Kontrolltiere vergleicht der Untersucher die mittleren Gesamtzahlen von
Purkinjezellen beider Gruppen mittels Student t-Test. In dieser Auswertung ermittelt der
Untersucher eine statistisch signifikante (d.h. p < 0,05) Abnahme der mittleren Gesamtzahl
von Purkinjezellen im Rattenkleinhirn um etwa 25% nach Behandlung mit der neurotoxischen
Substanz. Der Untersucher schlief3t daraus, dass die Behandlung mit dieser neurotoxischen
Substanz zu einer Reduktion der Gesamtzahl von Purkinjezellen im Rattenkleinhirn fihrt.
Dieses Ergebnis widerspricht dem Ergebnis der eingangs geschilderten Untersuchung
derselben Fragestellung mit nicht design-based stereologischen Methoden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der beachtet werden sollte, betrifft die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse. So kdnnen z.B. subjektiv nach der Farbeintensitat ausgewahlte Schnitte
bzw. Gesichtsfelder nahe zusammenliegen und z.B. Randbereiche eventuell gar nicht
erfassen. Laterale Parasagittalschnitte des Kleinhirns weisen tUberwiegend Rindensubstanz

auf, wahrend mediale Parasagittalschnitte des Kleinhirns vergleichsweise mehr weil3e
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Substanz aufweisen. Bei unabhangig ausgewdahlten SRS-Schnittserien, wie sie in der
design-based stereologischen Methodik verwendet werden und die das gesamte Kleinhirn
bertcksichtigen, tritt dieses Problem nicht auf, was die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
substantiell erhéht (vgl. z.B. Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006).

Basierend auf diesen Uberlegungen und der in Kapitel ,Material und Methoden“ oben im
Text geschilderten methodischen Vorgehensweise werden in der Gesamtschau die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als valide beurteilt.

4.2 Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fur die n=14
Kontrollen und die n=9 SIDS-Falle mit Daten aus der Literatur

In der Literatur finden sich von verschiedenen Autoren Daten zu mittleren Gesamtzahlen von
Granular- und Purkinjezellen, zur mittleren Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle
sowie zu den mittleren Volumina der Molekularschicht, der Granularzellschicht und der
weillen Substanz im menschlichen Kleinhirn (Lange, 1975; Andersen et al., 1992; Andersen
und Pakkenberg, 2003; Andersen et al., 2003; Andersen, 2004). Diese Daten sind in Tabelle
4.1 zusammengefasst und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gegentbergestellt

Zur Validitat der von Riedel et al. (1989) vorgelegten Daten, die in Tabelle 4.1 nicht
berticksichtigt sind, sei angemerkt, dass die Autoren fir adulte Falle eine mittlere
Gesamtzahl von Purkinjezellen von 879,7+13,6 x 10° fiir das gesamte Kleinhirn angaben,
was aber nur etwa 3% der tatsachlichen Gesamtzahl von Purkinjezellen in einer
menschlichen Kleinhirnhélfte entspricht (die mittlere Gesamtzahl von Purkinjezellen wurde
von Riedel et al. [1989]) fur das gesamte Kleinhirn angeben; fur den Vergleich mit den Daten
der vorliegenden Arbeit und anderen Daten aus der Literatur wurde die Halfte der mittleren
Gesamtzahl von Purkinjezellen fur eine Kleinhirnhélfte angenommen). Die von Riedel et al.
(1989) angegebene mittlere Gesamtzahl von Granularzellen in  der inneren
Granularzellschicht des gesamten Kleinhirns von 19,84+3,06 x 10° betragt nur etwa 18,4%
der tatsachlichen mittleren Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht
einer Kleinhirnhalfte (die mittlere Gesamtzahl von Granularzellen wurde von Riedel et al.
[1989] fur das gesamte Kleinhirn angeben; fir den Vergleich mit den Daten der vorliegenden
Arbeit und anderen Daten aus der Literatur wurde die Halfte der mittleren Gesamtzahl von
Granularzellen fir eine Kleinhirnhélfte angenommen) und das mittlere Verhaltnis von
Granularzellen pro Purkinjezelle entspricht im menschlichen Kleinhirn nicht, wie von Riedel
et al. (1989) publiziert, 22.776+3.218, sondern ca. 3.500 (vgl. Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1: Daten aus der Literatur zu mittleren Gesamtzahlen von Granular- und Purkinjezellen, zur
mittleren Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle, sowie zu mittleren Volumina der
Molekularschicht, der Granularzellschicht und der weilen Substanz im menschlichen Kleinhirn
(Spalte A: Lange, 1975; Spalte B: Andersen et al., 1992; Spalte C: Andersen und Pakkenberg, 2003;
Spalte D: Andersen et al., 2003; Spalte E: Andersen, 2004). Die Werte in Spalte F reprasentieren die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Alle angegebenen Werte beziehen sich auf eine Kleinhirnhalfte.
(Fur alle hier angefuihrten Werte aus der Literatur — mit Ausnahme der Werte fur das Verhaltnis der
Granularzellen pro Purkinjezelle — wurden fir den Vergleich mit den Werten der vorliegenden Arbeit
die in der Literatur angefuhrten Werte halbiert.)

Quelle: A B C D E F
Gesamtzahl von Granularzellen 505 56.2 54 4 54.7 37 4%
(X 109): 1 1 1 1 1
Gesamtzahl von Purkinjezellen 15.3 14.3 14.3 14.9 13.0°
(X 106) L] 1 L] L] L]
Granularzellen pro Purkinjezelle: 2991 | 3.301° | 3.930° | 3.804° | 3.671° | 2.877°
Volumen der Molekularschicht 26.4% 27 9 1311
(cm®): ’ ’ ’
Volumen der inneren 18,9* 19.0* 143
Granularzellschicht (cm®): ' ' ’
Volumen der weilRen Substanz 16.6 14.6 16.0 16.6 712
(Cms): L 1 1 1 1

L. Mittelwerte fir die in der vorliegenden Arbeit stereologisch untersuchten Kleinhirne von SIDS-
Fallen und Kontrollen mit einem Alter von neun oder mehr Lebensmonaten (Fallnummern: 10/45,
10/47, 10/58, 10/65, 10/73, 10/77, 10/78, 10/84, 10/88). Die anderen in der vorliegenden Arbeit
untersuchten SIDS-Féalle und Kontrollen waren jinger und wiesen z.T. deutlich niedrigere Werte auf.
Solch junge Falle wurden aber in den Studien von Lange (1975), Andersen et al. (1992), Andersen und
Pakkenberg (2003), Andersen et al. (2003) und Andersen (2004) nicht untersucht. % Mittelwert fiir alle
in der vorliegenden Arbeit stereologisch untersuchten n=23 Kleinhirne von SIDS-Fallen und
Kontrollen. * Daten aus den publizierten mittleren Gesamtzahlen von Granularzellen und
Purkinjezellen errechnet. *: Bei Andersen et al. (2003) und Andersen (2004) wurden die hier
genannten Werte mit der Einheit Kubikmillimeter (mm® angegeben. Dies ist aber aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht korrekt. Ein VVolumen von 26,4 mm? wiirde z.B. in etwa einem Quader
mit den Kantenldngen 5 x 5 x 1 mm entsprechen. Es ist viel wahrscheinlicher, dass diese Daten
ebenfalls Kubikzentimeter (cm®) reprasentieren (zumindest erscheint ein Quader von 5 x 5 x 1 cm
Kantenldnge im Vergleich mit der GroRe eines menschlichen Kleinhirns viel wahrscheinlicher).
®: Errechnet aus den Daten der vorliegenden Arbeit fir die mittleren Gesamtzahlen von Granularzellen
der Kinder im Alter zwischen neun und mehr Monaten ((Fallnummern: 10/45, 10/47, 10/58, 10/65,
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10/73, 10/77, 10/78, 10/84, 10/88) und den Purkinjezellen aller n=23 Kontrollen und SIDS-Falle der
Hauptuntersuchung.

Dartber hinaus finden sich in der Literatur noch die folgenden Berichte Uber mittlere
Gesamtzahlen von Purkinjezellen pro menschlicher Kleinhirnhélfte: 15,3 x 10° (Korbo und
Andersen, 1995) sowie 11,2 x 10° (Agashiwala et al., 2008). Andersen et al. (2012) stellten
zwar Gesamtzahlen von Zellen im Kleinhirn graphisch dar, nannten diese aber nicht explizit.
Mit ca. 27 x 10° Purkinjezellen und ca. 70 x 10° Granularzellen liegen die von Andersen et al.
(2012) ermittelten Gesamtzahlen fur das gesamte Kleinhirn aber im Rahmen der in Tabelle
4.1 zusammengestellten Daten (das mittlere Verhaltnis von Granularzellen pro Purkinjezelle
in den Ergebnissen von Andersen et al. [2012] ist etwa 2.600).

Insgesamt passen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gut zu den genannten Daten
aus der Literatur. Dabei muss insbesondere berlicksichtigt werden, dass die genannten
Daten aus der Literatur ausnahmslos an Gehirnen von adulten Menschen erhoben wurden,
in der vorliegenden Arbeit aber Kinder mit einem Lebensalter von unter einem Jahr
untersucht wurden. Dies erklart die etwas kleineren Werte fur die mittlere Gesamtzahl von
Granularzellen sowie die mittleren Volumina der Molekularschicht, der inneren

Granularzellschicht und der wei3en Substanz in der vorliegenden Arbeit (vgl. Tabelle 4.1).

4.3 Vergleich der Ergebnisse fiur die n=9 gematchten Kontrollen mit denen
der n=9 SIDS-Félle

In der vorliegenden Arbeit wurde fur keine der gemessenen Variablen Korperlange,
Korpergewicht, Gehirngewicht und Verhdltnis Gehirngewicht zu Korpergewicht sowie fur
keine der stereologisch untersuchten Variablen Gesamtzahl von Granularzellen, Gesamtzahl
von Purkinjezellen, Anzahl Granularzellen pro Purkinjezelle, Volumen der Molekularschicht,
Volumen der inneren Granularzellschicht und Volumen der weil3en Substanz pro
Kleinhirnhélfte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den n=9 gematchten
Kontrollen und den n=9 SIDS-Fallen gefunden. Dementsprechend eignen sich die in der
vorliegenden Arbeit stereologisch untersuchten Variablen nicht, um eventuell
entwicklungsbedingte Stérungen des Kleinhirns im Zusammenhang mit SIDS zu postulieren.
Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegende Hypothese muss demnach verworfen
werden.

Einschrankend muss jedoch darauf verwiesen werden, dass die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit nicht dahingehend interpretiert werden dirfen, dass das Kleinhirn bei der
Atiologie und Pathogenese von SIDS keine Rolle spielt. Vielmehr wurden in der vorliegenden

Arbeit weder andere madglicherweise relevante morphologische Variablen (z.B.
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Veradnderungen auf der Ebene der synaptischen Verschaltung) untersucht, noch eventuell
mdogliche funktionelle Stérungen des Kleinhirns bei SIDS (eventuell sogar ohne fassbares

morphologisches Korrelat).

4.4 Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fur die n=9 SIDS-Félle
mit Daten aus der Literatur
Die hier vorliegenden Ergebnisse stehen in Einklang mit den bereits eingangs erwahnten
Daten von Oehmichen et al. (1989) — diese Autoren hatten im Kleinhirn von SIDS-Fallen im
Vergleich zu Kontrollen keine statistisch signifikante Veranderung der mittleren
Purkinjezelldichte gefunden. Auch passen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gut zu den
Beobachtungen von Riedel et al. (1989), die keine statistisch signifikanten Veranderungen
der Gesamtzellzahlen und der Volumina der einzelnen Kileinhirnschichten zwischen
Kontrollen und SIDS-Fallen feststellen konnten. Dagegen konnte fir den ebenfalls eingangs
erwahnten Befund von Lavezzi et al. (2006, 2007), die bei einem einzelnen SIDS-Fall
angeblich Apoptose fast aller Granularzellen der inneren Granularzellschicht und bei einem
anderen SIDS-Fall den angeblichen Verlust aller Purkinjezellen im Kleinhirn beschrieben, in
der vorliegenden Arbeit kein Korrelat gefunden werden. Moglicherweise handelte es sich bei
den geschilderten Beobachtungen von Lavezzi et al. (2006, 2007) um Einzelbefunde, die
eventuell sogar gar nicht im Zusammenhang mit SIDS zu werten sind. Fir die von Cruz-
Sanchez et al. (1997) postulierte Entwicklungsverzdgerung des Kleinhirns bei SIDS konnte in
der vorliegenden Arbeit kein Hinweis gefunden werden. Die von Riedel et al. (1989)
postulierte, hauptsachlich postnatal stattfindende Granularzellentwicklung lauft mit den Daten
der vorliegenden Arbeit konform, die diesen Befund eindeutig bestatigen und prazisieren

konnte (Details werden in Kapitel 4.7 weiter unten erlautert).

4.5. Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fur die n=14
Kontrollen und die n=9 SIDS-Falle in Bezug auf die altersabhangige
Zunahme der mittleren Volumina der Kleinhirnrindenschichten mit
Daten aus der Literatur

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Volumenzunahmen der einzelnen Schichten des

Kleinhirns in Abhangigkeit vom Alter der Falle stimmen gut mit Daten aus der Literatur
Uberein (Dobbing und Sands, 1973; Riedel et al., 1989).
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4.6 Bedeutung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fur die weitere

Forschung zur Atiologie und Pathogenese von SIDS

Wie bereits eingangs angedeutet, finden sich in der Literatur verschiedenste Hypothesen zur

Atiologie und Pathogenese von SIDS sowie Berichte (ber die damit verbundenen

Forschungsaktivitaten. Diese Hypothesen und Forschungsansétze konzentrieren sich derzeit

hauptséachlich auf die folgenden Aspekte:

Neuronale Kontrolle lebenswichtiger Funktionen: z.B. mdgliche Veranderungen...

o ... des serotonergen Systems im Hirnstamm (z.B. Duncan et al., 2010; Mage und
Kollander, 2010; Gdovin et al., 2010; Penatti et al., 2011; vgl. auch Kinney et al., 2009;
Broadbelt et al., 2011),

o ... der Perfusion des Hirnstamms im Sinne einer Hypoperfusion, basierend auf
Untersuchungen der Arteria basilaris wahrend verschiedener Rotationsintensitaten des
Kopfes (Deeg und Reisig, 2010),

o ... von Zytokinen im Hirnstamm: Interleukin 2-Expression in den flr die Vitalfunktionen
notwendigen Zentren (Kadhim et al., 2010),

o ... verschiedener Neurotransmittersysteme im Gehirn (z.B. Broadbelt et al., 2010;
Gorini et al., 2010; Broadbelt et al., 2011),

o ...von Gliazellen (Mitterauer, 2011) und Neurotrophinen (Tang et al., 2012) im Gehirn,
sowie

o ...von Nervus hypoglossus (Gao et al., 2011) und Nucleus hypoglossus (Lavezzi et al.,
2010b);

Geschlechtsabhéangige Verzdgerung der kortikalen Reifung und damit verbundene

Verzogerung der kortikalen Aktivierung in verschiedenen Schlafphasen (Richardson et

al., 2010b);

Schlafposition im  Zusammenhang mit  daraus  resultierender  moglicher

Sauerstoffunterversorgung des Gehirns (Wong et al., 2011);

Zusammenhang  zwischen Korperkerntemperatur ~ und hirnstammgesteuerter

Verschlussintensitat des Kehlkopfes (Wadie et al., 2011);

Nervensystementwicklung und -schadigung unter Nikotineinfluss (z.B. Blood-Siegfried

und Rende, 2010; Lavezzi et al., 2010a; Sekizawa et al., 2011; Slotkin et al., 2011), dabei

insbesondere die Area postrema (Lavezzi et al., 2012); sowie

Mdgliche Beeintrachtigungen des Eisenhaushalts des Gehirns (Lavezzi et al., 2011).

Dartber hinaus werden in der Literatur aber auch etliche mehr generelle Aspekte als

moglicherweise bei der Atiologie und Pathogenese von SIDS beteiligte Faktoren diskutiert

und entsprechend untersucht:
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e Genetische Faktoren (z.B. Courts und Madea, 2010; Ferrante et al., 2010b; Opdal et al.,
2010; Poetsch et al., 2010; Courts und Madea, 2011; Hu et al., 2012; Klaver et al., 2011;
Opdal et al., 2011; Brion et al., 2012);

¢ Virusinfektionen (Drexler et al., 2011);

o Zytokine: Konzentration von Interleukin 183, Interleukin 6 sowie TNFa in Serum und
Liquor (Vennemann et al., 2012);

e Muskelentziindungen des Zwerchfells (Eisenhut, 2011);

e Aspiration von Fruchtwasser (Fracasso et al., 2010);

e Das Herz betreffende Channelopathien (Tfelt-Hansen et al., 2011);

o Der Einfluss des Stillens durch die Mutter (Chapman, 2011; Rossato, 2011); sowie

e Der Einfluss von Wickeln auf den Schlaf und die autonome Kontrolle auf die Entstehung
von SIDS (Richardson et al., 2010a).

Insgesamt ergibt sich aus dieser Ubersicht kein klares Bild und auch keine Hypothese zur

Atiologie und Pathogenese von SIDS, die man verallgemeinern kénnte. Dementsprechend

ist es auch unmdglich, aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Empfehlungen fur die

weitere Forschung zu SIDS abzuleiten. Vielmehr kénnen die Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit — zusammen mit den Befunden von Oehmichen et al. (1989) und Riedel et al. (1989) —

dahingehend eingeordnet werden, dass die Suche nach mdbglichen, lichtmikroskopisch

fassbaren morphologischen Veréanderungen im Kleinhirn nach Farbung von Gehirnschnitten

mit Routinefarbungen bei der Forschung zu SIDS als ,dead end“ angesehen werden muss.

4.7 Bedeutung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fur die weitere

Forschung zur Entwicklung des menschlichen Kleinhirns

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ein wichtiges Element in der Entwicklung des
menschlichen Kleinhirns auf: der gréRte Teil (>85%) der Granularzellen in der inneren
Granularzellschicht wird erst postnatal angelegt. Daraus ergibt sich, dass wesentliche
Aspekte der Kleinhirnentwicklung des Menschen erst postnatal stattfinden. Dieser Befund
wurde in friiheren Untersuchungen zwar schon angedeutet, bisher aber nicht mit adaquater
Methodik untersucht — und fand wahrscheinlich deswegen auch bislang nur sehr wenig
Beachtung.

In den folgenden Abschnitten werden einige dieser Aspekte vor dem Hintergrund der

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nédher beleuchtet.
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4.7.1 Gegenwartiger Stand des Wissens in der Literatur tUber einige — fur die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit relevante — Aspekte der Entwicklung von
Purkinjezellen und Granularzellen im menschlichen Kleinhirn

Die Vorlaufer der Purkinjezellen entstehen bereits friih in der embryonalen Entwicklung in

der Ventrikularzone des vierten Ventrikels, wo sie auch proliferieren (Abrahdm et al., 2001).

Von hier wandern die postmitotischen Vorlaufer der Purkinjezellen bereits in der neunten und

zehnten Schwangerschaftswoche radial an ihren Bestimmungsort, die spatere

Purkinjezellschicht, aus (Sidman und Rakic, 1973). Die endgiltige Anzahl von Purkinjezellen

scheint schon in der 13. Schwangerschaftswoche angelegt zu sein, und zwar unbeeinflusst

von anderen Neuronen der Kleinhirnrinde (Rakic und Sidman, 1970). Zwischen der 20. und

22. Schwangerschaftswoche wird dann zunéchst die unreife, im weiteren Verlauf der

Schwangerschaft mehrreihig vorliegende Purkinjezellschicht erkennbar (Lavezzi et al.,

2007), die sich bereits ab der 25. Schwangerschaftswoche zu einer einreihigen Schicht von

Purkinjezellen umorganisiert (Rakic und Sidman, 1970). Zum Zeitpunkt der Geburt ist die

Purkinjezellschicht dann einreihig (Sidman und Rakic, 1973), wie es auch in der

vorliegenden Arbeit gefunden wurde (vgl. Abbildung 4.1 weiter unten im Text). Ergénzend sei

erwahnt, dass Lavezzi et al. (2006, 2007) angaben, dass die Purkinjezellschicht bis in die

ersten Lebenstage hinein ihre mehrreihige Struktur beibehalten kann und erst im 2.

Lebensmonat einreihig vorliegt. In der vorliegenden Arbeit wurde dies aber nicht beobachtet

(Abbildung 4.1).

Dementsprechend haben die Vorlaufer der Purkinjezellen zum Zeitpunkt der Geburt ihre
Wanderung aus der Ventrikularzone des vierten Ventrikels abgeschlossen und befinden sich
alle an ihrem finalen Bestimmungsort, d.h. in der Purkinjezellschicht. In der vorliegenden
Arbeit fand dieses Phanomen seine Entsprechung in der Tatsache, dass die Gesamtzahl von
Purkinjezellen bei allen untersuchten Kleinhirnhélften keine Altersabhangigkeit zeigte (vgl.
Abbildungen 3.3 und 3.17 im Teil ,Ergebnisse” oben im Text). Ein vergleichbarer Befund —
allerdings mit vollig falschen absoluten Gesamtzahlen von Purkinjezellen (vgl. Kapitel
,Einleitung“ oben im Text) wurde von Riedel et al. (1989) publiziert.

Im Gegensatz zu den Vorlaufern der Purkinjezellen wandern die Vor-Vorlaufer der
Granularzellen etwa zwischen der zehnten und elften Schwangerschaftswoche aus der
subventrikularen Schicht der Rautenlippe an die Oberflache der Kleinhirnanlage, wo sie
proliferieren und etwa ab der elften bis 13. Schwangerschaftswoche die &uRRere
Granularzellschicht bilden (Rakic und Sidman, 1970; Sidman und Rakic, 1973). Ist die
aullere Granularzellschicht etwa in der 19. Schwangerschaftswoche lediglich funf bis sechs
Zellen dick, hat sie in der 20. bis 21. Schwangerschaftswoche bereits eine Dicke von sechs

bis neun Zellen erreicht (Rakic und Sidman, 1970). Die bei der Proliferation dieser Zellen
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entstehenden eigentlichen Vorlaufer der Granularzellen wandern dann etwa ab der 21.
Schwangerschaftswoche entlang der Bergmann-Glia (Hatten, 1999) tangential von aul3en
nach innen an ihren Bestimmungsort, d.h. die innere Granularzellschicht (Rakic und Sidman,
1970). Die innere Granularzellschicht selber wird etwa in der 27. bzw. 28.
Schwangerschaftswoche sichtbar (Rakic und Sidman, 1970). Dabei durchqueren die
Vorlaufer der Granularzellen sowohl die Molekularschicht als auch die Purkinjezellschicht
(Sidman und Rakic, 1973; Hatten, 1999). Wahrend dieser Migration belassen die
Granularzellen ihre Axone in der Molekularschicht, die sie somit teilweise mit ihren Axonen

selber bilden.
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Abbildung 4.1: Ausschnitte aus der Kleinhirnrinde verschiedener in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Kleinhirne. P1: postnataler Tag 1. M3, M7 und M10: dritter, siebter und zehnter
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Lebensmonat. 4GZS: duBere Granularzellschicht. MS: Molekularschicht. PZS: Purkinjezellschicht.
iGZS: innere Granularzellschicht. WS, weil3e Substanz. Der Balken représentiert 100 pm.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zu dem (postnatalen) Zeitpunkt, ab
dem die aulRere Granularzellschicht nicht mehr nachweisbar ist. Nach Rakic und Sidman
(1970) liegt dieser Zeitpunkt etwa im 12. Lebensmonat, nach Abrahdm et al. (2001)
zwischen dem achten und dem elften Lebensmonat, nach Cruz-Sanchez et al. (1997) im
siebten Lebensmonat und nach Riedel et al. (1989) etwa am Ende des zweiten
Lebensjahres. Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit erscheinen der
siebte, achte und neunte Lebensmonat zu frih (Abbildung 4.1; vgl. auch Abbildungen 3.3
und 3.15 im Teil ,Ergebnisse” oben im Text).

Die pra- und postnatale Bildung von Granularzellen im menschlichen Kleinhirn — und
insbesondere die damit einhergehenden Proliferationsvorgdnge in der &ulReren
Granularzellschicht — wurden in der Literatur wiederholt untersucht (z.B. Rakic und Sidman,
1970; Sidman und Rakic, 1973; vgl. z.B. auch Riedel et al., 1989; Abraham et al., 2001;
unten im Text im Detail erlautert). Dagegen liegen zu der Frage nach dem ,Nettoeffekt*
dieser Proliferationsvorgénge in der auf3eren Granularzellschicht — also konkret zu der
Frage, ob die Granularzellen in der inneren Granularzellschicht des menschlichen Kleinhirns
denn nun Uberwiegend pranatal oder aber Uberwiegend postnatal angelegt werden — in der
Literatur Uberraschenderweise praktisch keine Daten vor. Eine der é&lteren Quellen hierzu
ist Abbildung 7 in der hier bereits mehrfach zitierten Publikation von Sidman und Rakic
(1973) — eine Schemazeichnung zum zeitlichen Verlauf der Entwicklung des menschlichen
Kleinhirns (Abbildung 4.2).

Dieser Schemazeichnung kann man entnehmen, dass Sidman und Rakic (1973) davon
ausgingen, dass die Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht zum
Zeitpunkt der Geburt bereits in etwa 65 bis 70% der Gesamtzahl von Granularzellen in der
inneren Granularzellschicht im Alter von sieben Lebensmonaten entspricht. Dies steht in
eindeutigem Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, nach denen die
Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht kurz nach der Geburt nur
etwa 15% der Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht im Alter von
zehn bis elf Lebensmonaten entspricht (vgl. die Abbildungen 3.3 und 3.15 im Telil
,=Ergebnisse“ oben im Text). Dementsprechend muss man davon ausgehen, dass Sidman
und Rakic (1973) annahmen, dass die Granularzellen in der inneren Granularzellschicht des
menschlichen Kleinhirns Uberwiegend préanatal angelegt werden — tatsachlich werden sie

aber Uberwiegend postnatal angelegt. Interessanterweise haben Sidman und Rakic (1973)
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keine quantitativen Ergebnisse vorgelegt, sondern lediglich Schemazeichnungen, die von
Gehirnschnitten von nur einzelnen Fallen angefertigt wurden (vgl. Rakic und Sidman, 1970).
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Abbildung 4.2: Schemazeichnung zum zeitlichen Verlauf der Entwicklung des menschlichen
Kleinhirns nach Sidman und Rakic (1973; Abbildung 7 aus dieser Publikation). Die von Sidman und
Rakic (1973) postulierten Entwicklungsstufen der inneren Granularzellschicht zum Zeitpunkt der
Geburt bzw. im Alter von sieben Lebensmonaten sind im oberen Teil der Abbildung hervorgehoben.

Im Nachgang zu Sidman und Rakic (1973) haben Abrahdm et al. (2001) die
Proliferationsaktivitdt in der aufReren und inneren Granularzellschicht des menschlichen
Kleinhirns immunhistochemisch unter Verwendung des Antikérpers Ki-67 untersucht. Ki-67
ist ein zellularer Marker fur Proliferation (vgl. z.B. Scholzen und Gerdes, 2000). Nach
Abraham et al. (2001) unterliegt die pranatale Proliferationsrate zwar Schwankungen; im
Mittel sind aber etwa knapp 50% aller Zellen in der &uf3eren Granularzellschicht pranatal
immunpositiv fir Ki-67. Vergleichbare Zahlen fanden die Autoren auch postnatal bis zu
einem Alter von funf Lebensmonaten, an dem immer noch etwa ein Drittel aller Zellen in der
aulleren Granularzellschicht immunpositiv fur Ki-67 waren (fir spatere Zeitpunkte liegen in
der Arbeit von Abraham et al. [2001] keine Daten vor).

Auf den ersten Blick scheinen die Daten von Abraham et al. (2001) die Ergebnisse von
Sidman und Rakic (1973) zu unterstutzen. Entscheidend ist aber, dass die Daten von
Abraham et al. (2001) auch mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gut vereinbar sind.
Tatséchlich sagt der prozentuale Anteil Ki-67 immunpositiver Zellen in der &uf3eren
Granularzellschicht n&mlich nichts Uber das Schicksal dieser Zellen aus — also weder
dariiber, ob die Nachkommen dieser Zellen (nach der durch die Immunpositivitat fir Ki-67
angenommenen Zellteilung) auch tatséchlich in die innere Granularzellschicht migrieren,
noch dartber, ob sie in der inneren Granularzellschicht auch tatsachlich tberleben (dieser
Aspekt wird im nachsten Abschnitt wieder aufgenommen). Der Vollstandigkeit halber sei
erwahnt, dass Abraham et al. (2001) auch in der inneren Granularzellschicht des
menschlichen Kleinhirns in den ersten postnatalen Lebensmonaten vereinzelt Ki-67
immunpositive Zellen beschrieben. Bei diesen Zellen handelt es sich jedoch aller
Wahrscheinlichkeit nach um proliferierende Vorlaufer von Gliazellen.

Den Daten von Sidman und Rakic (1973) stehen eindeutig die von Riedel et al. (1989)
ermittelten Daten entgegen, die bisher die verlasslichste Quelle hinsichtlich einer
Uberwiegend postnatalen Granularzellentwicklung im menschlichen Kleinhirn darstellten.
Riedel et al. (1989) haben, ebenso wie Sidman und Rakic (1973), ihre Ergebnisse graphisch
verdeutlicht (Abbildung 4 rechts in Riedel et al. 1989; in der vorliegenden Arbeit in Abbildung
4.3 gezeigt), ohne absolute Zellzahlen anzugeben. Die von Riedel et al. (1989) publizierte
Graphik veranschaulicht einen massiven Anstieg der Zellzahl in der inneren

Granularzellschicht vom Zeitpunkt der Geburt bis zu einem Alter von ca. 1,5 Jahren, mit

118



anschlielendem Abfall der Gesamtzahl von Granularzellen im Kleinhirn um ca. 25% bis zu
einem Alter von sechs Jahren. Ein Vergleich des Entwicklungsverlaufes nach dem ersten
Lebensjahr ist basierend auf der vorliegenden Arbeit nicht mdglich, da in der vorliegenden

Arbeit nur Kleinhirne von Kindern bis zu einem Alter von elf Monaten untersucht wurden.

POSTNATAL CHANGES IN CELL NUMBERS IN THE HUMAN
CEREBELLUM — CAUCASIANS
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Abbildung 4.3: Schemazeichnung zum zeitlichen Verlauf der Entwicklung des menschlichen
Kleinhirns nach Riedel et al. (1989, Abbildung 4 in der genannten Publikation). Die Abbildung zeigt
eine altersabhéngige Entwicklung der Anzahl von Zellen in den einzelnen Schichten des Kleinhirns.
DM: ,,degree of maturity*, d.h. Ausmal} der Reifung — relative Werte im Vergleich zu Mittelwerten
von adulten Kontrollen. B: ,,birth* - Zeitpunkt der Geburt.

Uberraschenderweise entsprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erstaunlich gut
den Ergebnissen von Riedel et al. (1989), trotz der erheblichen methodischen Probleme der
Untersuchung von Riedel et al. (1989) (bereits im Kapitel ,Einleitung“ oben im Text
ausfuhrlich dargelegt): (i) keine Analyse mit stereologischen Methoden; (ii) keine Auswahl
des zu untersuchenden Gewebes nach systematic random sampling Kriterien; (iii) wohl
daraus resultierend falsche Daten zu Gesamtzahlen von Granularzellen und Purkinjezellen,
sowie (iv) falsche Daten zur Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle im menschlichen
Kleinhirn. Mdglicherweise ist der Arbeit von Riedel et al. (1989) auch deswegen in der
Literatur praktisch keine Bedeutung geschenkt worden; bis heute wurde diese Arbeit

insgesamt nur elf Mal zitiert, wobei die hier in Abbildung 4.3 gezeigten postnatalen
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Veradnderungen von Zellzahlen im menschlichen Kleinhirn praktisch Uberhaupt keine
Bertcksichtigung fanden. Ein weiterer Aspekt in dieser Hinsicht konnte sein, dass Riedel et
al. (1989) die grundlegenden, oben zitierten Ergebnisse von Sidman und Rakic (1973) zwar

zitierten, aber in keinster Weise kommentierten.

4.7.2  Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle im Kleinhirn — die ,,numerical
matching hypothesis“

Nach der in der Literatur allgemein formulierten und fir Mause experimentell bestatigten
L,humerical matching hypothesis“ geht man davon aus, dass wahrend der Entwicklung des
Kleinhirns die Gesamtzahl von (zuerst angelegten) Purkinjezellen die Gesamtzahl von
(spater angelegten) Granularzellen determiniert (siehe z.B. Herrup und Sunter, 1987; Chen
und Hillman, 1989; Vogel et al., 1989; Herrup et al., 1996). Dabei scheint es so zu sein, dass
zunachst mehr Granularzellen angelegt werden als spéter in der inneren Granularzellschicht
vorhanden sind, und die Uberzéhligen Granularzellen durch fehlenden Support seitens der
Purkinjezellen durch Apoptose absterben (siehe z.B. Herrup et al., 1996). Dieses ,numerical
matching“ reguliert wohl nicht nur die spezies-spezifische physiologische Gesamtzahl von
Granularzellen (bzw. die spezies-spezifische physiologische Anzahl von Granularzellen pro
Purkinjezelle), sondern ermdglicht auch Korrekturen bei falsch ausgebildeten Projektionen
sowie bei Fehlern in der rdumlichen Anordnung der Neurone (Herrup et al., 1996; Vogel et
al., 1989).

Stehen nun wahrend der Entwicklung des Kleinhirns nicht genigend ,normale” (d.h.
normal ausgebildete und normal positionierte) Purkinjezellen zur Verfigung (z.B.
experimentell induziert durch Injektion von Methylazoxymethanolacetat [MAM] in ein
Versuchstier zum Zeitpunkt der Bildung der Purkinjezellen im sich entwickelnden Kleinhirn),
ist die finale Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht ebenfalls
entsprechend vermindert (und zwar so, dass die Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle
normal ist [Chen und Hillman, 1989]). Wird umgekehrt z.B. experimentell nach der Anlage
der Purkinjezellen die Anlage der Granularzellen behindert (z.B. durch Injektion von MAM),
wird dadurch zwar die finale Gesamtzahl von Granularzellen vermindert, nicht aber die finale
Gesamtzahl von Purkinjezellen (Chen und Hillman, 1989). Aus diesen experimentellen Daten
sowie den Ergebnissen einer Vielzahl von weiteren Untersuchungen an bestimmten
Mausmutanten schlossen Chen und Hillman (1989) sowie insbesondere die Arbeitsgruppe
von Karl Herrup (siehe z.B. Wetts und Herrup, 1983; Herrup und Sunter, 1987; Williams und
Herrup, 1988), dass den Purkinjezellen eine entscheidende Rolle bei der Bildung der
Granularzellen im sich entwickelnden Kleinhirn zukommt — und zwar nicht primér in Bezug

auf die Proliferation der Vorlaufer der Granularzellen, sondern vielmehr in Bezug auf das
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Uberleben von in die innere Granularzellschicht migrierten Granularzellen u.a. durch
adaquate synaptische Kontakte zwischen den Granularzellen und den Purkinjezellen in der
Molekularschicht.

Diese Erkenntnisse haben dazu gefiihrt, dass das Verhaltnis der Gesamtzahl von
Granularzellen und der Gesamtzahl von Purkinjezellen bei Experimenten als Indikator fur
den moglichen Zeitpunkt einer Schadigung wahrend der Entwicklung des Kleinhirns
herangezogen werden kann (Tabelle 4.2) — und grundséatzlich ware gleiches auch in der
Neuropathologie mdoglich. Fur die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben diese
Uberlegungen aber keine direkte Relevanz, da keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den SIDS-Fallen und den Kontrollen gefunden wurden.

Tabelle 4.2: Mogliche Anderungen des Verhéltnisses der Gesamtzahl von Granularzellen und der
Gesamtzahl von Purkinjezellen im Kleinhirn, sowie ihre Bedeutung fir Entwicklungsprozesse des

Kleinhirns nach der ,,numerical matching aypothesis

Gesamtzahl von Gesam@zahl von Interpretation
Granularzellen Purkinjezellen
normal normal Normale Entwicklung
Granularzellschadigung bei normal
vermindert normal ausg(_ab_lldeten Purkinjezellen; oder
Purkinjezellen zwar vorhanden, aber
geschadigt
. Purkinjezellschadigung nach normaler
normal vermindert
Anlage der Granularzellen
Anlage einer unphysiologisch hohen
vermehrt vermehrt Anzahl von Purkinjezellen

4.7.3 Molekulare Schlisselmechanismen bei der Einstellung der finalen Anzahl von
Granularzellen pro Purkinjezelle im Kleinhirn
Dem Protein Sonic hedgehog wird eine Schliisselfunktion bei der Einstellung der finalen
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle in der Entwicklung des Kleinhirns zugesprochen
(Wallace, 1999). Bei Ratten (Charytoniuk et al., 2002), Mausen (Wallace, 1999) und auch
Huhnern (Marti und Bovolenta, 2002) wird Sonic hedgehog sowohl von migrierenden
Vorlaufern der Purkinjezellen als auch von in der Purkinjezellschicht etablierten
Purkinjezellen sezerniert. Beim Menschen ist bekannt, dass in der Purkinjezellschicht
etablierte Purkinjezellen Sonic hedgehog exprimieren (Haldipur et al., 2012). Sonic

hedgehog ist sowohl an der Regulation der Proliferation der Vorlaufer der Granularzellen in

121



der auflleren Granularzellschicht beteiligt (Dahmane und Ruiz i Altaba, 1999; Marti und
Bovolenta, 2002; Haldipur et al., 2012), als auch indirekt - Uber die Differenzierung der
Bergmann-Glia - an der korrekten Migration der Vorlaufer der Granularzellen auf ihrem Weg
von der auBeren in die innere Granularzellschicht (Dahmane und Ruiz i Altaba, 1999).
Darlber hinaus scheint Sonic hedgehog auch unabhangig von der Einflussnahme durch die
Purkinjezellen auf die Zellproliferation innerhalb der auferen Granularzellschicht zu wirken
(Haldipur et al., 2012). Stérungen der Sonic hedgehog-Signaltransduktionskaskade kdnnen
fatale Auswirkungen auf die Entwicklung des Kleinhirns haben. Konkret fihrt die Blockade
der Funktion von Sonic hedgehog wahrend der Entwicklung des Kleinhirns zu einer Blockade
der normalen Differenzierung sowohl der Purkinjezellen als auch der Bergmann-Glia, und
verursacht eine massive Reduktion der Anzahl von Granularzellen in der inneren
Granularzellschicht (Dahmane und Ruiz i Altaba, 1999).

Nach Goodrich et al. (1996) handelt es sich bei der Sonic hedgehog-
Signaltransduktionskaskade um einen in der Evolution fir Insekten und S&uger
konservierten Pathway zur Etablierung wichtiger zytoarchitektonischer Merkmale (,pattern
formation) im Gehirn. Dabei scheint Sonic hedgehog nicht nur fir die embryonale
Entwicklung notwendig zu sein, sondern spielt auch im erwachsenen Gehirn offenbar eine
wichtige Rolle (Traiffort et al., 1998; Lewis et al., 2004).

Nun zeigten Haldipur et al. (2012) kirzlich, dass beim Menschen die Ausschittung von
Sonic hedgehog durch die Purkinjezellen postnatal herunterreguliert werden soll. Wenn nun
aber im menschlichen Kleinhirn der grote Teil der Granularzellen erst postnatal angelegt
wird und in diesem Zeitraum von den Purkinjezellen kein Sonic hedgehog exprimiert wird, so
wuirden die Ergebnisse von Haldipur et al. (2012) bedeuten, dass die molekulare Kontrolle
der Einstellung der finalen Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle — und somit die
molekulare Kontrolle des numerical matchings — bei der Entwicklung des menschlichen
Kleinhirns fundamental anders geregelt sein misste als bei Mausen und Ratten. Die
immunhistochemischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen jedoch eindeutig
dagegen. Sonic hedgehog wird im menschlichen Kleinhirn auch wéhrend des gesamten
Zeitraums der postnatalen Anlage der inneren Granularzellschicht von den Purkinjezellen
exprimiert (vgl. Abbildung 3.28 im Teil ,Ergebnisse“ oben im Text). Warum Haldipur et al.
(2012) zu einem anderen Ergebnis gekommen sind, muss unklar bleiben. Eventuell haben

diese Autoren einen nicht optimalen Primarantikdrper gegen Sonic hedgehog verwendet.
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4.8 Exogene und endogene Faktoren, die zu Beeintrachtigungen und
Veranderungen des Kleinhirns fuhren kdnnen, und die Beteiligung von
Kleinhirnveranderungen an verschiedenen Krankheitsbildern

Aus der langen Zeitspanne der Kleinhirnentwicklung, die embryonal beginnt und sich

postnatal fortsetzt (Sidman und Rakic, 1973), ergibt sich ein hohes Potential fur

Entwicklungsstérungen (Ten Donkelaar et al.,, 2003). Dabei begunstigt die Art der

Kleinhirnentwicklung die Mdglichkeit zur Entstehung von Entwicklungsstorungen. Wie oben

bereits im Detail ausgefiihrt, entstammen die Neurone der Kleinhirnrinde nicht nur zwei

unterschiedlichen Keimzentren (Hajashi und Jakob, 1924), sondern entstehen zudem
zeitversetzt (Ten Donkelaar et al., 2003) und differenzieren auch zeitversetzt. Grundsatzlich
sind im Kleinhirn fur die Migration der Vorlaufer der Purkinjezellen und der Granularzellen
zwei gegenlaufige Richtungen gegeben: die Vorlaufer der Purkinjezellen wandern von innen
nach auf3en und legen die Purkinjezellschicht an. Dagegen wandern die Vorlaufer der

Granularzellen erst anschlieBend von auf3en nach innen durch die Molekularschicht und die -

dann schon angelegte - Purkinjezellschicht hindurch in die so entstehende innere

Granularzellschicht (Rakic und Sidman, 1970; Sidman und Rakic, 1973). Fir diese relativ

lange Zeitspanne der Migration der Purkinjezellen und Granularzellen kann man daher von

einer hohen Plastizitat des Kleinhirns ausgehen.

Vielféltige Faktoren kénnen sowohl pranatal als auch postnatal
Veranderungen am Kleinhirn verursachen. Bei dieser Betrachtung liegt das Augenmerk auf
den verschiedenen Einflissen, die Kleinhirnveranderungen verursachen koénnen. Dabei
spielen nicht nur genetisch bedingte (siehe z.B. Giunti et al., 1998; Svetel et al., 1999; Baloh
und Jen, 2002; Lax et al., 2012; Yevenes et al., 2012) und degenerative (Svetel et al., 1999;
Conte et al.,, 2012) Veranderungen eine Rolle; vielmehr kommen auch vielfaltige andere
endogene und exogene Ursachen in Frage: zum Beispiel Durchblutungsstérungen
(Schmahmann, 2004), metabolische Inbalancen (Schmahmann, 2004),
Entzindungsreaktionen (Bakshi et al., 1998; Teive et al., 2001; Karunarathne et al., 2012),
Infektionen (Oshinowo et al., 1998; Kato et al., 2011; Karunarathne et al., 2012), iatrogene
Stérungen (Schmahmann, 2004), Traumata (Seo et al., 2010; Luan et al., 2012) oder auch
Tumore (Kim et al., 2011; Ogiwara et al., 2011). Zum Beispiel kdnnen Infarkte (Savic und
Savic, 2010; Jo et al.,, 2012), Probleme im Vitamin E-Haushalt (Yevenes et al., 2012),
Alkoholkonsum (Varnas et al., 2007; Rogers et al., 2012), HIV (Tagliati et al., 1998; Klunder
et al., 2008) oder auch Multiple Sklerose (Waxman, 2005; Shields et al., 2012)
Beeintrachtigungen hervorrufen, die mit Kleinhirnveranderungen einhergehen kénnen.

Andererseits kdnnen Kleinhirnveranderungen auch als pathologische Komponente eines

Krankheitsbildes maf3geblich an dessen Erscheinungsbild beteiligt sein. Dazu zahlen zum
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Beispiel Schizophrenie (siehe z.B. Joyal et al., 2004; Andreasen und Pierson, 2008),
Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) (siehe z.B. Mostofsky et al., 1998;
Castellanos et al., 2001; Durston et al., 2011), bipolare Stérungen (siehe z.B. Strakowski et
al., 2005; Baldacara et al., 2011b), Demenzerkrankungen (siehe z.B. Wegiel et al., 1999;
Baldacara et al., 2011a; Bermejo-Pareja und Medscape, 2011) und Autismus (Hashimoto et
al., 1995; Christakou et al., 2012) (die genannten Zitate stehen jeweils reprasentativ fur eine
Vielzahl von Arbeiten in der Literatur zu den genannten Erkrankungen). Bei all diesen
Erkrankungen scheint zumindest ein Teil des Krankheitsbildes auf eine Kleinhirnbeteiligung

zurtickzuftihren zu sein.

4.9 Beteiligung des Kleinhirns an motorischen, kognitiven, emotionalen
und psychischen Erkrankungen, und  Auswirkungen von
Veranderungen des Kleinhirns

Dem Kleinhirn kommt, wie lange Zeit vermutet, nicht nur eine wichtige Rolle in der

Bewegungskoordination zu (siehe z.B. Holmes, 1939; Perliman, 2000; Picard et al., 2008;

Misciagna, 2011). Vielmehr hat es auch massiven Einfluss auf diverse kognitive (siehe z.B.

Dreher und Grafman, 2002; Picard et al., 2008; Timmann, 2012), emotionale (Stoodley et al.,

2012; Villanueva, 2012) und psychische (siehe z.B. Frank et al., 2007; Picard et al., 2008)

Prozesse des taglichen Lebens und die Persodnlichkeit eines Menschen. Darunter fallen auch

Aspekte wie die Aufmerksamkeit (Dreher und Grafman, 2002), die Geschwindigkeit der

Informationsverarbeitung, das Arbeitsgedachtnis (Ding et al., 2012), Lernprozesse (siehe

z.B. Steinlin, 2008; Lagarde et al., 2009), die Sprache (Steinlin, 2008; Lagarde et al., 2009)

sowie das raumliche Sehen (Silveri et al.,, 2001; Steinlin, 2008; Misciagna, 2011).

Beeintrachtigungen des Kleinhirns werden unter anderem auf der motorischen Ebene mit

Ataxien (Kovacevic et al., 1992; Toru et al., 2000; Bonthius, 2011) in Verbindung gebracht,

und auf der nicht-motorischen Ebene im kognitiven Bereich mit Lernschwierigkeiten sowie im

emotionalen Bereich mit Abstumpfung bis hin zur Depression oder Enthemmung oder zu

psychotischen Auspragungen (Schmahmann, 2004).

Die von Kleinhirn-Veranderungen betroffenen Aspekte der menschlichen Gehirnfunktion
gehen also weit Uber rein motorische Dysfunktionen hinaus. Die funktionellen Auswirkungen
richten sich erheblich nach der von der Kleinhirnveranderung betroffenen Stelle (Stoodley
und Schmahmann, 2010). So sind den verschiedenen Kleinhirnarealen verschiedene
Systeme zugeordnet: (i) die Hemispharen reprasentieren unter anderem das kognitive
System, (i) Affekt und Psychosen finden im posterioren Vermis ihre Entsprechung, (iii) die
Motorik im anterioren Vermis (Joyal et al., 2004), (iv) das Ego im Vestibulocerebellum (Frick,

1982), (v) der Nucleus dentatus mit seinen Assoziationsgebieten hat Verbindungen mit dem
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Sprachsystem (Schmahmann, 2004), und (vi) die lateralen Anteile des Kleinhirns werden mit
der Emotion in Verbindung gebracht (Reiman et al., 1997).

Die Auswirkungen kdnnen sich dann beispielsweise folgendermal3en darstellen: eine
Agenese des Kleinhirns wirkt sich auf alle genannten Lebensbereiche aus und manifestiert
sich als motorisches, intellektuelles, emotionales und psychiatrisches Defizit. Eine
Kleinhirnatrophie hingegen wird mit bipolaren Stérungen (Baldacara et al., 2011b) und
Stimmungsschwankungen assoziiert, wahrend das Kleinhirnvolumen bei
Demenzerkrankungen verringert ist (Baldacara et al., 2011a). Eine Atrophie des
Kleinhirnkortex zusammen mit einer Beeintrachtigung des olivo-ponto-cerebellaren Systems
hat kognitive Auswirkungen und betrifft die Lernfahigkeit und die Erinnerung (vgl. z.B.
Gasbarri et al.,, 2003). Bei Kindern mit einer Storung des Vermis, die im Kleinhirn den
Bereich der Affektregulierung reprasentiert (Levisohn et al., 2000), wurden autistoide
Merkmale beobachtet (Hashimoto et al., 1995), und auch fiur die Entstehung von ADHD
scheint die Auspragung des Vermis eine erhebliche Rolle zu spielen (Berquin et al., 1998;
Mostofsky et al., 1998; Castellanos et al., 2001). Der Vermis zeigt auch Veranderungen im
anterior-superioren Anteil bei Schizophrenie (siehe z.B. Martin und Albers, 1995) und
Alkoholmissbrauch (siehe z.B. Phillips et al., 1987). Der posterior-inferiore Anteil hingegen
zeigt sich bei bipolaren Storungen (Baldacara et al., 2011b) mit multiplen Episoden und
ADHD beeintrachtigt (Berquin et al., 1998; Mostofsky et al., 1998; Castellanos et al., 2001).
Zusatzlich zu den im Vermis vorhandenen Veranderungen fanden sich bei Autismus auch
Veranderungen in den Kleinhirnhemispharen (siehe z.B. Palmen et al., 2004).

Alle diese beispielhaft angefihrten Auswirkungen und Erkrankungen haben diverse
Erscheinungsformen in unterschiedlichen Gehirnarealen, wobei das Kleinhirn aber an der
Auspragung dieser Erkrankungen malfigeblich beteiligt zu sein scheint. So haben
Kleinhirnveranderungen auch hier je nach dem betroffenen Bereich des Kleinhirns
Auswirkungen auf die jeweils zugeordnete motorische, emotionale, psychische oder
kognitive  Komponente. Daraus lasst sich ein  Zusammenhang  zwischen
Entwicklungsstdrungen des Kleinhirns und neurologisch bedingten Verhaltensauffalligkeiten
erahnen (Schmahmann, 2004). Das Dandy-Walker-Syndrom zum Beispiel, charakterisiert
durch eine auf Entwicklungsprobleme zurickzufihrende Fehlbildung in der Vermislobulation
(Steinlin, 2008), geht unter anderem mit kognitiven Stérungen einher.

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit soll nun insbesondere die
postnatale Vulnerabilitdét des Kleinhirns und die sich daraus mdglicherweise ergebenden
Folgen exemplarisch an einem aktuellen Beispiel erlautert werden.

Frihgeburten haben in den letzten Jahren zunehmend klinische Relevanz bekommen

(die Weltgesundheitsorganisation [WHO] definiert Friihgeburt als Geburt vor Vollendung der
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37. Schwangerschaftswoche bzw. vor dem 259. Tag nach Gestation; vgl. z.B. Beck et al.,
2010). Die Rate von Frihgeburten belauft sich in den westlichen Industriegesellschaften
heute auf etwa 8%, mit steigender Tendenz (Beinder, 2006). Friihgeburten sind immer noch
in einem erheblichen AusmaR fur Sterbefalle rund um die Geburt verantwortlich. Die
Pravalenz einer Frihgeburt zwischen der 28. und 31. Schwangerschaftswoche betragt etwa
15% (Goldenberg et al., 2008).

Bei drohender Gefahr einer Frihgeburt werden die Feten zur Unterstitzung der
Lungenreifung intrauterin mit Glukokortikoiden (speziell: Betamethason) behandelt, woraus
sich keine Beeintrachtigung des Kleinhirns abzuleiten scheint (Tam et al.,, 2011). Im
Gegensatz dazu kann eine frih-postnatale Behandlung mit Glukokortikoiden (z.B. zur
Verhinderung einer bronchopulmonalen Dysplasie; Aden et al., 2008) neben mdglichen
negativen Auswirkungen z.B. auf den Gastrointestinaltrakt (Subhedar et al., 1997; The
Vermont Oxford Network Steroid Study Group, 2001) fatale Folgen fur die
Kleinhirnentwicklung haben (Parikh et al., 2007). Eine kurzlich durchgefiihrte
Magnetresonanztomografie-Untersuchung an frihgeborenen Kindern, die friih-postnatal mit
Glukokortikoiden behandelt wurden, zeigte eine mittlere Volumenverminderung des
Kleinhirns von 8-10% im Vergleich zu nicht mit Glukokortikoiden behandelten frihgeborenen
Kindern (Tam et al.,, 2011). Eine frihere Studie von Parikh et al. (2007) zur gleichen
Problematik war sogar auf eine mittlere Volumenverminderung des Kleinhirns von etwas
mehr als 20% gekommen, aber nur etwas weniger als 9% Volumenverminderung der
Grol3hirnrinde nach frih postnataler Gabe von Dexamethason bei sogenannten ,extremely
low birth weight infants“ mit einem Geburtsgewicht von weniger als 1000 g. Die Grunde fur
diese Verminderung des Kleinhirnvolumens beim Menschen nach friih-postnataler Gabe von
Glukokortikoiden sind bis heute véllig unbekannt.

Aus Versuchen an Mausen und Ratten weil3 man jedoch, dass die friih-postnatale Gabe
von Glukokortikoiden zum Zeitpunkt der Existenz der aufleren Granularzellschicht im
Kleinhirn zu einem vorzeitigen Verschwinden der &ufReren Granularzellschicht fihrt,
verbunden mit einer Verringerung der Anzahl von Granularzellen in der inneren
Granularzellschicht bei den behandelten Tieren (Bohn und Lauder, 1980; Noguchi et al.,
2008). Daruber hinaus scheinen Glukokortikoide einen hemmenden Einfluss auf den Sonic
hedgehog-Signalweg auszutiben, dem ja, wie bereits beschrieben (vgl. Abschnitt 4.7.3 oben
im Text), eine wichtige mitogene Rolle bei der Entstehung der Granularzell-Vorlaufer
zugeschrieben wird (Heine et al., 2011). Schlie3lich wei? man aus Versuchen an Kiken,
dass eine frihe postnatale Glukokortikoidgabe nicht nur Auswirkungen auf die auf3ere
Granularzellschicht hat; vielmehr kann sie auch einen zusatzlichen, direkten Effekt auf die

Zellen in der inneren Granularzellschicht haben, und zwar im Sinne einer vermehrten
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Apoptoserate (Aden et al.,, 2008). Insgesamt kann also bei Versuchstieren eine frih-
postnatale Gabe von Glukokortikoiden zu einer irreversiblen Verminderung der Anzahl von
Granularzellen in der inneren Granularzellschicht des Kleinhirns fuhren.

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und dem geschilderten
Wissen aus der Literatur scheint nun die Hypothese vertretbar, dass der
Volumenverminderung des Kleinhirns bei friih-postnataler Gabe von Glukokortikoiden bei
frihgeborenen Kindern eine (ohne adaquate Therapie moglicherweise irreversible)
Verminderung der Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren Granularzellschicht des
Kleinhirns zugrunde liegt — und somit eine (ohne adaquate Therapie moglicherweise
irreversible) Stérung des numerical matchings im Kleinhirn. Zwar ist bekannt, dass auch
andere Regionen des Gehirns nach frih-postnataler Glukokortikoidgabe Veranderungen
aufweisen konnen (Parikh et al., 2007). Die besondere Beeintrachtigung des Kleinhirns nach
frih-postnataler Glukokortikoidgabe ist aber moglicherweise damit zu erklaren, dass im
Kleinhirn postnatal gegenuber anderen Regionen des Gehirns mehr
Glukokortikoidrezeptoren vorhanden sind (Pavlik und Buresova, 1984).

Von entscheidender klinischer Bedeutung ist nun die Tatsache, dass
Volumenverminderungen des Kleinhirns mit massiven Auswirkungen auf die Entwicklung
einhergehen konnen, die sich im Schulalter als Defizit der motorischen und kognitiven
Fahigkeiten manifestieren kdnnen (Yeh et al., 2004). Auch zu dieser Problematik liegen in
der Literatur Berichte Uber entsprechende Untersuchungen an Versuchstieren vor. So
beschrieb Gramsbergen (2003) die frih-postnatale Behandlung von Ratten mit
Glukokortikoiden zu einem Zeitpunkt, der beim Menschen dem siebten bzw. achten
Schwangerschaftsmonat entspricht. Im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren
entwickelten die mit Glukokortikoiden behandelten Tiere eine weniger flliissige Motorik sowie
Abweichungen in der Koperhaltung. AuRBerdem zeigten die behandelten Tiere einen dem
Intentionstremor &hnlichen Tremor. Die motorischen Defizite beinhalteten auch unibliche
SchritttAngen und ein unsicheres Gangbild. Die flissige Abfolge und die Art der Bewegungen
verbesserte sich zwar mit zunehmendem Alter; die Hinterbeine der mit Glukokortikoiden
behandelten Tiere behielten aber viele Tage eine Auf3enrotation bei. Zusammenfassend
schloR Gramsbergen (2003) bei einer frih-postnatalen Glukokortikoidgabe bei Frihchen auf
langanhaltende motorische Defizite aufgrund von Veréanderungen im Kleinhirn, und verwies
auf die Wichtigkeit dieser Beeintrachtigung auf die motorischen Defizite bei Kindern.

Heine et al. (2011) haben die Reduktion des Volumens des Kleinhirns nach frih-
postnataler Glukokortikoidgabe als Problem erkannt und versuchten, den negativen
Auswirkungen dieser Behandlung entgegenzusteuern. Aus Voruntersuchungen von z.B.

Wang et al. (2010) war bekannt, dass Glukokortikoide das sogenannte ,sonic hedgehog—
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smoothened (Shh-Smo) signaling® inhibieren, wobei das ,Shh-Smo signaling” das wichtigste
mitogene Signal fur die Proliferation der Vorlaufer der Granularzellen in der aufReren
Granularzellschicht darstellt. Heine et al. (2011) behandelten Mause am Postnataltag O oder
1 systemisch mit Glukokortikoiden und gleichzeitig mit einem ,Shh-Smo signaling“-Agonisten
(SAG). Im Vergleich zu Kontrolltieren, die lediglich mit Glukokortikoiden behandelt wurden,
zeigten die auch mit SAG behandelten Tiere ebenfalls eine beschleunigte Lungenreifung,
aber keine negativen Auswirkungen auf die Entwicklung des Kleinhirns. Es bleibt
abzuwarten, ob sich aus diesen experimentellen Befunden eines Tages neue
Therapiemdglichkeiten fir den Menschen zur Verhinderung von Stdérungen der
Kleinhirnentwicklung (und dabei inshesondere wohl von Stérungen der Etablierung der
Granularzellen in der inneren Granularzellschicht) nach frih-postnataler Gabe von
Glukokortikoiden ergeben.

4.10 Mogliche positive Beeinflussung der Kleinhirnentwicklung durch

gezielte Stimulation in der frihkindlichen Phase
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Uberwiegende Teil der Granularzellen in
der inneren Granularzellschicht des menschlichen Kleinhirns erst postnatal innerhalb des
ersten Lebensjahres entsteht, und daher auch die Migration und nachfolgende
Differenzierung der Vorlaufer dieser Zellen postnatal stattfindet. Daraus lasst sich schlief3en,
dass das Kleinhirn in dieser Zeit eine sehr hohe Plastizitat aufweist. Dies bedingt, dass das
Kleinhirn in dieser Zeit sehr empfindlich auf innere und aul3ere Einflisse reagieren kann.
Einerseits ergibt sich daraus zwar die Gefahr einer Schadigung des Kleinhirns durch
negative Einflisse insbesondere im ersten Lebensjahr (vgl. die Abschnitte 4.8 und 4.9 oben
im Text); andererseits ermdglicht die Plastizitdit des Kleinhirns gegebenenfalls die
Gelegenheit zur positiven Beeinflussung der Kleinhirnentwicklung gerade im ersten
Lebensjahr.

Insgesamt muss man festhalten, dass die in der Vergangenheit angestellten
Untersuchungen zwar von einer postnatalen Weiterentwicklung des Kleinhirns ausgingen,
dabei aber entweder das Ausmal dieser postnatalen Entwicklung (Rakic and Sidman, 1970;
Sidman und Rakic, 1973) oder aber die Bedeutung dieser postnatalen Entwicklung (Riedel et
al., 1989) erheblich unterschatzten. Daher erscheint es dringend geboten, die bisher
durchgefuhrten Untersuchungen zur postnatalen Entwicklung des Kleinhirns und alle sich
daraus ergebenden funktionellen Konsequenzen nicht nur fur die Entwicklung der Motorik
neu zu bewerten. Es erscheint durchaus plausibel, dass die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zu vollig neuen Ansatzpunkten z.B. zur gezielten Stimulation der Motorik im ersten

Lebensjahr fuhren koénnten, die ihrerseits positiv auf die postnatale Neurogenese im
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Kleinhirn, auf die weitere frihkindliche Entwicklung des Kleinhirns, aber auch insgesamt auf
die generelle Entwicklung von motorischen, emotionalen und kognitiven Fahigkeiten des
Menschen in spateren Lebensjahren wirken konnten. Im Extremfall kénnte man daran
denken, eines Tages eventuell sogar Krankheiten, die mit dem Kleinhirn in Verbindung
stehen — wie beispielsweise Schizophrenie oder Autismus — durch gezielte Stimulation der
Motorik im ersten Lebensjahr praventiv entgegenzuwirken.

Als mdglicher klinischer Indikator einer solchen positiven Beeinflussung der
Kleinhirnentwicklung kénnten dabei Volumenveranderungen des Kleinhirns dienen, die
mittels Magnetresonanztomografie in vivo untersucht werden kénnen. In der vorliegenden
Arbeit ging die Zunahme der Gesamtzahl von Granularzellen in der inneren
Granularzellschicht des Kleinhirns mit zunehmendem Lebensalter mit einer Zunahme des
Volumens der drei untersuchten Kleinhirnschichten (Molekularschicht, innere
Granularzellschicht, wei3e Substanz) einher. Wie aber weiter oben erwéahnt wurde, muss die
Korrelation zwischen dem Volumen einer Gehirnregion und der Gesamtzahl von
Nervenzellen in dieser Gehirnregion insbesondere unter pathologischen Bedingungen immer
mit Vorsicht interpretiert werden. Hier sind weitere, umfangreiche Studien sowohl am
Menschen als auch an Versuchstieren angezeigt.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Hauptuntersuchung der vorliegenden Arbeit war die Uberprifung der Hypothese,
dass sich beim plétzlichen Kindstod (,sudden infant death syndrome*; SIDS) im Vergleich zu
alters- und geschlechtsgematchten Kontrollen (d.h. bei Kindern, die innerhalb des ersten
Lebensjahres nicht an SIDS verstorben waren), im Kleinhirn verédnderte Gesamtzahlen von
Purkinjezellen und Granularzellen finden. Hintergrund dieser Hypothese waren
(i) Spekulationen in der Literatur Uber eine mogliche Rolle des Kleinhirns in der Pathogenese
von SIDS sowie (ii) wiederholte Berichte in der neuropathologischen Literatur Gber mdgliche
Veranderungen der oben genannten Parameter bei SIDS. Diese neuropathologischen
Berichte widersprechen sich jedoch gegenseitig teilweise erheblich, d.h. manche dieser
Studien berichteten Veranderungen der oben genannten Parameter bei SIDS, andere
Studien hingegen nicht. Wichtig ist dabei, dass keine dieser Untersuchungen in der Literatur
mit ,design-based” stereologischen Methoden (d.h. dem ,state of the art* der quantitativen
Histologie) durchgefuhrt wurde. Dementsprechend muss unklar bleiben, ob (und wenn ja, in
welchem Ausmal) die beschriebenen Widerspriiche in der neuropathologischen Literatur zur
Beteiligung des Kleinhirns an der Pathogenese von SIDS auf die verwendeten Methoden
zurickzufuhren sind. Dies machte eine Neuauswertung der genannten Parameter im
Kleinhirn bei SIDS mit design-based stereologischen Methoden notwendig. Darlber hinaus
wurde in einer Nebenuntersuchung der Frage nachgegangen, ob im menschlichen Kleinhirn
von den Purkinjezellen im ersten Lebensjahr Sonic hedgehog exprimiert wird, dem bei
Labortieren (Maus, Ratte, Huhn) bei der Entstehung der inneren Granularzellschicht im
Kleinhirn eine zentrale Steuerfunktion zukommt. Die Beantwortung dieser Frage bezog sich
auf einen Bericht in der jingeren Literatur, nach dem dies bei der Entwicklung des

menschlichen Kleinhirns anders sein sollte.

Fur die Hauptuntersuchung wurden insgesamt n=23 Kleinhirnhélften (je eine Kleinhirnhalfte
pro Fall) von Kindern untersucht, die im ersten Lebensjahr verstorben waren. Von diesen
n=23 Kleinhirnhalften stammten n=9 von SIDS-Féllen (im Alter zwischen zwei und zehn
Monaten verstorben), n=9 von alters- und geschlechtsgematchten Kontrollen, sowie n=5
weitere von Kontrollen, die entweder in einem frilheren oder einem spéateren Alter als die
SIDS-Falle gestorben waren (sowie ein Kind, das im Alter von 8 Monaten gestorben war).
Die Nebenuntersuchung erfolgte an insgesamt n=6 Kleinhirnhalften (davon n=4 SIDS-Félle
und n=2 Kontrollen, die im Alter zwischen einem und zehn Monaten gestorben waren). Alle
Kleinhirnhalften stammten aus einer Sammlung des Instituts fir Rechtsmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitéat Minchen und wurden dort in den Jahren 1999 bis 2001 durch Herrn

Univ.Prof. Dr.med. Andreas Biittner (heute: Direktor des Instituts fir Rechtsmedizin,
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Universitatsklinikum Rostock) im Rahmen von Autopsien gesammelt. Die Verwendung dieser
Kleinhirnhalften fur die vorliegende Arbeit wurde von der Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat der Universitat Rostock unter der Nummer A2012-0053 genehmigt.

Bei der Hauptuntersuchung wurden fir jede Kleinhirnhalfte an mit Nissl gefarbten 100 um
dicken parasagittalen Serienschnitten die folgenden Parameter mittels ,high-precision
design-based stereology“ bestimmt: (i) Volumen der Molekularschicht; (i) Volumen der
inneren Granularzellschicht (einschliesslich der Purkinjezellschicht); (iii) Volumen der weil3en
Substanz; (iv) Gesamtzahl von Purkinjezellen; (v) Gesamtzahl von Granularzellen (in der
inneren Granularzellschicht); und (vi) Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle. Die
Bestimmung der Volumina erfolgte mit dem sogenannten Cavalieri-Prinzip, und die
Bestimmung der Gesamtzahlen von Purkinjezellen und Granularzellen mit dem sogenannten
Loptical fractionator”, Bei der Nebenuntersuchung erfolgte ein immunhistochemischer

Nachweis von Sonic hedgehog und Calbindin in den Purkinjezellen.

Keiner der beschriebenen Parameter zeigte in der Hauptuntersuchung einen statistisch
signifikanten (p<0,05) Unterschied zwischen den n=9 SIDS-Féllen und den n=9 alters- und
geschlechtsgematchten Kontrollen. Dartiber hinaus zeigten die insgesamt n=14 Kontrollen —
bis auf die Gesamtzahl von Purkinjezellen — einen statistisch signifikanten (p<0,05)
altersabhangigen Anstieg aller beschriebenen Parameter, wobei die jingsten Kontrollen (am
Tag der Geburt gestorben) im Vergleich zu den altesten Kontrollen (im Alter von zehn bzw.
elf Monaten gestorben) die folgenden relativen Mittelwerte aufwiesen: (i) Volumen der
Molekularschicht: 6,4% (0,8 cm® gegeniiber 12,9 cm®): (ii) Volumen der Granularzellschicht:
26,7% (4,0 cm® gegeniiber 14,9 cm?®): (iii) Volumen der weiBen Substanz: 35,8% (2,5 cm?®
gegeniiber 7,1 cm®:; (iv) Gesamtzahl von Purkinjezellen: 84% (11,7x10° gegeniiber
13,9x10°); (v) Gesamtzahl von Granularzellen: 12,7% (4,8x10° gegeniiber 37,6x10°%); und (vi)
Anzahl von Granularzellen pro Purkinjezelle: 15,2% (411 gegeniber 2.692). Bei der
Nebenuntersuchung gelang bei allen untersuchten Kleinhirnhalften der

immunhistochemische Nachweis von Sonic hedgehog und Calbindin.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Gesamtzahlen von Purkinjezelln und
Granularzellen bei den Kontrollen stimmten gut mit Daten aus der Literatur Gberein; gleiches
gilt fur die ermittelten Volumenzunahmen der einzelnen Schichten des Kleinhirns in

Abhangigkeit vom Alter.
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Die eingangs beschriebene Hypothese konnte nicht bestatigt werden. Somit kénnen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dahingehend eingeordnet werden, dass die Suche nach
maoglichen, lichtmikroskopisch fassbaren morphologischen Veranderungen im Kleinhirn nach
Farbung von Gehirnschnitten mit Routinefarbungen bei der Forschung zu SIDS als ,dead
end” angesehen werden muss. Es erscheint auch unmdglich, aus den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit Empfehlungen fur die weitere Forschung zu SIDS abzuleiten. Daruber
hinaus zeigte der immunhistochemische Nachweis von Sonic hedgehog bei allen in der
Nebenuntersuchung analysierten Kleinhirnhélften, dass Sonic hedgehog auch beim
Menschen bei der Entstehung der inneren Granularzellschicht im Kleinhirn eine zentrale

Steuerfunktion zukommen kann.

Der entscheidende Aspekt der vorliegenden Arbeit war der Befund, dass mehr als 85% aller
Granularzellen im menschlichen Kleinhirn postnatal entstehen. Es war in der Literatur
bekannt, dass die Neurogenese der Granularzellen im menschlichen Kleinhirn sowohl pra-
als auch postnatal stattfindet; das genaue Ausmald der pra- und postnatalen Neurogenese
der Granularzellen im menschlichen Kleinhirn war jedoch nicht bekannt. Die in der
vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass neben der Bildung der Granularzellen
auch andere wichtige Aspekte der Kleinhirnentwicklung (Migration der Vorlauferzellen der
Granularzellen aus der auf3eren in die innere Granularzellschicht, synaptische Verschaltung
der Granularzellen mit den Purkinjezellen sowie der Granularzellen mit den Moosfasern, etc.)
im menschlichen Kleinhirn zum gro3ten Teil postnatal stattfinden, und zwar wahrend des
gesamten ersten Lebensjahres. In Bezug auf diese zum groéfdten Teil postnatal ablaufende
Entwicklung unterscheidet sich das Kleinhirn héchstwahrscheinlich von samtlichen anderen
Regionen des menschlichen Zentralnervensystems. Der lange postnatale Zeitraum (erstes
Lebensjahr) der menschlichen Kleinhirnentwicklung birgt die Gefahr vielfaltiger (und bisher
mdoglicherweise noch gar nicht bekannter) Schadigungsmdglichkeiten des Kleinhirns. So
kann z.B. die kirzlich berichtete Volumenverminderung des Kleinhirns bei friihgeborenen
Kindern, die friih-postnatal mit Glukokortikoiden behandelt wurden (im Vergleich zu nicht mit
Glukokortikoiden behandelten frihgeborenen Kindern), durchaus auf einer (méglicherweise
irreversiblen) Stérung der oben genannten Aspekte der postnatalen Kleinhirnentwicklung
beruhen, basierend auf einer gestdrten Neurogenese der Granularzellen. Dabei ist von
besonderer Bedeutung, dass das Kleinhirn nicht nur eine wichtige Rolle in der
Bewegungskoordination, sondern auch massiven Einfluss auf diverse kognitive, emotionale
und psychische Prozesse des taglichen Lebens und die Personlichkeit eines Menschen hat
(z.B. Aufmerksamkeit, die Geschwindigkeit der Informationsverarbeitung, das

Arbeitsgedachtnis, Lernprozesse, die Sprache sowie das raumliche Sehen). Umgekehrt
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bietet der lange postnatale Zeitraum der menschlichen Kleinhirnentwicklung jedoch auch
vielfaltige neue Mdoglichkeiten zur gezielten Prévention bzw. Therapie entsprechender
Kleinhirnentwicklungsstérungen, z.B. durch gezielte Stimulation der motorischen

Entwicklung. Dies sollte Gegenstand zukunftiger Forschung sein.
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