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1. Einleitung

Der plétzliche Kindstod - im Folgenden durchgehend als SIDS (,sudden infant death
syndrome*) bezeichnet - wurde von Willinger et al. (1991) und Moon et al. (2007) definiert als
.der plotzliche Tod eines Kindes im Alter von unter einem Jahr, der nach einer Untersuchung
des Falles mit kompletter Autopsie, Priifung der Todesumstande und Uberprifung der
Krankengeschichte ungeklart bleibt* (vgl. auch Biondo et al., 2003; Berul und Perry, 2007;
Kinney, 2009). Bei SIDS wird ein Kind ohne vorher ersichtliche Zeichen einer Erkrankung
haufig nach einer vorausgehenden Schlafphase tot aufgefunden (Ansari et al., 2002;
Bajanowski und Poets, 2004; Byard und Krous, 2004; Kinney, 2009). Es scheint so, dass die
Kinder einfach aufhéren zu atmen (Guilleminault et al., 1975). Obwohl die Zahl von SIDS-
Fallen in der Bundesrepublik Deutschland im Laufe der letzten Jahre ricklaufig ist (siehe
Tabelle 1.1), ist SIDS weiterhin eine der haufigsten Ursachen fur Kindstod im ersten
Lebensjahr (siehe Statistisches Jahrbuch 2013). Das Verhaltnis (genauer gesagt sein
Mittelwert der in Tabelle 1.1 gezeigten Zahlen) an SIDS verstorbenen Jungen zu Madchen
liegt bei 61:39. Diese fur die Bundesrepublik Deutschland geltenden Zahlen lassen sich auch
international wiederfinden. So wurde von Moon et al. (2007) ein Verhaltnis von 60:40

(Jungen zu Madchen) angegeben.

Tabelle 1.1: Anzahl Lebendgeburten und Fallzahlen fiir SIDS ausgewihlter Jahrgidnge in der
Bundesrepublik Deutschland. Quelle: Statistisches Jahrbuch (2006, 2009, 2012, 2013) des statistischen

Bundesamtes.
Jahr Lebendgeburten SIDS-Fille
Gesamt Jungen Maidchen
2011 662.685 147 94 53
2010 677.947 164 103 61
2007 684.862 228 138 90
2004 705.622 323 200 123

Eine kurzlich an funf groen Fall-Kontroll-Studien durchgefiihrte Metaanalyse mit 1472
SIDS-Fallen und 4679 Kontrollen (Carpenter et al., 2013) zeigte auf, dass alleine das Teilen
des Bettes zwischen Eltern und Kind das SIDS-Risiko erhdéht. Zu einer weiteren
Risikoerhdhung kommt es nach den Daten der o. g. Metaanalyse, wenn die Mutter bzw. die
Eltern rauchen bzw. Medikamente oder Alkohol zu sich nehmen (Carpenter et al., 2013).

Da bis heute keine eindeutige Ursache fir SIDS gefunden werden konnte, obwohl eine
Reihe von Organsystemen untersucht wurde, ist SIDS nach wie vor eine

Ausschlussdiagnose (Byard und Krous, 2004; Siren und Siren, 2011; Evans et al., 2013).



Dies hat zu intensiver Forschung in den verschiedensten Organsystemen des Korpers
geflihrt. Im Folgenden seien einige davon beispielhaft aufgefihrt:

1. Das Atemzentrum im Gehirn inklusive der weiteren an der neuronalen Kontrolle der
Atmung beteiligten Gehirnregionen (z. B. Guilleminault et al., 1975; Kinney, 2009;
Paterson et al. 2009).

2. Das Zwerchfell (Lamont et al., 1995; Weis et al. 1998; Siren und Siren 2011), die
Lunge (z. B. Haque et al., 1991) nebst mdglichen Surfactantveranderungen (z. B.
Hills et al., 1995), sowie die glatte Muskulatur der unteren Atemwege (z. B. Elliot et
al., 1999).

3. Das Herz-Kreislauf-System (z. B. Anderson et al., 1974; Maron et al., 1976;
Wedekind et al., 2006; Witcombe et al., 2012).

4. Weitere Untersuchungen am Zentralnervensystem (z. B. Winscher et al., 1971;
Takashima et al., 1978; Kinney, 2009); dabei auch Untersuchungen zum Vorkommen
leptomeningealer Neurone als Marker von neuronalen Entwicklungsstérungen
(Rickert et al., 2009).

5. Die Schilddrise (Risse und Weiler, 1984), die Bauchspeicheldrise (z. B. Hisaoka et
al. 1992) und die Nebennieren (z. B Pérez-Platz et al., 1994).

6. Die Beteiligung von Zytokinen als Marker flr Entziindungen (z. B. Vennemann et al.,
2012).

Insgesamt konnte bis heute kein einheitlicher Befund und insbesondere kein kausaler
Zusammenhang zwischen den Ergebnissen dieser Untersuchungen und SIDS festgestellt
werden. So wurde u. a. auf Grund von Untersuchungen wie denen von Mitchell et al. (1991),
in der neben anderen Faktoren die Schlaflage des Kindes als Risikofaktur fur SIDS gewertet
wurde, in den USA 1992 das , Back to Sleep“ Programm des ,U.S. National Institute of Child
Health & Human Development* (www.nichd.nih.gov/sts/; zuletzt zugegriffen am 28.01.2014)
gestartet. 2012 wurde dieses Programm ausgeweitet und in ,Safe to Sleep® umbenannt.
(www.nichd.nih.gov/sts/campaign/moments/Pages/2004-2013.aspx/; zuletzt zugegriffen am
28.01.2014). Dieses Programm beinhaltet die Empfehlungen, dass Kinder in Riickenlage, mit
fester Schlafoberflache, mit geeigneter Schlafbekleidung, ohne Kissen, Spielzeuge und
andere weiche Zubehdrartikel, mit nicht bedecktem Kopf, im eigenen Bett und ohne
Rauchexposition schlafen sollten, um das Risiko eines SIDS bedingten Todes zu minimieren.
Ausgehend von der Hypothese, dass SIDS durch fehlende Atemtétigkeit einerseits oder
durch fehlende neuronale Kontrolle des Atem- und Kreislaufzentrums andererseits
verursacht sein koéonnte (z. B. Paterson et al., 2009), rickte die Untersuchung des

Hirnstamms mit in den Fokus der Forschung (Kinney, 2009). Auch hier wurden etliche



Einzelbefunde erstellt, jedoch konnten keine einheitlichen Befunde mit einem
Ubergeordneten Kausalzusammenhang gefunden werden.

Da bei SIDS, wie eingangs erwahnt, die Kinder einfach aufhéren zu atmen (Guilleminault et
al., 1975) und das Kleinhirn an der respiratorischen und kardiovaskularen Kontrolle beteiligt
ist (z. B. Harper et al., 2000), wurde es mehrfach in Hinblick auf mdgliche pathologische
Veranderungen bei SIDS untersucht, und dabei insbesondere auf Zeichen von Hypoxie.
Oehmichen et al. (1989) stellten in ihrer Untersuchung keine Anzeichen von Hypoxie bei
SIDS-Fallen im Kleinhirn fest. Dem entgegen fanden Jones et al. (2003) in ihrer
Untersuchung an 51 SIDS-Fallen im Vergleich zu 33 Kontrollen eine héhere Konzentration
an VEGF (vascular endothelial growth factor) im Liquor von SIDS-Fallen. Der
Zusammenhang zwischen Hypoxie und VEGF konnte von Xu und Severinghaus (1998) bei
Ratten verdeutlicht werden. In dieser Studie war die Expression von VEGF bei Hypoxie
verstarkt im Vergleich zu einer normoxischen Kontrollgruppe. Dariber hinaus beschrieben
Boero et al. (1999) eine verstarkte Kapillarisierung im Gehirn bei Mausen, die einem
Sauerstoffdefizit ausgesetzt waren (Details werden in Kapitel 4. Diskussion erlautert).
Demzufolge kdnnten SIDS-Falle im Kleinhirn bei Vorliegen einer Hypoxie eine vermehrte
Kapillarisierung aufweisen.

Die Purkinjezellen als einzige Quelle efferenter Verbindungen der Kleinhirnrinde (Squire
et al., 2008) wie auch das Kleinhirn insgesamt wurden in den vergangenen Jahren ebenfalls
intensiv im Zusammenhang mit SIDS untersucht (z. B. Riedel et al., 1989; Cruz-Sanchez et
al., 1997; Lavezzi et al., 2007). Von Kiessling et al. (2013b) wurde gezeigt, dass keine
Unterschiede der Purkinjezellzahl bei SIDS-Fallen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
vorlagen. In einer post mortem Studie an Patienten, die an akuter Hypoxie verstorben waren,
konnte von Bartschat et al. (2012) dargestellt werden, dass bei diesen Fallen eine sinkende
Konzentration von Calbindin-D28k in den Purkinjezellen vorlag. Calbindin-D28k ist ein
Calcium bindendes Protein, welches im Zytosol von Purkinjezellen und anderen Neuronen
exprimiert wird. Dort dient es als verlasslicher Marker zur Diagnose von akuter Hypoxie
(Bartschat et al., 2012). Kiessling et al. (2013b) zeigten in Untersuchungen mit demselben
Marker, dass bei SIDS kein Hinweis auf akute Hypoxie der Purkinjezellen vorlag. Die von
Kiessling et al. (2013b) untersuchten Kleinhirnhédlften waren dieselben wie die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Kleinhirnhalften; allerdings wurden in der hier vorliegenden
Arbeit andere Kleinhirnschnitte untersucht als von Kiessling et al. (2013b).

Vor dem Hintergrund der hier vorgestellten Literatur erschien es lohnenswert, die Frage
moglicher hypoxischer Veranderungen am Kleinhirn bei SIDS weiter zu Uberprifen. Dazu

wurde in der hier vorliegenen Arbeit eine sogenannte design-based stereologische



Untersuchung an Kleinhirnhalften hinsichtlich der MikrogefaRlangendichte’ - einem
stereologischen Marker fir chronische Hypoxie - durchgefuhrt. Konkret wurden die
verschiedenen Kleinhirnschichten (2uBere Granularzellschicht, Molekularschicht,
Purkinjezellschicht, innere Granularzellschicht und weife Substanz) mit Hilfe der Space Balls
Methode (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al., 2002) analysiert. Dabei wurde die
folgende Hypothese Uberpruft:

Die mittlere MikrogefaRlangendichte im Kleinhirn ist bei SIDS-Fallen hdher als bei einer
alters- und geschlechtsgematchten Kontrollgruppe, als Ausdruck einer chronischen

subklinischen Hypoxie.

' Im Folgenden wird der Begriff ,MikrogefaRe“ statt dem Begriff ,Kapillaren“ verwendet, da
der verwendete immunhistochemische Nachweis fir Kollagen zum Anfarben der
Mikrogefale nicht geeignet ist, ausschlieRlich Kapillaren nachzuweisen. Fur die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit ist dies jedoch ohne Relevanz.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchtes Material

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten menschlichen Kleinhirnhalften wurden in den
Jahren 1999 bis 2001 durch Herrn Univ. Prof. Dr. med. Andreas Bittner (heute Direktor des
Instituts fur Rechtsmedizin des Universitatsklinikums Rostock) am Institut fir Rechtsmedizin
der LMU Minchen gesammelt und bis 2011 in einer 10%igen Formalinlésung gelagert, die
pH-Wert neutral gepuffert war. Fur die Verwendung dieser menschlichen Kleinhirne in der
vorliegenden Untersuchung liegt ein positives Votum der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Universitat Rostock vor (Registriernummer A 2012-0053). Das Originaldokument
dieses Votums befindet sich in der Anatomischen Anstalt der LMU Munchen und kann
jederzeit eingesehen werden.

Es wurde jeweils eine Kleinhirnhalfte von n=9 SIDS-Fallen sowie von n=14 Kontrollen
untersucht. Den n=9 SIDS-Fallen wurden an Hand des Alters und des Geschlechts n=9
gematchte Kontrollen aus dem Kollektiv der n=14 Kontrollen zugeordnet. Das Alter,
Geschlecht, das post mortem Intervall, die untersuchte Kleinhirnhalfte und die Diagnose der

n=14 Kontrollen sowie der n=9 SIDS-Falle sind den Tabellen 2.1 und 2.2 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: Fallnummer”, Alter, Geschlecht, post mortem Intervall (Zeit zwischen Tod und
Obduktion) [PMI] und untersuchte Kleinhirnhélfte der in der vorliegenden Arbeit untersuchten n=9
SIDS-Félle. m: maénnlich; w: weiblich. MW: Mittelwert aller n=9 SIDS-Fille; StAbw:
Standardabweichung aller n=9 SIDS-Fille; StF: Standardfehler des Mittelwertes aller n=9 SIDS-Fille.

Alter PMI Untersuchte
Fallnummer [Monate] Geschlecht [Stunden] Kleinhirnhilfte

10/67 2 m 24 links
10/50 3 m 56 links
10/68 3 m 18 links
10/54 6 m 39 links
10/55 7 m 33 links
10/47 9 W 64 links
10/73 10 m 5 links
10/78 10 W 32 links
10/88 10 W 6 links
MW 6,7 30,8

StAbw 3,3 20,3

StF 1,1 6,8

’Diese internen Fallnummern wurden nach Eingang der Kleinhirnhélften in der
Anatomischen Anstalt der LMU Munchen neu vergeben, um die Moglichkeit einer ,Ent-
Anonymisierung® der untersuchten SIDS-Falle und Kontrollen auszuschlief3en.
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Die Ausschlussdiagnose SIDS wurde nach polizeilicher Prifung der Todesumstande,
einer Untersuchung des Falles mit kompletter Autopsie, histologischer, mikrobiologischer
und toxikologischer Untersuchung durch das Institut fir Rechtsmedizin der LMU Minchen
nach der San Diego Klassifikation festgestellt (Krous et al., 2004).

Tabelle 2.2: Fallnummer, Alter, Geschlecht, post mortem Intervall (Zeit zwischen Tod und
Obduktion) [PMI], untersuchte Kleinhirnhdlfte und Diagnose der n=14 in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Kontrollen. Bei den mit * markierten Fallnummern handelt es sich um die n=9
gematchten Kontrollen. m: ménnlich; w: weiblich. MW: Mittelwert aller n=14 Kontrollen; StAbw:
Standardabweichung aller n=14 Kontrollen; StF: Standardfehler des Mittelwertes aller n=14
Kontrollen. MW*: Mittelwert der n=9 gematchten Kontrollen; StAbw*: Standardabweichung der n=9
gematchten Kontrollen; StF*: Standardfehler des Mittelwertes der n=9 gematchten Kontrollen.

Untersuchte
Fallnummer Alter Geschlecht PMI Kleinhirn- Diagnose
[Monate] [Stunden] hiilfte
10/46 0,03 w 33 rechts Ersticken
10/76 0,03 W 10 links Erwiirgen
10/70 0,83 m 42 links Totung (Ersticken)
10/79%* 1,5 m 36 links Herzfehler
10/71%* 3 m 28 rechts Infekt
10/30% 3 m 27 links Waterhouse- Friderichsen
Syndrom
10/99* 4 m 25 rechts Unklar
10/92%* 7 m 11 links Erwiirgen
10/64 8 m 53 links Otitis media
. MCAD-Syndrom /
10/84% ? W 29 links Adrenogenitales Syndrom
10/45%* 10 m 29 links Sepsis
10/58* 10 \4 76 links CO-Intoxikation
10/65%* 10 W 7 links Myokarditis
10/77 11 m 56 links Herzfehler
MW 5,53 33,0
StAbw 4,15 19,0
StF 1,11 5,1
MW#* 6,39 29,8
StAbw* 3,52 19,6
StF* 1,17 6,5




2.2 Histologische Aufarbeitung

Die ca. 10 Jahre in Formalin gelagerten Kleinhirnhalften wurden, je nach Gréle des
Kleinhirns, bis zu einer Woche unter flieRendem Leitungswasser gewassert. Danach wurden
sie in aufsteigender Konzentration in 10%, 20% und 30% Sucrose (Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen, Deutschland) in 0,1M TBS Loésung bei pH 7,4 und 4°C eingelegt. Die TBS
Lésung wurde wie folgt hergestellt: 24,2 g Tris ultra pur (AppliChem, Darmstadt,
Deutschland) wurden zusammen mit 17,0 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 1,9
Liter Aqua dest. geldst; anschlieBend wurde die Lésung mit Eisessig ( = 100% Essigsaure,
Merck) auf pH 7,4 eingestellt und dann mit Aqua dest. auf 2 Liter aufgefillt. Sobald die
Kleinhirnhalften in der jeweiligen Losung vollstandig abgesunken waren, wurden sie in die
Lésung mit der nachsthdoheren Sucrosekonzentration eingelegt. Danach wurden die
Kleinhirnhalften in Alufolie eingewickelt und mit zerkleinertem Trockeneis oder CO, Schaum
eingefroren. Nach vollstandigem Durchfrieren wurden sie auf den Halter eines Kryostaten
(Leica CM 1950; Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) mittels Frozen Section Medium
(Neg 50; Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) aufgeblockt. Von den gefrorenen
Kleinhirnhalften wurden bei einer Temperatur von -20°C im Innenraum des Kryostaten und
einer Temperatur des Probenhalters von -18°C Sagittalschnitte von 100 um Dicke erstellt.
Dabei wurden die folgenden Mikrotomklingen verwendet: C 35 (Feather Safety Razor Co.,
Osaka, Japan). Je nach GroRe der Schnitte wurden diese entweder auf Superfrost plus
Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Deutschland) oder auf mit Gelatine beschichtete
Objekttrager (Menzel) aufgezogen und bis zur spateren Verwendung bei -20 °C gelagert. Der
Messerhalter wurde nach jedem Schnitt abgepinselt und nach jeweils 10 Schnitten mit 100%
unvergalltem Ethanol gesaubert. Zur Herstellung der mit Gelatine beschichteten Objekttrager
wurden die Glasobjekttrager in der Spllmaschine gereinigt und bei 37 °C fur 1 Stunde im
Brutschrank getrocknet. Dann wurde die Gelatine angerihrt (50 g gepulverte Gelatine
(Merck) in 1000 ml Aqua dest. gel6st und langsam auf 60 °C erwarmt). Nach dem Abkuhlen
der Losung wurde 0,32 g Chromalaun (Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat; Merck)
hinzugegeben und die Losung in ein Glasgefall filtriert. Im Anschluss wurden die
Objekttrager fur ca. 2 Sekunden in die Gelatineldsung eingetaucht und anschlieend auf
einem Tuch abgetropft. Uber Nacht wurden sie bei 37 °C im Brutschrank getrocknet. Am
nachsten Tag wurden die Objekttrager fur 30 Minuten in eine 4,5 %ige Formaldehydlésung
(pH 7, saurefrei, phosphatgepuffert; Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und
Uber Nacht unter den Abzug zum Ausdampfen gestellt.

FUr die design-based stereologischen Untersuchungen wurde aus den Schnitten jeder
Kleinhirnhalfte jeweils eine Serie von Schnitten mit gleichem Abstand zueinander
herausgesucht, und zwar so, dass fur jede Kleinhirnhalfte genau funf Schnitte untersucht

wurden (Tabelle 2.3). Lediglich bei den Fallen 10/71 und 10/88 (dies waren die beiden ersten
7



untersuchten Kleinhirnhalften) wurden jeweils sechs Schnitte untersucht. Die Nummer des
jeweils ersten Schnittes wurde fur jede untersuchte Kleinhirnhalfte zufallig gewahlt, mit der
Mallgabe, dass dieser jeweils erste Schnitt eine Nummer hatte, die kleiner war als der
Schnittabstand der untersuchten Serie. Konnten einzelne Schnitte der herausgesuchten
Serie bedingt durch Artefakte nicht untersucht werden (dies war bei den Fallen 10/50 und
10/78 der Fall), wurden sie durch benachbarte Schnitte ersetzt. Diese Art des Anlegens von
Schnittserien nennt man in der design-based Stereologie ,systematic and random sampling®
(vgl. Schmitz und Hof, 2005). Systematisch ist dabei der jeweils gleiche Schnittabstand;
zuféllig ist die Position der Schnittserie in Bezug auf die untersuchte Kleinhirnhalfte,

ausgedruckt durch die Nummer des jeweils ersten Schnittes.



Tabelle 2.3: Untersuchte Schnittserien.

Fallnummer Schnitt Nr. Schnittabstand
1 2 3 4 5 6
10/67 22 94 166 238 310 - 72
10/50 10 98 184 271 358 - 87
10/68 35 107 179 251 323 - 72
10/54 5 98 191 284 377 - 93
10/55 36 108 180 252 324 - 72
10/47 85 157 229 301 373 - 72
10/73 35 107 179 251 323 - 72
10/78 59 155 252 347 443 - 96
10/88 34 106 178 250 322 394 72
10/46 15 75 135 195 255 - 60
10/76 20 74 128 182 236 - 54
10/70 15 93 171 249 327 - 78
10/79 35 107 179 251 323 - 72
10/71 10 82 154 226 298 370 72
10/80 46 106 166 226 286 - 60
10/99 38 110 182 254 326 - 72
10/92 12 108 204 300 396 - 96
10/64 35 131 227 323 419 - 96
10/84 35 107 179 251 323 - 72
10/45 11 107 203 299 395 - 96
10/58 60 132 204 276 348 - 72
10/65 59 131 203 275 347 - 72
10/77 59 131 203 275 347 - 72

Im nachsten Schritt wurde eine immunhistochemische Behandlung der Schnitte zum
Nachweis von Kollagen IV durchgeflhrt. Dazu wurden die Schnitte aus der Kuihltruhe
genommen und Uber den Zeitraum von drei Tagen bei 55°C auf einer Heizplatte (Medax,
Neumdunster, Deutschland) getrocknet. Diese Trocknung auf der Heizplatte diente einerseits
der besseren Anhaftung des Gewebes auf den Objekttragern und andererseits (im Vergleich
zu einem Warmeschrank) durch die von unten kommende Warme dem besseren
Gewebeerhalt. Danach wurden die Schnitte zur Entfettung in eine aufsteigende Ethanolreihe
eingebracht (70%, 90% fir je 2 Stunden) und anschliefend Uber Nacht in 100% Ethanol
gelagert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte bei Raumtemperatur je 15 Minuten in eine
absteigende Ethanolreihe (90%, 70%) gebracht und danach kurz mit destilliertem Wasser
abgespllt. AnschlieBend wurden sie in 1% Saponin (Sigma-Aldrich Chemie) in
phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) fir 10 Minuten zur Permeabilisierung eingestellt und

erst mit Leitungswasser und dann mit PBS gesplilt. Die Herstellung von 1 Liter PBS-Losung



(0,01 M PBS mit 0,15 M NaCl, pH 7,4) erfolgte wie folgt: 8,77 g NaCl (Merck) in 900 ml Aqua
dest. I16sen, 10 ml von ,Lésung A* (27,6 g NaH,PO,4+ H,O / 1000 ml Aqua bidest.; Merck) und
40 ml von ,Lésung B* (35,6 g Na,HPO, * 2 H,O / 1000 ml Aqua bidest.; Merck) zugeben, den
pH-Wert mit ,Lésung B* auf 7,4 einstellen und mit Aqua dest. auf 1000 ml aufflllen.

Die einzelnen Schritte des immunhistochemischen Nachweises von Kollagen IV sind in
Tabelle 2.4 zusammengefasst. Der Primarantikérper M3F7 (a Collagen IV, Spezies Maus,
monoklonal) stammte von der Developmental Studies Hybridoma Bank (University of lowa,
Department of Biology, lowa City, IA, USA). Dieser Antikérper erkennt die helikalen
Domanen der a1 und a2 Ketten von Kollagen IV, welches in einer Vielzahl von vaskularen
und epithelialen Basalmembranen exprimiert wird (Foellmer et al., 1983).

Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte mit einer Cresylviolett-Farbung (Details in
Tabelle 2.5). Abschlielend wurden die Schnitte mit Malinol (Waldeck Division Chroma,
Minster, Deutschland) eingedeckelt.

Fir jede untersuchte Kleinhirnhédlfte wurde dartber hinaus an einigen zusatzlichen
Schnitten (d.h., nicht an den in Tabelle 2.3 genannten Schnitten) aus dem Vermis ein
immunhistochemischer Nachweis von GFAP (,glial fibrillary acidic protein“) durchgefihrt
(Primarantikorper: ab4648, Spezies Maus, monoklonal; Abcam, Cambridge, MA, USA), mit
dessen Hilfe Astrozyten nachgewiesen werden koénnen (siehe z. B. Eng, 1985). Astrozyten
stellen z. B. bei langanhaltender Hypoxie eine Moglichkeit des Nervengewebes dar,
abgestorbene Bereiche mit glidsen Narben zu ersetzen und eignen sich daher gut, um
chronische Hypoxie immunhistochemisch darzustellen (Pekny und Nilsson, 2005). Zum
immunhistochemischen Nachweis von GFAP wurden die entsprechenden Schnitte 3 Tage
auf einer Heizplatte (Medax) getrocknet und anschlieRend zur Entfettung in eine
aufsteigende Ethanolreihe eingebracht (70% und danach 96% firr je 2 Stunden). Uber Nacht
verblieben die Schnitte in 96% Ethanol, um am folgenden Tag in 70% Ethanol 15 Minuten
umgelagert zu werden. Anschlie®end wurden sie kurz mit destillietem Wasser abgespult.
Als nachstes wurden sie in der Mikrowelle bei ca. 640 W 2 x 5 Minuten mit 0,01 M
Citratpuffer pH 6 — bestehend aus 9 ml Lésung A: 21,0 g Citronensaure-Monohydrat (CsHgO7
* H,O) in 1000ml Aqua bidest.; 41 ml Lésung B: 29,4 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (CsHsNasO-
* 2 H,0) in 1000 ml Aqua bidest. und 450 ml Aqua dest. — demaskiert, mit PBS gespult und
mit 1% Saponin in PBS-Losung fur 10 Minuten permeabilisiert. Nachfolgend wurden die
Schnitte mit Leitungswasser und dann mit PBS gespiilt. Die Herstellung von PBS ist im
vorherigen Absatz beschrieben. Die folgende Peroxidase-Blockierung sowie weitere Schritte
der immunhistochemischen Behandlung sind in Tabelle 2.6 zusammengestellt. Die
Gegenfarbung der Schnitte wurde mit einer Cresylviolett-Farbung (Details in Tabelle 2.5)
durchgefuhrt. AbschlieRend wurden die Schnitte mit Malinol (Waldeck Division Chroma)

eingedeckelt.
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Tabelle 2.4: Arbeitsablauf des immunhistochemischen Nachweises von Kollagen IV.

Arbeitsschritt Chemikalien Ansatz Zeit
Entfetten Ethanolreihe 70%, 90%, 100% und zuriick bis 70%,
kurz Aqua dest.
Permeabilisierung Saponin, 1% in PBS 0,1 gauf 10 ml 10 min
Spiilen Kurz in Leitungswasser, 3 x 5 min
dann in PBS
Demaskierung Pepsin 0,5% 0,025g / 5ml 0,01N HCl 25 min bei
37°C
Spiilen Kurz in Leitungswasser, 3 x 10 min
dann in PBS
Peroxidase-Block 1% H,0,in PBS 290 ml PBS + 10 ml H,O, (30%) 45 min
Spiilen in PBS 3 x 5 min
Blockierung 3% GOS in PBS- 1 ml PBS-Tween-BSA + 30 ul GOS 30 min
Tween-BSA
Inkubation mit In PBS-Tween-BSA 1000 pl PBS-Tween-BSA + 5 hbei RT,
Primérantikorper Primérantikorper (1:20 bis 1:50) iiber Nacht
M3F7 a Collagen bei 4 °C
v
Spiilen In PBS 3 x 10 min
Inkubation mit Goat anti mouse (1:200) 1 ml PBS-Tween-BSA +30 ul GOS+ 2h
Biotin in 3% GOS, in PBS- 5 pl Zweitantikorper
konjugiertem Tween-BSA
Zweitantikorper
Spiilen In PBS 3 x 10 min
Enzymreaktion Avidin-Komplex (1:50) 1 ml PBS-Tween+ 10 pl A+ 10ulB, 2h
in PBS-Tween 30 Min. vorher herstellen
Spiilen In PBS 3 x 10 min
Visualisierung DAB 1 ml DAB + 2 pul H,O, (30%) 15 min
Spiilen Kurz in Aqua dest., 2 X 5 min
dann in PBS

PBS: phosphatgepufferte Salzlosung (Merck). Tween: nichtionisches Tensid (Sigma-Aldrich Chemie).
PBS-Tween: 0,1% Tween geldst in PBS. BSA: bovines Serumalbumin (Sigma-Aldrich Chemie). PBS-
Tween-BSA besteht aus 100 ml PBS + 0,1 ml Tween + 3 g BSA. Saponin: Detergenz (Sigma-Aldrich
Chemie). Pepsin: enzymatische Demaskierung (Sigma-Aldrich Chemie). HCI: Salzsdure (Merck).
H,0,:  Wasserstoffperoxid  (Merck). GOS: Ziegennullserum  (Sigma-Aldrich  Chemie).
Primérantikérper M3F7 o Collagen IV (University of lowa, Department of Biology). Die verwendete
Verdiinnung des Primérantikorpers lag zwischen 1:20 bis 1:50, abhdngig von der individuellen
Anfarbbarkeit der jeweiligen Kleinhirnhélfte. Biotin konjugierter Zweitantikorper goat anti mouse IgG

(Vector # BA9200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Avidin-Komplex (Vectastain ABC
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Kit # PK 4000, 1:50, Vector Laboratories). DAB: Diaminobenzidin, Ansatz: 10 mg DAB (Merck) in

15 ml PBS geldst. RT: Raumtemperatur.

Tabelle 2.5: Arbeitsablauf der Cresylviolett-Farbung.

Arbeitsschritt  Chemikalien Ansatz Zeit
Spiilen In Aqua dest. Kurz
Férben Cresylviolett Acetat-Lsg. in 25-35 sek
Acetatpuffer bei pH 3,8
Spiilen Aqua dest. Kurz
Entwéssern Aufsteigende Ethanolreihe ~ 70% + 3 Tropfen Eisessig zur Bis das
schnelleren Differenzierung, gewiinschte
70%, 90%, 96% bis zur Ergebnis (unter
vollstdndigen Entféarbung des mikroskopischer
Hintergrundes, 100% , 100% Kontrolle)
erreicht ist
Intermedium Xylol 2 x 10 min
Eindeckeln Malinol Aushértungszeit
bis zu 3 Tage

Zum Ansatz der Farbstammlosung wurden 0,5 g Cresylviolett Acetat (Waldeck Division Chroma,

Miinster, Deutschland) in 100 ml Acetatpuffer gelost. Der Acetatpuffer bestand aus folgenden

Komponenten: Losung A: 2,721 g Natriumacetat « 3 H,O (Merck) gelost in 100 ml Aqua dest.,

Losung B: 4,804 ml Eisessig (Merck) in 400 ml Aqua dest. Mischen beider Losungen und Einstellung

auf pH 3,8 mit Eisessig (Merck). Die Farbgebrauchslosung wurde durch Mischung von

Farbstammldsung und Acetatpuffer im Verhaltnis 1:1 hergestellt und filtriert. Xylol: Intermedium

(Merck). Malinol: Einschlussmittel (Waldeck Division Chroma)
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Tabelle 2.6: Arbeitsablauf des immunhistochemischen Nachweises von GFAP.

Arbeitsschritt Chemikalien Ansatz Zeit
Entfetten Ethanolreihe 70%, 96% und zuriick bis 70%,
kurz Aqua dest.
Demaskierung Citratpuffer Lsg. A9ml+ Lsg. B41 ml +450 2 x 5 min. in der
ml A. dest bei pH 6 Mikrowelle bei

ca. 640 W
Spiilen in PBS 5 min
Entfetten 1% Saponin in PBS 1g Saponin + 100 ml PBS 10 min
Spiilen in Leitungswasser 5 min
Spiilen in PBS 5 min
Peroxidase-Block 1% H,0,in PBS 290 ml PBS + 10 ml H,0,(30%) 45 min
Spiilen in PBS 5 min
Blockierung 5% GOS in PBS-Tween 1 ml PBS-Tween + 50 pul GOS 30 min
Inkubation mit 1:50 in PBS-Tween 98 ul PBS-Tween + 2 pul 20 min bei 37 °C,
Primérantikorper Primarantikorper dann 2 h bei RT,
GFAP 2A5 iiber Nacht bei
ab4648 4°C
Spiilen in PBS 3 x 5 min
Inkubation mit Goat anti mouse 1:200 1 ml PBS-Tween + 50 pl GOS+ 90 min bei 26 °C
Biotin in 5 % GOS, in PBS- Sul Zweitantikorper
konjugiertem Tween
Zweitantikorper
Spiilen in PBS 3 x 5 min
Enzymreaktion Avidin-Komplex in 1 ml PBS-Tween+ 10 pl A+ 10 90 min bei 26 °C

PBS-Tween ul B, 30 Min. vorher herstellen

Spiilen in PBS 3 x 5 min
Visualisierung DAB 1 ml DAB + 2 pul H,0,(30%) 15 min
Spiilen In Aqua dest. 2 x 5 min

PBS: phosphatgepufferte Salzlosung (Merck). Tween: nichtionisches Tensid (Sigma-Aldrich Chemie).
PBS-Tween: 0,1% Tween gelost in PBS. Der Citratpuffer (pH 6,0) bestand aus 9 ml Losung A: 21,0 g
Citronensidure-Monohydrat (CsHgO; ¢ H,O) in 1000ml Aqua bidest.; 41 ml Losung B: 29,4 g Tri-
Natriumcitrat-Dihydrat (CsHsNa;O- * 2 H,0) in 1000 ml Aqua bidest. und 450 ml Aqua dest. Saponin:
Detergenz (Sigma-Aldrich Chemie). H,0,: Wasserstoffperoxid (Merck), GOS: Ziegennullserum
(Sigma-Aldrich Chemie). Primirantikdrper GFAP 2A5 ab4648 (Abcam). Die verwendete Verdiinnung

des Primérantikorpers lag bei 1:50. Biotin konjugierter Zweitantikorper goat anti mouse IgG (Vector #
BA9200, Vector Laboratories). Avidin-Komplex (Vectastain ABC Kit # PK 4000, 1:50, Vector
Laboratories). DAB: Diaminobenzidin, Ansatz: 10 mg DAB (Merck) in 15 ml PBS gelost. RT:

Raumtemperatur.
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2.3 Stereologische Auswertungen

2.3.1 Einfuhrung in die design-based Stereologie

Der Begriff design-based Stereologie bezeichnet eine Anzahl mathematischer Methoden zur
quantitativen Bestimmung von Variablen (z. B. Zellzahl, Zellgréfte, Volumina,
Mikrogefallangendichte) in einem Referenzraum (z. B. einer Kleinhirnhalfte) (Glaser et al.,
2006). Design-based bedeutet eine - im Gegensatz zur model-based Methodik — Annahme-
freie, den Gesetzen von Mathematik und Statistik entsprechende Methode. Nach heutigem
Mal3stab gilt die design-based Stereologie als state of the art im Bereich der quantitativen
Histologie (vgl. z. B. Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006).

Das Prinzip der design-based Stereologie zur Bestimmung von
MikrogefalRlangendichten in einem Organ oder einer Hirnregion lasst sich wie folgt erklaren:
In einem definierten Raum (z. B. einer menschlichen Kleinhirnhalfte mit den dort enthaltenen
MikrogefalRen, die sich im Verlauf dreidimensional, ahnlich wie ein Réhrensystem, durch das
Gewebe ziehen) soll die Dichte an Mikrogefalten bestimmt werden. Nun kdnnte das gesamte
Volumen der Kleinhirnhélften in kleine Scheiben geschnitten und auf allen Scheiben
MikrogefaRanschnitte gezahlt werden. Dies ware allerdings viel zu langwierig und
zeitaufwandig. Eine bessere Mdglichkeit ware, Mikrogefalle nur in bestimmten Scheiben zu
zahlen und die Gesamtzahl an Anschnitten der MikrogefaRe auf das gesamte Volumen
(Grundflache des Kleinhirns multipliziert mit der Tiefe) hochzurechnen. Dieses Verfahren,
gerade wenn die Scheiben nicht zufallig ausgewahlt werden, birgt jedoch die Gefahr,
,biased” zu arbeiten, d. h. systematischen Fehlern zu unterliegen (in diesem Beispiel
entweder zu viele Anschnitte von Mikrogefaf3en und in der Folge bei der Hochrechnung ein
zu hohes Gesamtergebnis oder auch das Gegenteil). Daher ist es flir eine valide Aussage
notwendig, die Auswahl der Scheiben, in denen MikrogefaRanschnitte gezahlt werden,
systematisch zu wahlen. Auf die Stereologie Ubertragen bedeutet dies, eine sogenannte
systematically and randomly sampled (SRS) Serie von Gehirnschnitten und mikroskopischen
Gesichtsfeldern zu erstellen (Gundersen, 1986; Gundersen und Jensen, 1987; Schmitz und
Hof, 2005; Glaser et al., 2006). Hierbei ist z. B. der Abstand der Gehirnschnitte zueinander
streng systematisch (wie in Tabelle 2.3 gezeigt). Bei Fallnummer 10/67 wurde z. B. nur jeder
72. Schnitt analysiert. Durch diese Reduktion der zu analysierenden Schnitte wird der
Zahlaufwand fir die Analyse erheblich reduziert (bei Fallnummer 10/67 z. B. um den Faktor
72). Jedoch ist auch diese Reduktion noch nicht umfassend genug, und so werden pro
Schnitt nur einige, ebenfalls nach SRS Kriterien ausgewahlte mikroskopische Gesichtsfelder
analysiert. Damit die Orte dieser Gesichtsfelder sowohl systematisch als auch zufallig

gewahlt werden, legt man ein Gitter mit definierten Kantenldngen in X- und Y- Richtung
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zufallig Gber den untersuchten Schnitt. An den Kreuzungspunkten im Gitter befinden sich
dann die zu analysierenden Gesichtsfelder.

Die Bestimmung der MikrogefaRlangendichte selber erfolgte mit Hilfe der Space Balls
Methode (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al., 2002; Schmitz und Hof, 2005). Konkret
wurde in der Mitte von jedem Gesichtsfeld ein virtueller Hemi-Space Ball generiert (Details in
Kapitel 2.3.5), der als virtuelle Halbkugel mit einem Sicherheitsabstand zur oberen
Schnittoberflache in den zu untersuchenden Raum gelegt wurde, so dass die abgeschnittene
Seite der Halbkugel nach unten zu liegen kam. In der hier vorliegenden Arbeit betrug der
Sicherheitsabstand (= guard zone) 3 um (siehe Tabellen 2.7 und 2.8). Diese guard zone war
notwendig um Unebenheiten der Gewebeoberflache auszugleichen. Betrachtet man den
Hemi-Space Ball in einer dinnen Ebene parallel zur Schnittoberflache, so ist ein Kreis zu
sehen, dessen Radius mit zunehmender Entfernung von der oberen Schnittoberflache
zunimmt (bis zum Radius des Hemi-Space Balls selber). Durch Verschieben der
Fokusebene innerhalb des Schnitts andert sich auch der Radius des Kreises, der einen
Anschnitt des Hemi-Space Balls in der untersuchten Fokusebene darstellt (siehe Abbildung
2.2). Gezahlt wurden dann alle Schnittpunkte des Kreises in allen Fokusebenen mit der
virtuellen Mittellinie derjenigen Mikrogefalle, die im analysierten Gesichtsfeld angetroffen
wurden (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al.,, 2002; Schmitz und Hof, 2005).
Anschlieend wurde die Mikrogefalidichte in der untersuchten Kleinhirnhalfte hochgerechnet
(Details in Kapitel 2.3.5), wobei hierzu auch das Volumen der untersuchten Kleinhirnhalfte
bestimmt werden musste (Details in Kapitel 2.3.6).

Die Tabellen 2.7 bis 2.10 zeigen die stereologischen Details der Messungen der
MikrogefalRlangendichte bei den n=9 SIDS-Fallen, den n=14 Kontrollen und den n=9
gematchten Kontrollen. Durchschnittlich wurden 1194 Schnittpunkte zwischen den Hemi-
Space Balls und den Mikrogefalten pro Kleinhirnhemisphare gezahlt. In den Tabellen 2.8
und 2.9 sind die Schnittpunkte zwischen den Hemi-Space Balls und den Mikrogefalien je

Kleinhirnschicht dargestelit.

15



Tabelle 2.7 Details der stereologischen Bestimmung der Mikrogefa3langendichte im Kleinhirn der
n=9 SIDS-Fille, die mit Hilfe der Space Balls Methode (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al.,
2002; Schmitz und Hof, 2005) ermittelt wurden. XS: Anzahl der untersuchten Schnitte. G:
Kantenlédngen des Gitters in X und Y Richtung, das zur systematically and randomly sampled (SRS)
Positionsbestimmung der Hemi-Space Balls verwendet wurde. ssf': Kehrwert der section sampling
fraction. T: mittlere gemessene Schnittdicke nach histologischer Aufarbeitung. gz: guard zone
(Sicherheitsabstand der Hemi-Space Balls zur oberen Schnittoberfliche). r: Radius der Hemi-Space
Balls. MW: Mittelwert.

Fallnummer PN Gum] ssf' T[um] gz[pm] r[um]
10/67 5 1300 72 31,5 3 25
10/50 5 1300 87 41,6 3 25
10/68 5 1600 72 34,7 3 25
10/54 5 1400 93 40,6 3 25
10/55 5 1700 72 42,5 3 25
10/47 5 1900 72 36,8 3 25
10/73 5 1900 72 37,5 3 25
10/78 5 1900 96 33,6 3 25
10/88 6 2000 72 37,4 3 25
MW 5,1 1666,7 78,7 37,4 3 25
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Tabelle 2.8 Details der stereologischen Bestimmung der Mikrogefa3langendichte im Kleinhirn der
n=14 Kontrollen (inkl. der n=9 gematchten Kontrollen, gekennzeichnet mit *), die mit Hilfe der Space
Balls Methode (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al., 2002; Schmitz und Hof, 2005) ermittelt
wurden. XS: Anzahl der untersuchten Schnitte. G: Kantenldangen des Gitters in X und Y Richtung, das
zur systematically and randomly sampled (SRS) Positionsbestimmung der Hemi-Space Balls
verwendet wurde. ssf': Kehrwert der section sampling fraction. T: mittlere gemessene Schnittdicke
nach histologischer Aufarbeitung. gz: guard zome (Sicherheitsabstand der Hemi-Space Balls zur
oberen Schnittoberflache). r: Radius der Hemi-Space Balls. MW: Mittelwert aller n=14 Kontrollen,
MW?*: Mittelwert der n=9 gematchten Kontrollen.

Fallnummer xS G [um] ssf’ T [nm] gz [um] r [um]
10/46 5 1000 60 29,6 3 25
10/76 5 1100 54 29,6 3 25
10/70 5 1100 78 31,1 3 25
10/79* 5 1200 72 32,6 3 25
10/71* 6 1500 72 32,9 3 25
10/80* 5 1400 60 324 3 25
10/99* 5 1600 72 40,2 3 25
10/92* 5 1500 96 42,4 3 25
10/64 5 1800 96 39,2 3 25
10/84* 5 1500 72 40,4 3 25
10/45* 5 1700 96 38,4 3 25
10/58* 5 1900 72 40,7 3 25
10/65* 5 1900 72 38,7 3 25
10/77 5 2000 72 32,0 3 25
MW 5,1 1514 74,6 35,7 3 25
MW* 5,1 1578 76,0 37,6 3 25
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Tabelle 2.9 Anzahl der Hemi-Space Balls (X HSB) und gezéhlte Schnittpunkte zwischen den Hemi-
Space Balls und der virtuellen Mittellinie von Mikrogefdflen (X is; ,,intersections®) zur Bestimmung
der schichtspezifischen Mikrogeféalangendichte in den untersuchten Kleinhirnhilften der n=9 SIDS-
Fille. 4GZS: &uBere Granularzellschicht; MS: Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; iGZS:
innere Granularzellschicht; WS: weille Substanz. MW: Mittelwert.

Fallnummer aGZS MS PZS iGZS WS

XHSB Xis XHSB Xis XHSB Xis XHSB Xis ZXZHSB ZXis
10/67 212 113 197 176 154 201 498 504 350 294
10/50 176 90 262 179 127 164 464 452 299 219
10/68 171 88 359 243 140 181 520 477 307 278
10/54 136 54 404 312 142 168 494 472 300 181
10/55 108 49 471 345 98 105 539 480 217 170
10/47 91 58 476 413 106 110 504 448 239 149
10/73 75 33 553 404 78 78 520 499 224 147
10/78 104 63 500 488 86 96 466 561 250 150
10/88 111 74 474 399 85 87 450 421 210 124
MW 132 69 411 329 113 132 495 479 266 190
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Tabelle 2.10 Anzahl der Hemi-Space Balls (X HSB) und gezéhlte Schnittpunkte zwischen den Hemi-
Space Balls und der virtuellen Mittellinie von Mikrogefdflen (X is; ,intersections®) zur Bestimmung
der schichtspezifischen Mikrogefdflingendichte in den untersuchten Kleinhirnhélften der n=14
Kontrollen (inkl. der n=9 gematchten Kontrollen, gekennzeichnet mit *). &4GZS: &uflere
Granularzellschicht; MS:  Molekularschicht;  PZS:  Purkinjezellschicht; 1GZS:  innere
Granularzellschicht; WS: weille Substanz. MW: Mittelwert aller n=14 Kontrollen; MW?*: Mittelwert
der n=9 gematchten Kontrollen. Bei Fallnummer 10/64 konnten nur vier Kleinhirnschnitte untersucht
werden. Dementsprechend wurden die Werte von Fallnummer 10/64 nicht bei der Berechnung der

Mittelwerte beriicksichtigt.

Fallnummer aGZS MS PZS iGZS WS

HSB Xis XHSB Xis XHSB Xis XHSB Xis XHSB Xis

10/46 125 95 170 148 132 237 517 603 429 367
10/76 143 67 127 128 123 237 538 654 407 470
10/70 169 72 178 135 136 157 503 538 376 367
10/79%* 211 96 257 158 99 108 563 474 328 240
10/71%* 179 105 330 284 115 178 462 484 298 261
10/80%* 181 67 198 109 107 116 550 517 340 266
10/99%* 152 87 317 234 153 183 447 368 321 256
10/92* 123 79 494 366 109 121 458 381 283 189
10/64 64 34 313 266 69 84 364 411 177 100
10/84%* 52 23 556 432 102 112 410 359 241 165
10/45%* 77 30 466 349 96 123 462 496 230 141
10/58* 94 60 482 413 100 98 438 421 252 137
10/65%* 54 22 531 420 124 115 425 394 275 134
10/77 73 59 460 443 128 161 449 461 238 204
MW 121 64 349 278 114 145 470 469 300 236
MW#* 125 63 403 307 112 128 468 433 285 199
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2.3.2 Aufbau des verwendeten Stereologiesystems

Das verwendete Stereologiesystem bestand aus den folgenden Komponenten:

1.
2.

Lichtmikroskop, Zeiss Axioskop (Zeiss, Wetzlar, Deutschland).
Feinkalibrierter Objektivrevolver mit folgenden Objektiven von Zeiss (Bedeutung der
Zahlen: die erste Zahl zeigt den Abbildungsmalistab, die zweite Zahl die numerische
Apertur. = bedeutet die Korrektur des Objektivs auf unendlich, die Zahl 0,17 die
Korrektur des Objektivs auf die Dicke des Deckglases von 0,17 mm).
.  Plan-NEOFLUAR 1,25x/ 0,035; =/ -

II.  Plan-NEOFLUAR 2,5x / 0,075; «/ -

[ll.  Plan-NEOFLUAR 10x/ 0,30; «/ 0,17

IV.  Plan-NEOFLUAR 20x / 0,50; «/ 0,17

V.  Plan-NEOFLUAR 40x/ 0,75; «/ 0,17
Motorisierter Objekttragertisch (Ludl, Hawthorne, NY, USA).
Messtaster zur Bestimmung der Schnittdicke (MT 1271, Fa. Dr. Johannes
Heidenhain, Traunreut, Deutschland).
MAC6000 XYZ Stage Controller mit 3 Achsen (X,Y,Z) Joystick und PC Interface
(Ludl).
Farbkamera % CCD Chip, 1,92 MP, 1600x1200 Pixel, 36-bit Color (MBF Bioscience,
Williston, VT, USA).
PC (3,33 GHz Intel Core 2 Duo, 8GB RAM, 1TB HD, Windows 7 Professional 64bit)
Software Stereo Investigator 10 (MBF Bioscience).
24 Zoll-Monitor EIZO FlexScan S2433W (EIZO Corporation, Hakusan, Ishikawa,
Japan).

2.3.3 Verblindete Datenerhebung

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Messungen erfolgten blind, d.h., der

Untersucher (J. Muller-Starck) wusste bis zum Abschluss aller Messungen nicht, ob es sich

bei einer untersuchten Kleinhirnhalfte um einen SIDS-Fall oder eine Kontrolle handelte.

2.3.4. Untersuchte Kleinhirnschichten

Das menschliche Kleinhirn weist, zumindest wahrend des ersten Lebensjahres, insgesamt

funf verschiedene Schichten auf. Die Verteilung der Kleinhirnschichten von aufden nach

innen gestaltet sich wie folgt (Squire et al., 2008; siehe auch Abbildung 2.1):

1.

AuRere Granularzellschicht: zellreiche, homogene Schicht, die im Laufe der
Kleinhirnentwicklung im Verlauf des zweiten Lebensjahres verschwindet und die
Vorlaufer der Granularzellen bildet (vgl. Kiessling et al., 2013a).
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2. Molekularschicht: zellarme, helle Schicht; enthalt Korbzellen, Sternzellen, die Axone
der Granularzellen sowie die Dendriten der Purkinjezellen.

3. Purkinjezellschicht: einreihige Zellschicht mit groRen Zellkernen, auf Grund der GréRe
nicht mit den Zellkernen der Granularzellschicht zu verwechseln.

4. Innere Granularzellschicht: zellreiche homogene Schicht, auf Grund der
unterschiedlichen Zellgroflen gut abgrenzbar gegen die dariber liegende
Purkinjezellschicht und die darunterliegende weil’e Substanz. In dieser Schicht
kommen neben den dicht gepackten Granularzellen noch wenige homogen
angefarbte Golgizellen sowie kleinere, in der Cresylviolett-Farbung etwas dunkler
gefarbte Astrozyten vor.

5. Weille Substanz: enthalt im Wesentlichen Axone und kaum Zellkerne. In der weil3en

Substanz liegen auch Kernansammlungen wie z. B. der Nucleus dentatus.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Mikrogefallangendichten und das Volumen aller
funf Kleinhirnschichten bestimmt. Die Unterscheidung der Schichten erfolgte durch

mikroskopische Inspektion mit Hilfe der oben beschriebenen Kriterien.

e

Abbildung 2.1: Ubersicht iiber alle fiinf Schichten des menschlichen Kleinhirns im ersten Lebensjahr
(Fallnummer 10/88; Alter: 10 Monate) nach immunhistochemischem Nachweis von Kollagen IV und

Gegenfarbung mit Cresylviolett. 4GZS: &duBlere Granularzellschicht; MS: Molekularschicht; PZS:
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Purkinjezellschicht; iGZS: innere Granularzellschicht; WS: weille Substanz. Der Mefibalken entspricht
100 pm.

2.3.5. Bestimmung der MikrogefaBlangendichte in einer

Kleinhirnschicht mit der Space Balls Methode

Fir jede Kleinhirnhalfte wurde eine SRS-Serie von funf Schnitten (bzw. sechs Schnitten bei
den Fallnummern 10/71 und 10/88) stereologisch ausgewertet (siehe Kapitel 2.3.1).

In einem ersten Schritt wurden die Schnitte unter dem 1,25x Objektiv gemustert und mit
Hilfe der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) das Kleinhirn grob umrandet. Die
Umrandung funktionierte so, dass das mit der Kamera aufgenommene Bild des Praparates
(hier: des Kleinhirns) auf dem Bildschirm des Stereologiesystems dargestellt wurde. Nun
wurde eine Linie exakt um die Auflenkontur des untersuchten Kleinhirnschnittes gezogen.
Diese Linie war virtuell, d.h. die Software ordnete den X- und Y-Koordinaten des Bildes
Linien zu, und der Mikroskoptisch war in der Lage, jede gewlinschte Position im
untersuchten Kleinhirnschnitt anzufahren. Nach der Umrandung des Kleinhirnschnittes
wurde die Kontur geschlossen, so dass eine Flache entstand. Die Stereo Investigator
Software ermittelte automatisch die Flache innerhalb der geschlossenen Kontur. Nachdem
alle 5 (bzw. 6) Schnitte der Schnittserie vermessen waren, konnte durch Addition der
Flachen die Gesamtflache (2.As) bestimmt werden.

Nun wurde durch die folgende Formel eine Gittergrole G in X und Y berechnet
(quadratisches Gitter, X=Y), die es spater ermdglichte, auf allen Schnitten einer untersuchten
Kleinhirnhalfte insgesamt ca. 1500 mikroskopische Gesichtsfelder anzufahren, wobei
innerhalb eines Schnittes die Gesichtsfelder in regelmafigem Abstand X und Y zueinander

angeordnet werden konnten:

2 As

GXY) = 17550

Der Wert fur G war fur jede untersuchte Kleinhirnhalfte anders, abhangig von der Gréf3e der
Kleinhirnhalften, und wurde jeweils zu den in den Tabellen 2.7 und 2.8 gelisteten Werten
abgerundet.

In einem zweiten Schritt legte die Stereo Investigator Software virtuell Uber jeden
untersuchten Schnitt ein Gitter mit Kantenlange G in X- und Y-Richtung, wobei an jedem
Kreuzungspunkt im Gitter ein mikroskopisches Gesichtsfeld positioniert wurde. Die Position
des Gitters relativ zum untersuchten Schnitt war streng =zuféllig; der Abstand der
Gesichtsfelder zueinander jedoch durch das Gitter festgelegt. Dementsprechend erfolgte die

Auswahl der untersuchten Gesichtsfelder wiederum nach SRS Kriterien.
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An jedem 10. Kreuzungspunkt im Gitter wurde die Schnittdicke optisch vermessen (die
Schnitte waren vor der histologischen Aufarbeitung 100 ym dick, zeigten aber durch die
histologische Aufarbeitung eine Schrumpfung entlang der Schnittdicke, d.h. in Z-Richtung).
Dies erfolgte mit dem 40x Objektiv durch Anfahren der oberen und unteren Oberflache des
untersuchten Kleinhirnschnittes. Aus den Informationen des Messtasters ermittelte die
Stereo Investigator Software automatisch die Schnittdicke. Aus allen Messungen pro
untersuchter Kleinhirnhalfte wurde die mittlere Schnittdicke pro Kleinhirnhalfte nach
histologischer Aufarbeitung errechnet.

Zur Bestimmung der Mikrogefallangendichte in einer Kleinhirnschicht wurde in der Mitte
von jedem Gesichtsfeld im o0.g. Gitter durch die Stereo Investigator Software ein Hemi-Space
Ball innerhalb des Kleinhirnschnittes erzeugt (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al.,
2002; Schmitz und Hof, 2005). Dabei wurde zur Oberseite des Schnittes ein
Sicherheitsabstand von 3 pm eingehalten um Unebenheiten der Gewebeoberflache
auszugleichen. Die Erzeugung von Hemi-Space Balls ist in Abbildung 2.2 erlautert; die
mikroskopischen Analysen erfolgten mit dem 40x Objektiv. Nachdem durch Inspektion des
untersuchten Schnittes ermittelt war, in welcher Kleinhirnschicht sich der Hemi-Space Ball
befand, wurden die Schnittpunkte der virtuellen Mittellinie von Mikrogefalten mit der
Oberflache des Hemi-Space Balls gezahlt (siehe Abbildung 2.2). Als ,MikrogefalRe wurden
alle Gefalle aufgefasst, deren Durchmesser nicht mehr als 9 um entsprach (gleiche
Vorgehensweise wie bei Kreczmanski et al., 2005). Dabei konnte der Durchmesser einzelner
Gefalle wahrend der Untersuchungen schnell mit der ,Fast measure line* Funktion der
Stereo Investigator Software bestimmt werden.

Die MikrogefalRlangendichte in einer untersuchten Kleinhirnschicht ergab sich dann aus
folgender Formel (Kreczmanski et al., 2005; adaptiert aus Calhoun und Mouton, 2001):
2+ Yise (GeeGyet) 1

207 er? |4
Dabei war MGLD die Mikrogefaldlangendichte, ), is die Gesamtzahl von Schnittpunkten von
Mikrogefallen mit der Oberflache der Hemi-Space Balls, G, und G, der Abstand der

untersuchten mikroskopischen Gesichtsfelder in X- und Y-Richtung, t die mittlere

MGLD =

Schnittdicke, r der Radius der Hemi-Space Balls und V das Volumen der untersuchten
Kleinhirnschicht (die Bestimmung der Volumen der untersuchten Kleinhirnschichten wird im

nachsten Kapitel beschrieben).

23



Abbildung 2.2: Bestimmung von Mikrogefalingendichten im menschlichen Kleinhirn mit Hemi-
Space Balls (Calhoun und Mouton, 2001; Mouton et al., 2002) nach immunhistochemischem
Nachweis von Kollagen IV und Gegenfirbung mit Cresylviolett. (A) Ubersicht aus einem
Kleinhirnschnitt (Fallnummer 10/54; Alter: 6 Monate) bei niedrigem Abbildungsmafstab; die
unterschiedlichen Schichten des Kleinhirns sind markiert (GZS: duBere Granularzellschicht; MS:
Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; iGZS: innere Granularzellschicht; WS: weille Substanz).
Die beiden grauen Felder reprisentieren exemplarisch die Lage von zwei Gesichtsfeldern, an denen
die MikrogefaBlangendichte bestimmt wurde. (B-I) repridsentatives mikroskopisches Gesichtsfeld bei
hohem Abbildungsmafistab in 8 unterschiedlichen Fokustiefen; die Zahlen geben den Abstand der
Fokusebene zur oberen Oberfliche des Schnittes an. Der Hemi-Space Ball hatte einen Durchmesser
von 25 pum; seine Basis wurde in einer Tiefe von 28 um unterhalb der oberen Oberflédche im Schnitt

plaziert. Dementsprechend war der Hemi-Space Ball in einer Tiefe von 3 pm bis 28 pm innerhalb des
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Schnittes zu finden, mit unterschiedlichem Anschnittsradius an den gezeigten Fokustiefen (am
kleinsten bei 4 pm, mit zunehmender Fokustiefe zunehmender Anschnittsradius; grofiter Radius
[Basis] bei 28 pm; kein Anschnitt des Hemi-Space Balls mehr bei 29 um Fokustiefe). In Fokustiefen
von 9 pm und 14 um wurden Schnittpunkte von Mikrogefiflen und dem Hemi-Space Ball gefunden
(Pfeile). Der MeBbalken in A entspricht 100 um, wie auch der MeBbalken in I (fiir B-I).

2.3.6. Bestimmung des Volumens einer Kleinhirnschicht

mit der Cavalieri Methode

Wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben, wurde jeder verwendete Hemi-Space Ball derjenigen
Kleinhirnschicht zugeordnet, in der er sich befand (genauer: in der sich der Mittelpunkt der
Basis des Hemi-Space Balls befand). Somit dienten die Hemi-Space Balls neben der
Ermittlung der Kapillarlangendichten auch — mittels Punktzahlverfahren — der Bestimmung
des Volumens der untersuchten Kleinhirnschichten (Gundersen und Jensen, 1987; Schmitz
und Hof, 2005; Glaser et al., 2006). Konkret ergab sich das Volumen einer untersuchten
Kleinhirnschicht aus der folgenden Formel:
V=2MeGyeGyeS

Dabei war V das Volumen der untersuchten Kleinhirnschicht, > M die Summe aller
Mittelpunkte der Basis derjenigen Hemi-Space Balls, die in der untersuchten Kleinhirnschicht
gefunden wurden, G, und G, der Abstand der untersuchten mikroskopischen Gesichtsfelder

in X- und Y-Richtung, und S der Abstand zwischen den untersuchten Schnitten.

2.4 Statistische Analyse

Fir jeden der n=23 untersuchten Falle wurden die folgenden Parameter bestimmt:
o Alter
o Korperlange
o Korpergewicht
e Gehirngewicht
e Verhaltnis Gehirngewicht zu Korpergewicht
Die nachfolgenden Parameter wurden in der vorliegenden Arbeit gemessen:
¢ Volumen und Mikrogefallangendichte der aufieren Granularzellschicht
¢ Volumen und MikrogefaRlangendichte der Molekularschicht
¢ Volumen und MikrogefalRlangendichte der Purkinjezellschicht

e Volumen und MikrogefalRlangendichte der inneren Granularzellschicht
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¢ Volumen und Mikrogefallangendichte der weiflen Substanz

Fir die Volumina und die Mikrogefallangendichte aller Schichten wurde der Mittelwert, die
Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwertes berechnet, und zwar getrennt
fur die drei untersuchten Gruppen (n=9 SIDS-Félle, n=14 Kontrollen; n=9 gematchte
Kontrollen). Des Weiteren wurde fir die aufere Granularzellschicht eine quadratische
Regressionsanalyse (y = By + Byx + B,*x?) nach der least-squares-(ordinary) fitting-Methode
und fur alle anderen Kleinhirnschichten eine lineare Regressionsanalyse durchgefuhrt.
Unterschiede in den Volumina der einzelnen Schichten des Kleinhirns sowie der
Mikrogefallangendichten in diesen Schichten wurden mit Hilfe der repeated measures
ANOVA untersucht, gefolgt von einem paarweisen Vergleich der Kleinhirnschichten mit der
Bonferroni-Methode. Auch diese Analyse erfolgte jeweils getrennt fiir die drei untersuchten
Gruppen (n=9 SIDS-Falle, n=14 Kontrollen; n=9 gematchte Kontrollen). Schliellich wurden
die Mittelwerte der n=9 SIDS-Falle und der n=9 gematchten Kontrollen mit Hilfe des
nichtparametrischen Wilcoxon signed rank Tests verglichen.

Da jeder Datensatz der n=9 SIDS-Falle und der n=14 Kontrollen in drei
unterschiedlichen Tests verwendet wurde, wurde ein Effekt als statistisch signifikant fur alle
Analysen betrachtet, wenn sein zugehdriger p-Wert nach der Bonferroni-Korrektur kleiner
0,0167 (0,05/3) war (Dunn, 1961). Alle Berechnungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism
(Version 5.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefihrt.

2.5 Fotografie

Die Abbildungen der hier vorliegenden Arbeit wurden an den folgenden Arbeitsstationen
generiert:

o Abbildungen 2.1, 3.12, 3.13, 3.14, 3.26, 4.3 und 4.4: Arbeitsstation 1

o Abbildung 2.2: Arbeitsstation 2.

Diese Arbeitsstationen bestanden aus den folgenden Komponenten:

Arbeitsstation 1:
o Lichtmikroskop, Zeiss Axioskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
o Objektiv Plan-NEOFLUAR 10x / 0,30 ; =/ 0,17 (Carl Zeiss)
o Objektiv Plan-NEOFLUAR 40x / 0,75 ; =/ 0,17 (Carl Zeiss)
e Manueller Kreuztisch
¢ Hochauflésende Mikroskopie-Kamera Zeiss AxioCam HRc Rev.3 FireWire
e PC (3,16 GHz Core i5, 8GB RAM, 250 GB HD, Windows 7 Professional 32 bit)

e Software Zeiss Axiovision 4.8.2 (Carl Zeiss)
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Zwei baugleiche 19 Zoll Monitore EIZO FlexScan $S1921 (EIZO Corporation)

Arbeitsstation 2:

Lichtmikroskop, Nikon Eclipse 80i (Nikon, Tokio, Japan)

Objektiv 1: Plan-Fluor 10x / 0,30; =/ 0,17 (Nikon)

Objektiv 2: Plan-Fluor 40x / 0,75; «/ 0,17 (Nikon)

Motorisierter Objekttragertisch (Ludl)

LEP MACG6000 XYZ Stage Controller mit 3 Achsen (X,Y,Z) Joystick und PC Interface
(Ludl)

Farbkamera 2 CCD Chip,1392x1040 Pixel, 36-bit Color (MBF Bioscience)

PC (3,46 GHz Core i7, 16GB RAM, 2 TB HD, Windows 7 Professional 64 bit)

Software Microlucida (Version 2.52; MBF Bioscience)

24 Zoll Monitor EIZO FlexScan S2433W (EIZO Corporation)

Die Montage und Beschriftung der Bilder erfolgte mit der Software Corel Draw X6 (Version

16.4.0.1280; Corel Corporation; Ottawa, Kanada). Dabei wurden die Originalfotos mit der
Software Corel Photo-Paint X6 (Version 16.4.0.1280; Corel) in Bezug auf Helligkeit und

Kontrast einander angeglichen, ohne die zytoarchitektonischen Details zu verandern.
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3 Ergebnisse
3.1 Alter, Korperlange, Korpergewicht, Gehirngewicht und
Verhaltnis von Gehirngewicht zu Korpergewicht der n=9 SIDS-

Falle und der n=14 Kontrollen

Die Tabellen 3.1 und 3.2 zeigen die folgenden Daten der untersuchten n=9 SIDS-Falle und
der n=14 Kontrollen: Alter in Monaten, Kérperlange in cm, Korpergewicht in kg,
Gehirngewicht in kg und das Verhaltnis von Gehirngewicht zu Kérpergewicht in %, sowie die
entsprechenden Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler der Mittelwerte.

Der Mittelwert des Gehirngewichtes war mit 837 g bei den n=9 SIDS-Fallen und 783 g bei
den n=14 Kontrollen nahezu identisch. Ausgehend von den n=14 Kontrollen als 100%
differierten die Mittelwerte der Ubrigen Variablen zwischen den n=9 SIDS-Fallen und den
n=14 Kontrollen bis auf das Alter, das eine héhere Abweichung von 20,6% aufwies, nur
geringgradig um weniger als 9% (Korperlange: 5,7%, Korpergewicht: 5,0%, Verhaltnis von

Gehirngewicht zu Kérpergewicht: 8,9%).

Tabelle 3.1: Fallnummer, Alter, Korperlinge, Korpergewicht, Gehirngewicht und Verhéltnis
Gehirngewicht zu Korpergewicht der n=9 SIDS-Fille. MW: Mittelwert, StAbw: Standardabweichung,
SF: Standardfehler des Mittelwertes. Fiir die Fallnummern 10/47 und 10/50 lag kein Gehirngewicht

VOr.
Fallnummer Alter  Korperlinge Korpergewicht Gehirngewicht Gehirngewicht/
[Monate] [em] [kg] [kg] Korpergewicht [%]
10/67 2 57 4,7 0,600 12,8
10/50 3 56 6,0
10/68 3 63 5,7 0,702 12,3
10/54 6 69 7.8 0,797 10,2
10/55 7 69 5,9 0,919 15,6
10/47 9 75 8,1
10/73 10 72 6,0 0,959 16,0
10/78 10 77 9.4 0,918 9,8
10/88 10 72 6,7 0,963 14,4
MW 6,667 67,778 6,7 0,837 13,0
StAbw 3,317 7,530 1,5 0,141 2,5
SF 1,106 2,510 0,5 0,047 0,8
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Tabelle 3.2: Fallnummer, Alter, Korperlinge, Korpergewicht, Gehirngewicht und Verhiltnis
Gehirngewicht zu  Korpergewicht der n=14 Kontrollen. MW: Mittelwert, StAbw:
Standardabweichung, SF: Standardfehler des Mittelwertes. Bei den mit * markierten Fallnummern

handelt es sich um die n=9 gematchten Kontrollen. Fiir die Fallnummer 10/76 lag kein Gehirngewicht

vor).
Fallnummer Alter  Korperlinge Korpergewicht Gehirngewicht Gehirngewicht/
[Monate] [em] [kg] [kg] Korpergewicht [%]
10/46 0,03 49 2,7 0,335 12,4
10/76 0,03 50 3,3
10/70 0,83 54 43 0,540 12,6
10/79%* 1,5 61 5,4 0,594 11,0
10/71%* 3 63 5,5 0,721 13,1
10/80* 3 55 54 0,539 10,0
10/99* 4 64 6,6 0,826 12,5
10/92* 7 70 6,8 0,751 11,0
10/64 8 72 9,7 1,239 12,8
10/84* 9 75 7.8 0,911 11,7
10/45%* 10 74 8,9 0,956 10,7
10/58%* 10 65 5,5 0,836 15,2
10/65%* 10 73 8,6 0,967 11,2
10/77 11 73 8,8 0,960 10,9
MW 5,528 64,143 6,379 0,783 11,9
StAbw 4,152 9,181 2,170 0,239 1,4
SF 1,110 2,454 0,580 0,064 0,4
MW#* 7,643 66,667 6,722 0,789 11,8
StAbw* 3,340 6,764 1,411 0,152 1,6
SF* 1,113 2,255 0,470 0,051 0,5

29



3.2 Volumina der untersuchten Kleinhirnschichten

3.2.1 Tabellarische Ubersicht iiber alle Ergebnisse

Die Tabellen 3.3 und 3.4 zeigen fur alle untersuchten n=9 SIDS-Falle und n=14 Kontrollen
die ermittelten Volumina der auReren Granularzellschicht, Molekularschicht,
Purkinjezellschicht, inneren Granularzellschicht und weiRen Substanz in cm® sowie die
zugehdrigen Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler der Mittelwerte.

Die Mittelwerte der Volumina unterschieden sich ausgehend von den n=14 Kontrollen als
100% gegenuber den n=9 SIDS-Fallen im Einzelnen wie folgt: in der auleren
Granularzellschicht zeigte sich ein Unterschied von 35,8%, in der Molekularschicht von
29,7%, in der Purkinjezellschicht von 13,1%, in der inneren Granularzellschicht von 28,7%
und in der weilten Substanz von 11,6%. Die statistische Analyse dieser Daten ist in den
Kapiteln 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben.

Tabelle 3.3: Volumina der verschiedenen Kleinhirnschichten der n=9 SIDS-Fille. MW: Mittelwert,
StAbw: Standardabweichung, SF: Standardfehler des Mittelwertes.

Fallnummer AuBere Molekular- Purkinje- Innere Weille
Granular- schicht zellschicht Granular- Substanz
zellschicht 3 3 zellschicht [cm’]

[cm’] [cm’]
[em’] [em’]

10/67 2,580 2,397 1,874 6,060 4,259
10/50 2,588 3,852 1,867 6,822 4,396
10/68 3,152 6,617 2,581 9,585 5,659
10/54 2,479 7,364 2,588 9,005 5,468
10/55 2,247 9,801 2,039 11,216 4,515
10/47 2,365 12,372 2,755 13,100 6,212
10/73 1,949 14,374 2,027 13,516 5,822
10/78 3,604 17,328 2,980 16,150 8,664
10/88 3,197 13,651 2,448 12,960 6,048
MW 2,685 9,751 2,351 10,935 5,672
StAbw 0,527 5,065 0,409 3,335 1,342
SF 0,176 1,688 0,136 1,112 0,447
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Tabelle 3.4: Volumina der verschiedenen Kleinhirnschichten der n=14 Kontrollen. MW: Mittelwert,
StAbw: Standardabweichung, SF: Standardfehler des Mittelwertes. Bei den mit * markierten

Fallnummern handelt es sich um die n=9 gematchten Kontrollen.

Fallnummer AuBere Molekular- Purkinje- Innere Weille
Granular- schicht zellschicht Granular- Substanz
zellschicht [em’] [em’] zellschicht [cm’]

[em’] [em’]
10/46 0,750 1,020 0,792 3,102 2,574
10/76 0,934 0,830 0,804 3,515 2,659
10/70 1,595 1,680 1,284 4,747 3,549
10/79* 2,188 2,665 1,026 5,837 3,401
10/71* 2,900 5,346 1,863 7,484 4,828
10/80* 2,129 2,328 1,258 6,468 3,998
10/99* 2,802 5,843 2,820 8,239 5,917
10/92* 2,657 10,670 2,354 9,893 6,113
10/64 2,799 13,375 3,079 14,806 7,247
10/84* 0,842 9,007 1,652 6,642 3,904
10/45% 2,136 12,929 2,663 12,818 6,381
10/58* 2,443 12,528 2,599 11,384 6,550
10/65* 1,404 13,802 3,223 11,047 7,148
10/77 2,102 13,248 3,686 12,931 6,854
MW 1,977 7,519 2,079 8,494 5,080
StAbw 0,752 5,205 0,963 3,707 1,702
SF 0,201 1,391 0,257 0,991 0,455
MW#* 2,167 8,346 2,162 8,868 5,360
StAbw* 0,670 4,442 0,749 2,499 1,352
SF* 0,223 1,481 0,250 0,833 0,451
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3.2.2 Statistische Analyse der Volumina der n=14 Kontrollen

In Abbildung 3.1 ist das Volumen der dufReren Granularzellschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhalften bei den n=14 Kontrollen gegeniber dem Alter dargestellt. Jeder der weillen
Punkte reprasentiert eine Fallnummer. Die gestrichelte Linie zeigt das Ergebnis der nicht-
linearen Regressionsanalyse (quadratische Regressionsanalyse; y = By + Byex + B*x?) nach
der least-squares-(ordinary) fitting-Methode.

In den Abbildungen 3.2 bis 3.5 sind die Volumina der anderen Kleinhirnschichten
(Molekularschicht, Purkinjezellschicht, innere Granularzellschicht und weille Substanz) der
n=14 Kontrollen als Funktion des Alters dargestellt. Die weilten Punkte reprasentieren
individuelle Falle. Die gestrichelten Linien reprasentieren die Ergebnisse der statistischen
Analyse der gezeigten Daten mittels linearer Regression.

Fir das Volumen der auferen Granularzellschicht ergab die nicht-lineare
Regressionsanalyse einen R? Wert von 0,485. Das Volumen der auReren Granularzellschicht
nahm bei den untersuchten n=14 Kontrollen zunachst mit zunehmendem Lebensalter zu, ab
dem 6. Lebensmonat allerdings wieder ab.

Fiar die dbrigen Schichten des Kleinhirns fand sich eine statistisch signifikante (d.h.

p<0,05) Zunahme des Volumens mit zunehmendem Lebensalter.

AuRere Granularzellschicht
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Abbildung 3.1: Volumen der duBleren Granularzellschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften
bei den n=14 Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter. Die weilen Punkte repréasentieren individuelle
Fille; die gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der gezeigten Daten mittels nicht-

linearer Regression. Der R? Wert betrug 0,485.
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Molekularschicht
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Abbildung 3.2: Volumen der Molekularschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften bei den

n=14 Kontrollen in Abhingigkeit vom Alter. Die weillen Punkte reprasentieren individuelle Félle; die

gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der gezeigten Daten mittels linearer

Regression. Die gezeigte Regressionsgerade hat einen statistisch signifikant von Null verschiedenen

Regressionskoeffizienten (p<0,001).
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Abbildung 3.3: Volumen der Purkinjezellschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhdlften bei den

n=14 Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter. Die weilen Punkte reprisentieren individuelle Félle; die

gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der gezeigten Daten mittels linearer

Regression. Die gezeigte Regressionsgerade hat einen statistisch signifikant von Null verschiedenen

Regressionskoeffizienten (p<0,001).
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Innere Granularzellschicht
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Abbildung 3.4: Volumen der inneren Granularzellschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften
bei den n=14 Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter. Die weilen Punkte reprédsentieren individuelle
Félle; die gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der gezeigten Daten mittels linearer
Regression. Die gezeigte Regressionsgerade hat einen statistisch signifikant von Null verschiedenen

Regressionskoeffizienten (p<0,001).
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Abbildung 3.5: Volumen der weillen Substanz der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften bei den n=14
Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter. Die weilen Punkte reprdsentieren individuelle Fille; die
gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der gezeigten Daten mittels linearer
Regression. Die gezeigte Regressionsgerade hat einen statistisch signifikant von Null verschiedenen

Regressionskoeffizienten (p<0,001).
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3.2.3 Statistischer Vergleich der Volumina der n=9 SIDS-Falle und

der n=9 gematchten Kontrollen

Die Abbildungen 3.6 bis 3.10 stellen die untersuchten Volumina der jeweiligen
Kleinhirnschicht (duRere Granularzellschicht, Molekularschicht, Purkinjezellschicht, innere
Granularzellschicht und weil’e Substanz) der n=9 SIDS-Félle (schwarze Punkte) den
jeweiligen Werten der n=9 gematchten Kontrollen (weilRe Punkte) als Funktion des Alters
gegenuber. Die Punkte reprasentieren individuelle Falle, die Linien die Ergebnisse der
statistischen Analyse mittels linearer Regression unter der Voraussetzung, dass statistisch
signifikant von Null (p<0,05) verschiedene Regressionskoeffizienten gefunden wurden.

Es zeigte sich, dass die Volumina der einzelnen Kleinhirnschichten mit Ausnahme der

auleren Granularzellschicht mit zunehmendem Alter anstiegen.
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Abbildung 3.6: Volumen der duleren Granularzellschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften
bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen (weifle Punkte) in
Abhingigkeit vom Alter. Die Punkte reprisentieren individuelle Félle. Die statistische Analyse mittels
linearer Regression ergab weder bei den n=9 SIDS-Fillen (p=0,898) noch bei den n=9 gematchten
Kontrollen (p=0,194) einen statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten;

dementsprechend sind in der Abbildung keine Regressionsgeraden gezeigt.
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Abbildung 3.7: Volumen der Molekularschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften bei den n=9
SIDS-Féllen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen (weile Punkte) in Abhéngigkeit
vom Alter. Die Punkte reprédsentieren individuelle Fille. Die statistische Analyse mittels linearer
Regression ergab einen statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten
sowohl bei den SIDS-Fillen (p<0,001) als auch bei den Kontrollen (p<0,001); dementsprechend sind
in der Abbildung Regressionsgeraden gezeigt. Die durchgezogene Linie entspricht der

Regressionsgeraden der n=9 SIDS-Fille, die gestrichelte Linie der der n=9 gematchten Kontrollen.
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Abbildung 3.8: Volumen der Purkinjezellschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhdlften bei den
n=9 SIDS-Féllen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen (weifle Punkte) in
Abhingigkeit vom Alter. Die Punkte reprisentieren individuelle Félle. Die statistische Analyse mittels
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lincarer Regression ergab  keinen  statistisch  signifikant von  Null  verschiedenen
Regressionskoeffizienten bei den SIDS-Féllen (p=0,194). Bei den n=9 gematchten Kontrollen ergab
die statistische Analyse einen statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten
(p<0,050); dementsprechend ist in der Abbildung eine gestrichelte Regresssionsgerade der n=9

gematchten Kontrollen gezeigt.
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Abbildung 3.9: Volumen der inneren Granularzellschicht der jeweils untersuchten Kleinhirnhilften
bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen (weifle Punkte) in
Abhiangigkeit vom Alter. Die Punkte repréasentieren individuelle Félle. Die statistische Analyse mittels
lincarer  Regression ergab einen  statistisch  signifikant von  Null  verschiedenen
Regressionskoeffizienten sowohl bei den SIDS-Féllen (p<0,001) als auch bei den Kontrollen
(p=0,012); dementsprechend sind in der Abbildung Regressionsgeraden gezeigt. Die durchgezogene
Linie entspricht der Regressionsgeraden der n=9 SIDS-Fille, die gestrichelte Linie der der n=9

gematchten Kontrollen.
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Abbildung 3.10: Volumen der weilen Substanz der jeweils untersuchten Kleinhirnhilften bei den n=9
SIDS-Féllen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen (weile Punkte) in Abhéngigkeit
vom Alter. Die Punkte repriasentieren individuelle Fille. Die statistische Analyse mittels linearer
Regression ergab einen statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten
sowohl bei den SIDS-Fillen (p=0,046) als auch bei den Kontrollen (p=0,045); dementsprechend sind
in der Abbildung Regressionsgeraden gezeigt. Die durchgezogene Linie entspricht der

Regressionsgeraden der n=9 SIDS-Fille, die gestrichelte Linie der der n=9 gematchten Kontrollen.

In Abbildung 3.11 sind die Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Volumina der
funf Kleinhirnschichten der n=9 SIDS-Falle (schwarze Balken), der n=14 Kontrollen (graue
Balken) und der n=9 gematchten Kontrollen (weil3e Balken) grafisch zusammengefasst. Die
repeated measures ANOVA und der paarweise Vergleich mit der Bonferroni-Methode
zeigten im Wesentlichen, dass die &uRere Granuarzellschicht (8GZS) und die
Purkinjezellschicht (PZS) bei allen drei Gruppen statistisch signifikant (p<0,016) kleiner
waren als die Molekularschicht (MS) und die innere Granularzellschicht (iGZS) (alle
Ergebnisse der statistischen Analyse in Tabelle 3.5). Das mittlere Volumen der weil}en
Substanz war gréRer als die mittlere Volumina von aGZS und PZS, aber kleiner als die
mittleren Volumina von MS und iGZS (mit teilweilse statistisch signifikanten [p<0,016]
Unterschieden).

Der Vergleich der Mittelwerte der n=9 SIDS-Falle und der n=9 gematchten Kontrollen mit
Hilfe des nichtparametrischen Wilcoxon ,signed rank® Tests ergab bis auf die innere
Granularzellschicht keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
(AuRere Granularzellschicht: p=0,203; Molekularschicht: p=0,203; Purkinjezellschicht:
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p=0,496; weille Substanz: p=0,570). Das mittlere Volumen der inneren Granularzellschicht
war bei den n=9 gematchten Kontrollen statistisch signifikant kleiner (p=0,012) als bei den
SIDS-Fallen.
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Abbildung 3.11: Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Volumina in den fiinf
Kleinhirnschichten der n=9 SIDS-Félle (schwarze Balken), der n=14 Kontrollen (graue Balken) und
der n=9 gematchten Kontrollen (weile Balken). 4GZS: &duBlere Granularzellschicht; MS:
Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; iGZS: innere Granularzellschicht; WS: weifie Substanz.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der repeated measures ANOVA und des paarweisen Vergleichs mit der
Bonferroni-Methode der Volumina der fiinf Kleinhirnschichten, jeweils getrennt fiir die drei
untersuchten Gruppen (n=9 SIDS-Fille, n=14 Kontrollen; n=9 gematchte Kontrollen). 4GZS: dullere
Granularzellschicht;  MS:  Molekularschicht;  PZS:  Purkinjezellschicht;  iGZS:  innere
Granularzellschicht; WS: weille Substanz. **: p <0,01; ***: p <0,001.

SIDS-Fille Alle Kontrollen Gematchte Kontrollen

P-Wert der ANOVA <0,001 <0,001 <0,001

P-Werte des paarweisen Vergleichs:
aGZS vs. PZS >0,05 >0,05 >0,05
aGZS vs. i1GZS ook ook ook
aGZS vs. WS >0,05 *x >0,016
MS VS. PZS skkosk seokosk skskosk
MS vs. iGZS >0,05 >0,05 >0,05
MS vs WS o >0,016 >0,016
PZS vs. WS >0,016 k¥ >0,016
IGZS VS WS skokok skskok k3k
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3.3 MikrogefaBlangendichten der untersuchten Kleinhirnschichten
3.3.1 Histologische Ubersicht

Die Abbildungen 3.12 und 3.13 zeigen reprasentative Ubersichten Uber alle fiinf Schichten
des menschlichen Kleinhirns im Alter von 0,03 Monaten (d.h. ein Tag postnatal; Abbildung
3.12) bzw. 10 Monaten (Abbildung 3.13) nach immunhistochemischem Nachweis von
Kollagen IV und Gegenfarbung mit Cresylviolett. Die Pfeile markieren Mikrogefalie, die
Pfeilspitzen Verzweigungen der Gefalte. Es ist ersichtlich, dass altersunabhangig in allen
funf Kleinhirnschichten sowohl MikrogefalRe als auch Verzweigungen der Gefale auftraten
(dieser Befund wird in der Diskussion wieder aufgegriffen). Die Identifizierung von
MikrogefalRen und ihre Unterscheidung von groferen Gefalten (mittels der Fast measure line

Funktion der Stereo Investigator Software) war problemlos moglich.

/ . o o 0 FE , e .
Abbildung 3.12: Ubersicht iiber alle fiinf Schichten des Kleinhirns der Fallnummer 10/76 (Alter: 0,03

Monate) nach immunhistochemischem Nachweis von Kollagen IV und Gegenfarbung mit
Cresylviolett. Die Pfeile markieren Mikrogefiafie, die Pfeilspitzen Verzweigungen der Gefalle. 4GZS:
duBere Granularzellschicht; MS: Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; iGZS: innere
Granularzellschicht; WS: weifle Substanz. Der Messbalken entspricht 100 um.

40



Abbildung 3.13: Ubersicht iiber alle fiinf Schichten des Kleinhirns der Fallnummer 10/88 (Alter: 10
Monate) nach immunhistochemischem Nachweis von Kollagen IV und Gegenfarbung mit
Cresylviolett. Die Pfeile markieren Mikrogefd3e, die Pfeilspitzen Verzweigungen der Gefiae. 4GZS:
duBere Granularzellschicht; MS: Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; iGZS: innere
Granularzellschicht; WS: weifle Substanz. Der Messbalken entspricht 100 um.

In Abbildung 3.14 ist ein reprasentativer Vergleich von Ubersichten (iber alle finf Schichten
des menschlichen Kleinhirns zwischen SIDS-Féllen und Kontrollen bei verschiedenen
Altersstufen nach immunhistochemischem Nachweis von Kollagen IV und Gegenfarbung mit
Cresylviolett dargestellt. In diesem Vergleich ist kein Unterschied zwischen den SIDS-Fallen
und den jeweils gematchten Kontrollen ersichtlich, was eine detaillierte stereologische

Untersuchung rechtfertigte.
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Abbildung 3.14: Reprisentativer Vergleich von Ubersichten iiber alle fiinf Schichten des
menschlichen Kleinhirns zwischen SIDS-Fillen und Kontrollen bei verschiedenen Altersstufen nach

immunhistochemischem Nachweis von Kollagen IV und Gegenfirbung mit Cresylviolett. Die Pfeile
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markieren Verzweigungen der GefaBle. 4GZS: duBlere Granularzellschicht; MS: Molekularschicht;
PZS: Purkinjezellschicht; iGZS: innere Granularzellschicht; WS: weille Substanz. P1: erster
postnataler Tag; M3: drei Monate; M7: sieben Monate; M10: zehn Monate. Der Messbalken entspricht
100 pm.

3.3.2 Tabellarische Ubersicht iiber alle Ergebnisse

Die Tabellen 3.6 und 3.7 zeigen die ermittelten Mikrogefalllangendichten der jeweils
untersuchten Kleinhirnschichten (aulere Granularzellschicht, Molekularschicht,
Purkinjezellschicht, innere Granularzellschicht und weiRe Substanz) in der Einheit x10°
mm/mm? sowie die zugehoérigen Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler der
Mittelwerte.

Bei der Betrachtung der Mittelwerte fiel auf, dass, ausgehend von den n=14 Kontrollen
als 100%, die Verminderung der Mikrogefafdlangendichte bei den n=9 SIDS-Fallen maximal
10,6% (in der Purkinjezellschicht) betrug. Bei den restlichen Schichten stellte sich die
Verminderung folgendermalRen dar: aulere Granularzellschicht: 2,5%, Molekularschicht:
1,8%, innere Granularzellschicht: 4,1% und weil3e Substanz: 7,6%. Die statistische Analyse

dieser Daten ist in den Kapiteln 3.3.3 und 3.3.4 beschrieben.

Tabelle 3.6: MikrogefiaB3langendichte der jeweils untersuchten Kleinhirnhélften bei den n=9 SIDS-
Féllen in der jeweiligen Kleinhirnschicht (duflere Granularzellschicht, Molekularschicht,
Purkinjezellschicht, inneren Granularzellschicht und weilen Substanz). MW: Mittelwert, StAbw:

Standardabweichung, SF: Standardfehler des Mittelwertes.

AuBere Molekular- Purkinje- Innere Weilie
Fallnummer Granular- schicht zellschicht Granular- Substanz
zellschicht [x10° [x10° zellschicht [x10°
[x10° mm/mm’] mm/mm’] [x10° mm/mm’|
mm/mm’] mm/mm’]
10/67 1,186 1,988 2,905 2,252 1,869
10/50 1,246 1,665 3,148 2,375 1,785
10/68 1,262 1,660 3,172 2,250 2,221
10/54 0,882 1,716 2,629 2,123 1,341
10/55 1,365 2,204 3,224 2,680 2,357
10/47 1,661 2,261 2,704 2,316 1,625
10/73 1,168 1,940 2,655 2,548 1,743
10/78 1,081 1,742 1,992 2,148 1,071
10/88 1,765 2,228 2,709 2,476 1,563
MW 1,291 1,934 2,793 2,352 1,731
StAbw 0,275 0,250 0,382 0,186 0,400
SF 0,092 0,083 0,127 0,062 0,134
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Tabelle 3.7: MikrogefaB3langendichte der jeweils untersuchten Kleinhirnhdlften bei den n=14
Kontrollen in der jeweiligen Kleinhirnschicht (ZuBere Granularzellschicht, Molekularschicht,
Purkinjezellschicht, inneren Granularzellschicht und weilen Substanz). MW: Mittelwert, SA:
Standardabweichung, SF: Standardfehler des Mittelwertes. Bei den mit * markierten Fallnummern

handelt es sich um die n=9 gematchten Kontrollen.

AuBere Molekular- Purkinje- Innere Weille
Fallnummer Granular- schicht zellschicht Granular- Substanz
zellschicht [x10° [x10° zellschicht [x10°®
[x103 mm/mm’ 1 mm/mm’ 1 [x103 mm/mm’ 1
mm/mm’ 1 mm/mm’ 1

10/46 1,910 2,187 4,511 2,930 2,149
10/76 1,307 2,812 5,375 3,391 3,222
10/70 0,866 1,542 2,347 2,175 1,985
10/79* 1,050 1,419 2,519 1,944 1,689
10/71* 1,365 2,003 3,602 2,438 2,038
10/80* 1,018 1,514 2,982 2,585 2,152
10/99* 1,628 2,100 3,403 2,342 2,269
10/92* 1,443 1,665 2,495 1,869 1,501
10/64 1,104 1,766 2,529 2,346 1,174
10/84* 1,265 2,221 3,139 2,503 1,957
10/45* 0,794 1,526 2,612 2,188 1,250
10/58* 1,839 2,469 2,824 2,770 1,567
10/65* 1,116 2,166 2,540 2,539 1,335
10/77 1,828 2,179 2,845 2,323 1,939
MW 1,324 1,969 3,123 2,453 1,873
StAbw 0,364 0,411 0,869 0,395 0,527
SF 0,097 0,110 0,232 0,105 0,141
MW#* 1,280 1,898 2,902 2,353 1,751
StAbw * 0,327 0,375 0,409 0,300 0,367
SF* 0,109 0,125 0,136 0,100 0,122

3.3.3 Statistische Analyse der MikrogefaRlangendichten der n=14

Kontrollen
Die Abbildungen 3.15 bis 3.19 stellen die Mikrogefal’dlangendichte der jeweils untersuchten

Kleinhirnhalften bei den n=14 Kontrollen in der jeweils untersuchten Kleinhirnschicht (duf3ere
Granularzellschicht, Molekularschicht, Purkinjezellschicht, inneren Granularzellschicht und
weilken Substanz) dar. Die weillen Punkte reprasentieren individuelle Falle, die gestrichelten
Linien das Ergebnis der statistischen Analyse der gezeigten Daten mittels linearer

Regression.
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In der é&auBeren Granularzellschicht, der Molekularschicht und der inneren
Granularzellschicht ergab die statistische Analyse mittels linearer Regression keinen
statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten (p >0,05).

Far die Ubrigen Schichten im Kleinhirn fand sich eine statistisch signifikante (d.h. p<0,05)

Abnahme der Mikrogefafilangendichte mit zunehmendem Lebensalter.
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Abbildung 3.15: MikrogefdBldngendichte in der duBleren Granularzellschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhdlften bei den n=14 Kontrollen in Abhédngigkeit vom Alter. Die weillen Punkte
reprasentieren individuelle Fille. Die statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen
statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten (p=0,793); dementsprechend

ist in der Abbildung keine Regressionsgerade gezeigt.
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Abbildung 3.16: MikrogefdBlingendichte in der Molekularschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhdlften bei den n=14 Kontrollen in Abhédngigkeit vom Alter. Die weillen Punkte
reprasentieren individuelle Fille. Die statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen
statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten (p=0,823); dementsprechend

ist in der Abbildung keine Regressionsgerade gezeigt.
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Abbildung 3.17: MikrogefdBlingendichte in der Purkinjezellschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirmhélften bei den n=14 Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter. Die weilen Punkte

reprisentieren individuelle Fille; die gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der
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gezeigten Daten mittels linearer Regression, in diesem Fall einer von Null statistisch signifikant

verschiedenen Regressionsgeraden (p=0,046).
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Abbildung 3.18: Mikrogefafllangendichte in der inneren Granularzellschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhdlften bei den n=14 Kontrollen in Abhdngigkeit vom Alter. Die weillen Punkte
reprasentieren individuelle Fille. Die statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen
statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten (p=0,364); dementsprechend

ist in der Abbildung keine Regressionsgerade gezeigt.
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Abbildung 3.19: MikrogefdBlingendichte in der weilen Substanz der jeweils untersuchten
Kleinhimhélften bei den n=14 Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter. Die weilen Punkte
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reprasentieren individuelle Fille; die gestrichelte Linie das Ergebnis der statistischen Analyse der
gezeigten Daten mittels linearer Regression, in diesem Fall einer von Null statistisch signifikant

verschiedenen Regressionsgeraden (p=0,011).

3.3.4 Statistischer Vergleich der MikrogefaBlangendichten der n=9

SIDS-Falle und der n=9 gematchten Kontrollen
Die Abbildungen 3.20 bis 3.24 stellen die MikrogefaRlangendichten der jeweils untersuchten

Kleinhirnhalften bei den n=9 SIDS-Fallen und den n=9 gematchten Kontrollen in der jeweils
untersuchten Kleinhirnschicht (2uBere Granularzellschicht, Molekularschicht,
Purkinjezellschicht, inneren Granularzellschicht und weilen Substanz) dar. Die Punkte
reprasentieren individuelle Falle (weille Punkte: gematchte Kontrollen; schwarze Punkte:
SIDS-Falle).

In allen untersuchten Kleinhirnschichten ergab die lineare Regressionsanalyse keinen
statistisch signifikant von Null verschiedenen Regressionskoeffizienten (p >0,05) und damit
keine statistisch signifikante Anderung der MikrogefaRlangendichte mit zunehmendem

Lebensalter.
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Abbildung 3.20: MikrogefaBlangendichte in der &ufleren Granularzellschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhilften bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen
(weile Punkte) in Abhéngigkeit vom Alter. Die Punkte reprisentieren individuelle Félle. Die

statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen statistisch signifikant von Null
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verschiedenen Regressionskoeffizienten bei den n=9 SIDS-Fillen (p=0,391) bzw. den n=9 gematchten

Kontrollen (p=0,863); dementsprechend sind in der Abbildung keine Regressionsgeraden gezeigt.
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Abbildung 3.21: MikrogefdBlingendichte in der Molekularschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhilften bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen
(weile Punkte) in Abhéngigkeit vom Alter. Die Punkte reprisentieren individuelle Félle. Die
statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen statistisch signifikant von Null
verschiedenen Regressionskoeffizienten bei den n=9 SIDS-Fillen (p=0,206) bzw. den n=9 gematchten
Kontrollen (p=0,178); dementsprechend sind in der Abbildung keine Regressionsgeraden gezeigt.
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Abbildung 3.22: MikrogefdBlingendichte in der Purkinjezellschicht der jeweils untersuchten

Kleinhirnhélften bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen
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(weiBle Punkte) in Abhédngigkeit vom Alter. Die Punkte reprdsentieren individuelle Félle. Die
statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen statistisch signifikant von Null
verschiedenen Regressionskoeffizienten bei den n=9 SIDS-Fillen (p=0,059) bzw. den n=9 gematchten

Kontrollen (p=0,330); dementsprechend sind in der Abbildung keine Regressionsgeraden gezeigt.
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Abbildung 3.23: MikrogefaBlingendichte in der inneren Granularzellschicht der jeweils untersuchten
Kleinhirnhilften bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen
(weile Punkte) in Abhingigkeit vom Alter. Die Punkte reprisentieren individuelle Félle. Die
statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen statistisch signifikant von Null
verschiedenen Regressionskoeffizienten bei den n=9 SIDS-Fillen (p=0,485) bzw. den n=9 gematchten

Kontrollen (p=0,414); dementsprechend sind in der Abbildung keine Regressionsgeraden gezeigt.
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Abbildung 3.24: MikrogefdBlingendichte in der weilen Substanz der jeweils untersuchten
Kleinhirnhilften bei den n=9 SIDS-Fillen (schwarze Punkte) und den n=9 gematchten Kontrollen
(weile Punkte) in Abhingigkeit vom Alter. Die Punkte reprisentieren individuelle Félle. Die
statistische Analyse mittels linearer Regression ergab keinen statistisch signifikant von Null
verschiedenen Regressionskoeffizienten bei den n=9 SIDS-Fillen (p=0,186) bzw. den n=9 gematchten

Kontrollen (p=0,051); dementsprechend sind in der Abbildung keine Regressionsgeraden gezeigt.

Abbildung 3.25 zeigt die Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der
MikrogefalRlangendichte in den funf Kleinhirnschichten der n=9 SIDS-Félle (schwarze
Balken), der n=14 Kontrollen (graue Balken) und der n=9 gematchten Kontrollen (weil3e
Balken). Die Ergebnisse der repeated measures ANOVA und des paarweisen Vergleichs mit
der Bonferroni-Methode sind in Tabelle 3.8 zusammengefasst. Bis auf wenige Ausnahmen
(alle Gruppen: Molekularschicht vs. weille Substanz; Kontrollen: Molekularschicht vs. innere
Granularzellschicht) unterschieden sich alle Schichten statistisch signifikant voneinander
(p<0,016).

Dagegen ergab der Vergleich der Mittelwerte der n=9 SIDS-Falle und der n=9
gematchten Kontrollen mit Hilfe des nichtparametrischen Wilcoxon ,signed rank® Tests keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (dufl3ere Granularzellschicht:
p=0,820; Molekularschicht: p=0,652; Purkinjezellschicht: p=0,570: innere Granularzellschicht:
p=0,906; weille Substanz: p=0,820).
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Abbildung 3.25: Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Mikrogefa3langendichte in den
fiinf Kleinhirnschichten der n=9 SIDS-Fille (schwarze Balken), der n=14 Kontrollen (graue Balken)
und der n=9 gematchten Kontrollen (weile Balken). 4GZS: &duflere Granularzellschicht; MS:
Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; iGZS: innere Granularzellschicht; WS: weille Substanz.

Tabelle 3.8: Ergebnisse der repeated measures ANOVA und des paarweisen Vergleichs mit der
Bonferroni-Methode der MikrogefaB3langendichte in den flinf Kleinhirnschichten, jeweils getrennt fiir
die drei untersuchten Gruppen (n=9 SIDS-Fille, n=14 Kontrollen; n=9 gematchte Kontrollen). 4GZS:
duBere Granularzellschicht; MS: Molekularschicht; PZS: Purkinjezellschicht; 1GZS: innere
Granularzellschicht; WS: weille Substanz. **: p <0,01; ***: p <0,001.

SIDS-Falle Alle Kontrollen Gematchte Kontrollen

P-Wert der ANOVA <0,001 <0,001 <0,001

P-Werte des paarweisen Vergleichs:
aGZS vs. MS *kk HHK Hokok
aGZS vs. PZS Hokok Hokok Hokok
aGZS vs. 1GZS *kk *Koksk ok ok
aGZS vs. WS *k *k *k
MS vs. PZS *ok ok EEE Heokeok
MS vs. 1GZS ** >0,016 >0,016
MS vs WS >0,05 >0,05 >0,05
PZS vs 1GZS *k Hokok %
PZS vs. WS Hokok wxk sekk
1GZS vs WS ok Hok Fkok
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3.4 Immunhistochemischer Nachweis von GFAP

Abbildung 3.26 =zeigt einen reprasentativen Vergleich des immunhistochemischen
Nachweises von GFAP in allen funf Schichten des menschlichen Kleinhirns zwischen SIDS-
Fallen und Kontrollen bei verschiedenen Altersstufen. In der Molekularschicht waren bei
allen Altersstufen die Bergmann-Gliafasern immunpositiv fir GFAP, und in der
Purkinjezellschicht, der inneren Granularzellschicht und der weilen Substanz bei allen
Altersstufen die Astrozyten. Unterschiede zwischen den SIDS-Féllen und den jeweils
zugeordneten Kontrollen waren nicht nachweisbar. Insbesondere fanden sich bei den SIDS-
Fallen keine Anzeichen fur Astrozyten-Aktivierung wie z. B. vergrOflerte Perikarien oder

kurzere, erweiterte Fortsatze.
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Abbildung 3.26: Représentativer Vergleich von 100 pm dicken Sagittalschnitten aus dem Vermis der
linken menschlichen Kleinhirnhélfte nach immunhistochemischem Nachweis von GFAP und

Gegenfarbung mit Cresylviolett von Kontrollen (A,C.E,G,LK.M,0,Q) und SIDS-Fillen
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(B,D,F.H,J,L,N,P,R) im Alter von drei Monaten (A,B,G,H,M,N), sicben Monaten (C,D,I,J,0,P) und
10 Monaten (E,F.K.LL,Q,R). In der Molekularschicht (A-F) waren bei allen Altersstufen die
Bergmann-Gliafasern (Pfeilspitzen) immunpositiv fiir GFAP. In der Purkinjezellschicht und der
inneren Granularzellschicht (G-L) sowie in der weillen Substanz (M-R) waren bei allen Altersstufen
die Astrozyten (Pfeile) immunpositiv fiir GFAP. Unterschiede zwischen den SIDS-Féllen und den
jeweils zugeordneten Kontrollen waren nicht nachweisbar. Insbesondere wurden bei den SIDS-Féllen
keine Anzeichen fiir Astrozyten-Aktivierung wie z. B. vergroferte Perikarien oder kiirzere, erweiterte

Fortsétze gefunden.
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4. Diskussion
4.1 Validitat der Ergebnisse

Die Verwendung der Space Balls Methode zur Bestimmung von Mikrogefafldlangendichten in
der hier vorliegenden Arbeit hat gegeniber anderen ,biased” Verfahren (wie z. B. der
einfachen Bestimmung der relativen Flache auf einem Gehirnschnitt mit einer
Bildverarbeitungs-Software wie z. B. ImageJ, in der Anschnitte von Mikrogefalen gefunden
werden) die spezifischen Vorteile, dass die Ergebnisse nicht durch die Dicke der
MikrogefaRe bzw. ihre dreidimensionale Ausrichtung im Gewebe beeinflusst werden
(Calhoun und Mouton, 2001; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2006). Dies wurde u. a.
dadurch erreicht, dass relativ dicke Schnitte analysiert wurden und die Analysen im
dreidimensionalen Raum erfolgten. Die durch histologische Aufarbeitung entstehende
Schrumpfung der Schnitte wurde einerseits durch die Vermessung der Dicke des Gewebes
mit Auswahl der richtigen GroRe der Hemi-Space Balls und andererseits durch eine
entsprechende Korrekturfunktion der verwendeten Stereo Investigator Software erreicht.
Dadurch konnte die Schrumpfung der Schnitte ausgeglichen werden und die Ergebnisse
blieben unbiased. Im Vergleich zur stereologischen Analyse ist die Bestimmung von
Gefallangendichten in dinnen Gewebeschnitten oder auf zweidimensionalen Bildern immer
durch die GroRRe der Gefalde und deren Ausrichtung im Gewebe beeinflusst.

Die Mikrogefallangendichte in der wei’en Substanz der n=14 Kontrollen zeigte eine
statistisch signifikante (p < 0,05) Abnahme mit zunehmendem Alter (Abbildung 3.19). Wurde
die Stichprobe jedoch auf die n=9 gematchten Kontrollen reduziert, so verhielten sich die
Werte anschlieBend nicht statistisch signifikant (d.h., p > 0,05) zum Alter (Abbildung 3.24).
Dies ist dadurch zu erklaren, dass bei den n=14 Kontrollen die Falle 10/46 und 10/76
enthalten waren, die mit einem Alter von nur einem postnatalen Tag sehr jung waren
(Tabelle 3.2) und eine hdhere Mikrogefalldlangendichte als die der anderen Kontrollen
aufwiesen. Dies fuhrte dazu, dass mit steigendem Alter die Mikrogefalangendichte abnahm
und so eine statistische Signifikanz vorlag. Dieser Befund zeigt deutlich, wie wichtig es ist,
bei Untersuchungen zum plétzlichen Kindstod Falle und Kontrollen nach Kriterien wie Alter
und Geschlecht zu matchen.

Vergleicht man alle ermittelten Werte fir die Mikrogefatlangendichte des Kleinhirns mit
Daten vom menschlichen zerebralen Cortex (Kreczmanski et al., 2009), so ist ersichtlich,
dass die mittlere Mikrogefallangendichte im Kleinhirn in etwa doppelt so hoch ist wie die des
zerebralen Cortex (die Ergebnisse von Kreczmanski et al. 2009 wurden ebenfalls mit der
Space Balls Methode generiert). Dieser Befund passt gut zu Daten von Johanson (1980), der
zeigte, dass im Kleinhirn der Ratte die Gefalversorgung starker ausgepragt ist als im
Grof3hirn.
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Die hier vorgelegten Volumendaten fir die einzelnen Schichten des Kleinhirns stimmen
mit denen von Kiessling et al. (2013a, 2013b) gut Gberein (in allen drei Studien wurde an
denselben Kleinhirnen und mit identischer Methode, aber an unterschiedlichen
Kleinhirnschnitten gearbeitet). Dies betrifft alle Kleinhirnschichten bis auf die aulere
Granularzellschicht (die Volumendaten der duReren Granularzellschicht in Kiessling et al.
(2013a, 2013b) stammen aus der hier vorliegenden Arbeit).

Bei der Betrachtung weiterer Arbeiten zu Volumina der einzelnen Kleinhirnschichten im
menschlichen Gehirn (Andersen et al., 1992; Andersen und Pakkenberg, 2003) fallt auf, dass
die dort erhobenen Daten grof3er sind als die Daten der hier vorliegenden Arbeit. Dies liegt
daran, dass in der hier vorliegenden Arbeit Kinder im ersten Lebensjahr untersucht wurden,
in den Arbeiten von Andersen et al. (1992) und Andersen und Pakkenberg (2003) jedoch
Erwachsene. Da sich im Laufe der Entwicklung das Volumen der einzelnen Schichten des
Kleinhirns andert, sind die unterschiedlichen Werte damit zu erklaren.

Der immunhistochemische Nachweis von GFAP zeigte das bekannte Bild von
immunpositiven Bergmann-Gliafasern in der Molekularschicht sowie immunpositive
Astrozyten in der Purkinjezellschicht, der inneren Granularzellschicht und der weil3en
Substanz (vgl. z. B. Kantor et al., 2007).

Tabelle 4.1 zeigt die Hypoxiewahrscheinlichkeit der n=14 Kontrollen in Abhangigkeit von
der Diagnose. Alle Kontrollen wurden nun in Bezug auf ihre Hypoxiewahrscheinlichkeit in
zwei Gruppen eingeteilt; die eine mit einer geringen Hypoxiewahrscheinlichkeit Kontrollen
(10/46, 10/76, 10/70, 10/71, 10/80, 10/92, 10/64, 10/84 und 10/58), die andere mit einer
hohen Hypoxiewahrscheinlichkeit (Kontrollen 10/79, 10/99, 10/45, 10/65 und 10/77).
AnschlieRend wurden fir beide Gruppen die schichtenspezifischen mittleren
Mikrogefallangendichten sowie die mittleren Gesamtzahlen von Purkinjezellen (in denselben
Kleinhirnhalften wie in der vorliegenden Arbeit untersucht) berechnet. Die Gesamtzahlen von
Purkinjezellen wurden der Arbeit von Kiessling et al. (2013a) entnommen. Da die beiden
Kontrollen 10/46 und 10/76 schon am ersten Postnataltag verstorben waren und zu diesem
Zeitpunkt hdhere Mikrogefalllangendichten im Kleinhirn vorlagen als bei den anderen
Kontrollen (Tabelle 3.7), wurden diese beiden Kontrollen bei den Berechnungen der mittleren
Mikrogefallangendichte im Vergleich der beiden Gruppen in der folgenden Tabelle 4.2 nicht
berlcksichtigt. Fur die Gesamtzahl von Purkinjezellen hatten Kiessling et al. (2013a) keine
altersabhangigen Anderungen bei allen n=14 Kontrollen gefunden. Tabelle 4.2 zeigt den
statistischen Vergleich der beiden Gruppen (geringe bzw. hohe Hypoxiewahrscheinlichkeit)
mittels nicht-parametrischem Mann Whitney Test. Es fanden sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Diese Daten zeigen, dass man
die Moglichkeit, dass die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit durch Hypoxie in der

Kontrollgruppe verfalscht wurden, mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit
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ausschlieen konnte (die Diskussion der Gesamtzahlen von Purkinjezellen in
Zusammenhang mit Hypoxie wird in Kapitel 4.2 wieder aufgegriffen).
Tabelle 4.1: Hypoxiewahrscheinlichkeit der n=14 Kontrollen.
Alter . Hypoxie-

Fallnummer [Monate] Diagnose wahrscheinlichkeit

10/46 0,03 Ersticken Gering

10/76 0,03 Erwiirgen Gering

10/70 0,83 Totung (Ersticken) Gering

10/79 1,5 Herzfehler Hoch

10/71 3 Infekt Gering

10/80 3 Waterhouse- Friderichsen Syndrom Gering

10/99 4 Unklar Hoch

10/92 7 Erwiirgen Gering

10/64 8 Otitis media Gering

10/84 9 MCAD-Syndrom / Adrenogenitales Syndrom Gering

10/45 10 Sepsis Hoch

10/58 10 CO-Intoxikation Gering

10/65 10 Myokarditis Hoch

10/77 11 Herzfehler Hoch
Tabelle 4.2: Ergebnisse des Gruppenvergleichs der Kontrollen mit geringer und hoher

Hypoxiewahrscheinlichkeit.

Kontrollen mit Kontrollen mit Erg?bl.“s der
. . . statistischen
Variable gernger F—Iy.poxw.- hoher H.yp.o xie Analyse mittels
wahrscheinlichkeit ~ wahrscheinlichkeit Mann-Whitney
(MW = StAbw) (MW =+ StAbw) Test
Gesaérntzahl an Purkinjezellen 12,76 + 0,78 13,43 £ 0.82 p=0,364
[x10°]:
Mittlere Mikrogefafllangendichten
[x10° mm/mm’]:
AuBere Granularzellschicht 1,27+0,12 1,28 +£0,19 p=1,000
Molekularschicht 1,88+ 0,14 1,88+ 0,17 p=0,876
Purkinjezellschicht 2,85+0,17 2,78 £0,17 p=1,000
Innere Granularzellschicht 2,38+0,11 2,27+0,10 p=0,432
Weille Substanz 1,77 £ 0,14 1,70 £ 0,19 p=0,755
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4.2 MikrogefaBlangendichte des Kleinhirns bei SIDS

Beim Vergleich der Werte der Mikrogefalllangendichte der n=9 SIDS-Falle mit denen der
n=9 gematchten Kontrollen (Tabellen 3.6 und 3.7) fallt auf, dass sich die Werte der SIDS-
Falle nicht statistisch signifikant von den Werten der gematchten Kontrollen unterschieden.
Dies bedeutet, dass mit Hilfe der Analyse der MikrogefalRlangendichte keine Hinweise flr
chronische Hypoxie im Kleinhirn bei SIDS feststellbar waren. Dieser Befund wird durch die
Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung mittels GFAP-Markierung von
Astrozyten (Kapitel 3.4) unterstitzt, bei der sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen den
SIDS-Fallen und den Kontrollen zeigten.

Da SIDS bis heute eine Ausschlussdiagnose ist (d. h. Diagnosestellung nach
Ausschluss aller anderen Krankheitsursachen und definitionsgemald nur post mortem
moglich), wurde in der Literatur der Fokus der Untersuchungen auf den Hirnstamm gelegt,
der u. a. das Zentrum fur kardiovaskulare Kontrolle und das Atemzentrum beherbergt. Dies
ist insofern relevant, als dass bei SIDS augenscheinlich gesunde Kinder (Byard und Krous,
2004) plétzlich nach einer Schlafperiode tot aufgefunden werden (Steinschneider, 1972;
Guilleminault et al., 1975). AuRerdem wurden in verschiedenen Studien (zur Ubersicht siehe
Kinney, 2009) unterschiedlichste Symptome bei SIDS beschrieben. Dazu gehorten
Schlafapnoe, episodische Tachykardie bzw. Bradykardie, Blutdruck- und Pulsabweichungen.
Dies flhrte dann u. a. zu Empfehlungen hinsichtlich der Schilafposition des Kindes (zur
Vermeidung von Sauerstoffunterversorgung) (Mitchell et al., 1991; Gilbert et al., 2005).
Neben den Hirnstammuntersuchungen wurden in Arbeiten von Kinney (2009) und Paterson
et al. (2006) bei SIDS u. a. eine gesteigerte Dichte serotonerger Neurone einhergehend mit
einem einfacheren Aufbau und einer Entwicklungsstérung des Hirnstamms festgestellt. Dies
war insofern bemerkenswert, als dass in Verbindung mit dem Risikofaktor mutterlichen
Rauchens bei SIDS die Proliferation des serotonergen Systems beeintrachtigt war.

Machaalani et al. (2009) beschrieben bei SIDS eine verminderte 5-HTsR (5
Hydroxytryptamin = Serotonin Rezeptor) Immunreaktivitdt im Hirnstamm. Auch die
Untersuchungen von Paterson et al. (2006) deuteten auf 5-HT Anomalie in der Medulla
oblongata hin. Da der Hirnstamm, wie oben ausgefuhrt, u. a. das Atemzentrum beherbergt,
kénnten Rezeptoranomalien auch als Erklarung fur den plétzlich eintretenden Tod bei SIDS
durch exogene Faktoren wie Schlaflage, Schlafapnoe etc. dienen, da hier die protektiven
Systeme, die bei einem gesunden Hirnstamm kleinere Ungleichheiten ausgleichen kénnen
(z. B. ,arousal“ Reaktion mit Wenden des Kopfes zum Luftholen), in Mitleidenschaft gezogen
sein kénnten. In einer Arbeit von Kinney (2009) wurden neben dem oben beschriebenen
Transmitter bzw. seinem Rezeptor weitere Transmitterabnormalitaten beschrieben, sodass
die 5-HT Anomalitat nicht als singulare Abweichung der Transmittersysteme bei SIDS

verstanden werden sollte. Rickert et al. (2009) zeigten, dass bei SIDS im Hirnstamm und im
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Kleinhirn das Vorkommen leptomeningealer Neurone im Vergleich zu Kontrollen erhéht war.
Leptomeningeale Neurone kdnnen als morphologischer Marker fur Entwicklungsstérungen
oder verzogerte Kleinhirnreifung dienen. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass nach
Meinung von Rickert et al. (2009) das Vorkommen einzelner leptomeningealer Neurone in
kindlichen Gehirnen normal sei. Oehmichen et al. (2009) zeigten mit Hilfe von MAP2
(Mikrotubuli assoziiertes Protein 2) Immunfarbungen, dass bei SIDS hypoxische
Veranderungen in der GroRhirnrinde und im Hippocampus vorlagen. MAP2 wird in der
Literatur als Marker zur Detektion von Nervenzellverletzungen beschrieben (Oehmichen et
al., 2009).

Die Blutversorgung des Hirnstamms und des Kleinhirns erfolgt gemeinsam durch die
Arteriae (Aa.) vertebrales (Abbildung 4.1) und nach deren Fusion durch die Arteria (A.)
basilaris. Dazu geben die Aa. vertebrales beidseits je eine A. inferior posterior cerebelli ab,
und die A. basilaris die beiden Aa. inferiores anteriores cerebelli und die beiden Aa.
superiores cerebelli (Abbildung 4.1). Die hier vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der
Mikrogefalllangendichte im Kleinhirn, da detaillierte Daten von Kiessling et al. (2013a,
2013b) zur Gesamtzahl von Purkinje- und Granuarzellen im menschlichen Kleinhirn wahrend
des ersten Lebensjahres und ihre mdglichen Veranderungen bei SIDS vorliegen, die an
denselben Kleinhirnhalften erhoben wurden wie die in der hier vorliegenden Arbeit
vorgestellten Mikrogefal3dlangendichten. Insbesondere Cruz-Sanchez et al. (1997) und
Harper et al. (2000) hatten postuliert, dass das Kleinhirn eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von SIDS spielt. In den Untersuchungen von Kiessling et al. (2013a, 2013b),
die ebenfalls mit design-based stereologischen Methoden durchgeflihrt wurden, konnten die
von Cruz-Sanchez et al. (1997) postulierte Hypothese beziiglich einer Entwicklungsstérung

des Kleinhirns bei SIDS nicht verifiziert werden.
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Abbildung 4.1: Darstellung der GefdB3versorgung des menschlichen Hirnstamms und des Kleinhirns

(entnommen aus Benninghoff A, Drenckhahn, D. Anatomie. Makroskopische Anatomie, Histologie,
Embryologie, Zellbiologie. Band 2, 16. Ausgabe, Abbildung 12.14-9, Urban & Fischer, Miinchen,
2004). Die das Kleinhirn versorgenden Gefaf3e sind griin markiert.

Boero et al. (1999) stellten in einer Untersuchung an Mausen fest, dass in
verschiedenen Hirnregionen, u. a. auch im Kleinhirn, die Kapillarisierung nach 28-tagigem
Sauerstoffdefizit (Lebensalter zu Beginn des Sauerstoffdefizits: 21 Tage) im Vergleich zu
Kontrolltieren ohne Sauerstoffdefizit erhéht war (Abbildung 4.2; entnommen aus Boero et al.,
1999). Diese Daten zeigen, dass zumindest bei Mausen chronische Hypoxie zu einer
vermehrten Kapillarisierung und somit zu einer erhdhten Mikrogefalllangendichte im
Kleinhirn fuhrt. Wie oben ausgefuhrt, konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine
statistisch signifikante Steigerung der mittleren Mikrogefallangendichte bei den SIDS-Fallen
im Vergleich zu den gematchten Kontrollen nachgewiesen werden. Unter der Annahme,
dass bei vorliegender Hypoxie im Gewebe Angiogenesefaktoren ausgeschittet werden (Liu
und Chen, 1994), bedeutet dies, dass in der hier vorliegenden Arbeit bei SIDS im Kleinhirn
kein Anzeichen flr chronische Hypoxie (im Sinne einer hierdurch verstarkten Angiogenese)
nachzuweisen war. Somit konnte die von Kinney (2009) postulierte Hypothese einer

chronischen Hypoxie bei SIDS zumindest im Kleinhirn in den hier untersuchten SIDS-Fallen
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nicht bestatigt werden, so dass die eingangs formulierte Hypothese verworfen werden
musste.

Betrachtet man dartber hinaus das akut hypoxische Geschehen im Kleinhirn, so
reagieren die Purkinjezellen sehr anfallig auf akute Hypoxie oder Ischamie (Pae et al., 2005;
Hausmann et al., 2007; Bartschat et al., 2012). Sie sind somit gut als post mortem Indikator
fur akute Ischamie geeignet. Bartschat et al. (2012) zeigten in einer post mortem Studie an
Patienten, die an akuter Hypoxie verstorben waren, eine verringerte Konzentration von
Calbindin-D28k (Calbindin-D28k ist ein Calcium bindendes Protein, welches in hohen
Konzentrationen im Zytosol von Purkinjezellen und anderen Neuronen gefunden wird).
Purkinjezellen sind mit einem komplexen Calcium regulierenden System ausgestattet. Dies
sind u. a. die Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum, Calcium bindende Proteine
sowie Calciumpumpen (Katsetos et al., 2001). Calcium bindende Proteine sind dadurch
charakterisiert, dass sie ,helix-loop-helix® Motive besitzen, welche Calciumionen mit hoher
Affinitat binden (Bartschat et al., 2012). Diese Calciumbindung dient u. a. dem Zellschutz vor
Apoptose, dem programmierten Zelltod, und weiteren enzymatisch degenerativen Wegen
(Katsetos et al., 2001). Somit ist Calbindin-D28k als verlasslicher Marker in der Diagnose
akuter Hypoxie zu betrachten (Bartschat et al., 2012). Wichtig fir die Forschung zu SIDS ist
in diesem Zusammenhang, dass Kiessling et al. (2013b) unter Verwendung desselben
Markers (Calbindin-D28k) keine Hinweise auf veranderte Calbindin-D28k Konzentrationen in

den Purkinjezellen bei SIDS fanden.
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Abbildung 4.2: Darstellung von Kapillaren im Kleinhirn der Maus nach chronischer Hypoxie (A)
bzw. ohne Hypoxie (B). Die Messbalken entsprechen 40 um. Die Abbildung wurde einer Publikation
von Boero et al. (1999) entnommen (dort Fig. 1.).

4.3 MikrogefaBlangendichte des Kleinhirns wahrend des ersten

Lebensjahres

In der vorliegenden Arbeit wurden weder bei den n=9 SIDS-Fallen noch bei den n=9
gematchten Kontrollen altersabhangige Veranderungen hinsichtlich der
MikrogefaRlangendichte in den einzelnen Schichten des Kleinhirns gefunden. Dies bedeutet,
dass trotz steigenden Volumens wahrend des ersten Lebensjahres (Abbildungen 3.1 bis
3.5), die Dichte der Mikrogefalie in den untersuchten Schichten des Kleinhirns gleich blieb.
Wie Tabelle 3.7 zu entnehmen ist, sind bei den n=14 Kontrollen die Falle 10/46 und 10/76
mit einem Alter von nur einem postnatalen Tag die jungsten und wiesen die hdchsten
MikrogefaRlangendichten im Kleinhirn auf. Eine Hypothese, die diesen Befund erklaren kann,
basiert auf dem kurz nach der Geburt stattfindenden Wechsel von fetalem zu adultem
Hamoglobin (Sankaran und Orkin, 2013). Hadmoglobin ist ein eisenhaltiges Protein mit vier
Hamgruppen sowie vier Globinuntereinheiten. Es lassen sich a, B und y Untereinheiten
unterscheiden. Beim Erwachsenenhamoglobin (HbA) liegen zwei o und zwei £

Untereinheiten vor. Fetales Hamoglobin (HbF) enthalt im Unterschied dazu zwei a und zwei
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Yy Unereinheiten. Die y Untereinheiten haben eine geringere Affinitat zu 2,3-
Bisphosophoglycerat, was die Sauerstoffaffinitat von HbF im Vergleich zu HbA steigert.
Schon 1941 wurde von Darling et al. (1941) gezeigt, dass das fetale Hamoglobin eine
héhere Affinitat zu Sauerstoff hat als das adulte Hamoglobin. Daher ist es gut méglich, dass
es durch den Wechsel von fetalem zu adultem Hamoglobin wahrend des ersten postnatalen
Monats und der damit einhergehenden hoheren Sauerstoffverfligbarkeit im sich
entwickelnden Kleinhirn zu einer Abnahme der Mikrogefallangendichte kommt. Die héhere
Sauerstoffverfligbarkeit ist durch die geringere Sauerstoffaffinitdt von HbA zu erklaren, da

dadurch die Abgabe von Sauerstoff an das Gewebe erleichtert wird.

4.4 Schichtenspezifische Unterschiede der MikrogefaRlangendichte

des Kleinhirns

Die mittleren Mikrogefaldlangendichten der einzelnen Kleinhirnschichten (dufRere
Granularzellschicht, Molekularschicht, Purkinjezellschicht, innere Granularzellschicht und
weille Substanz) der in der vorliegenden Arbeit untersuchten n=9 SIDS-Falle und der n=9
gematchten Kontrollen unterschieden sich jeweils voneinander. Allerdings konnten beim
Vergleich der Werte der mittleren MikrogefalRlangendichten zwischen den n=9 SIDS-Fallen
und den n=9 gematchten Kontrollen keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (Abbildung 3.25). In der Purkinjezellschicht war die mittlere Mikrogefafllangendichte
am hdchsten, in der auReren Granularzellschicht (proliferative Zone) am geringsten. Die
geringere MikrogefalRlangendichte in der proliferativen Zone mit der damit verbundenen
geringeren Sauerstoffverfigbarkeit steht eventuell in Zusammenhang mit der Induktion der
Proliferation von Granularzellen. Eine mdégliche Erklarung hierfir ware die generelle Rolle
des hypoxia-inducible transcription factor-1 alpha, dessen Aktivierung die Proliferation von
neuralen Stammzellen in Versuchen mit Ratten, die moderater Hypoxie ausgesetzt waren,
induzierte (Zhao et al., 2008). Auf das menschliche Kleinhirn Gbertragen bedeutet dies, dass
eine geringere Sauerstoffkonzentration in der duferen Granularzellschicht des Kleinhirns
evtl. die Proliferation der dort befindlichen Vorlaufer der Granularzellen fordert. Diese
Hypothese wird durch Daten von Sentilhes et al. (2010) gestitzt, die zeigen konnten, dass in
der auferen Granularzellschicht des menschlichen Kleinhirns sowie in etlichen anderen
Hirnregionen, in denen Zellproliferation und —migration stattfinden, sowohl vascular
endothelial growth factor (VEGF) als auch vascular endothelial growth factor receptor 2
(VEGFR-2) erhoht exprimiert wurden.

Die relativ hohe Mikrogefalllangendichte in der Purkinjezellschicht, in der sich die
Purkinjezellen als die einzigen efferenten Zellen der Kleinhirnrinde befinden und die sehr

empfindlich auf hypoxische Schaden reagieren (Bartschat et al., 2012), ist evtl. u. a. durch
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ihre GrofRe in Verbindung mit ihrer Differenzierung zu erklaren (d.h., ausdifferenzierte Zellen
mit grolRem Dendritenbaum kdénnten im Vergleich zu kleineren Zellen einen hdheren
Nahrstoff- und Sauerstoffbedarf haben).

4.5 Unterschiede in der Entwicklung der MikrogefaRlangendichte

des Kleinhirns zwischen Mensch und Ratte

In der hier vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in allen Kleinhirnschichten unabhangig
vom Alter und davon, ob ein SIDS-Fall oder eine Kontrolle vorlag, Gefaliverzweigungen
nachweisbar waren (Abbildungen 3.12 und 3.13). In den Abbildungen 4.3 und 4.4 sind die
aufere Granularzellschicht, Molekularschicht und die Purkinjezellschicht von zwei der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Kleinhirne vergréRRert dargestellt; Gefallverzweigungen
wurden markiert. Es ist ersichtlich, dass in beiden gezeigten Kleinhirnschnitten unabhangig
von Diagnose und Alter GefalRverzweigungen deutlich sichtbar auftraten. Im Gegensatz dazu
wurde von Yu et al. (1994) in einer Untersuchung an Kleinhirnen von Ratten unter anderem
festgestellt, dass in der dufleren Granularzellschicht bis zum postnatalen Tag 18 (entspricht
beim Menschen in etwa dem Ende des 1. postnatalen Lebensjahres) keine
Gefallverzweigungen auftraten (Abbildung 4.5). Die Versorgung dieser Schicht wird laut Yu
et al. (1994) im Gegensatz zur Angiogenese durch Diffusion durch die dartber liegenden
pialen GefalRe Ubernommen. Hier scheint also ein Unterschied in der Entwicklung der
Gefallversorgung des Kleinhirns zwischen Mensch und Ratte vorzuliegen.

In diesem Zusammenhang sei angemerkt, dass auch die Entwicklung der Granularzellen
im Kleinhirn bei Nagetieren zeitlich anders verlauft als beim Menschen, namlich vollstandig
postnatal (Shimada et al., 1977). Beim menschlichen Kleinhirn hingegen erfolgt die
Entwicklung der Granularzellen sowohl pra- als auch postnatal (Rakic und Sidman, 1970;
Sidman und Rakic, 1973; Kiessling et al., 2013a). Diese Unterschiede zeigen deutlich auf,
dass Befunde, die an Nagern oder anderen Tieren erhoben werden, hinsichtlich der

Entwicklung des Kleinhirns nicht direkt auf den Menschen Ubertragbar sind.
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Abbildung 4.3: Ubersicht iiber die drei obersten Schichten des Kleinhirns und zusitzlicher
Markierung von Gefalverzweigungen (Pfeilspitzen) nach immunhistochemischem Nachweis von
Kollagen IV und Gegenférbung mit Cresylviolett. Gezeigt sind die duflere Granularzellschicht (GZS),
Molekularschicht (MS) und Purkinjezellschicht (PZS) von Fallnummer 10/76 (Alter: ein Tag
postnatal). Der Messbalken entspricht 100 um.

Abbildung 4.4: Ubersicht iiber die drei obersten Schichten des Kleinhirns und zusitzlicher
Markierung von GefdaBverzweigungen (Pfeilspitzen) nach immunhistochemischem Nachweis von
Kollagen IV und Gegenférbung mit Cresylviolett. Gezeigt sind die duflere Granularzellschicht (4GZS),
Molekularschicht (MS) und Purkinjezellschicht (PZS) der Fallnummer 10/88 (Alter: 10 Monate). Der
Messbalken entspricht 100 pm.
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Abbildung 4.5: Zeichnung der GefaBarchitektur im sich entwickelnden Kleinhirn der Ratte an den
Postnataltagen (P) 4 (A), P7 (B), P10 (C), P14 (D), P18 (E) und P23 (F). EGL: &uBere
Granularzellschicht; ML: Molekularschicht; PL:Purkinjezellschicht; GL: innere Granularzellschicht;
WM: weille Substanz. Man beachte das vollige Fehlen von Gefdverzweigungen in der duBeren
Granularzellschicht. Die Abbildung wurde einer Publikation von Yu et al. (1994) entnommen (dort

Fig. 2).
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4.6 AbschlieRende Bemerkungen

In der hier vorliegenden Arbeit und den zitierten Studien von Kiessling et al. (2013a, 2013b)
wurden die Kleinhirne von SIDS-Féllen und gematchten Kontrollen erstmals mit vier
verschiedenen Markern und unter Einsatz modernster design-based stereologischer
Methoden schichtenspezifisch auf das Vorliegen von Anzeichen fir akute und/oder
chronische Hypoxie untersucht: (i) Gesamtzahlen von Purkinkjezellen; (ii) Konzentration von
Calbindin-D28k in den Purkinjezellen; (iii) Mikrogefallangendichten; und (iv) Form und
Menge von Astrozyten. Anzeichen flr akute und/oder chronische Hypoxie im Kleinhirn bei
SIDS fanden sich dabei keine. Leider konnte der Hirnstamm der entsprechenden Gehirne
nicht mituntersucht werden, da er nicht zur Verfigung stand. Bedingt durch die enge
topografische und funktionelle Nahe der Gefallversorgung von Hirnstamm und Kleinhirn
erscheint es jedoch auferst unwahrscheinlich, dass der Hirnstamm der hier untersuchten
SIDS-Falle von Hypoxie betroffen sein sollte, das Kleinhirn aber nicht. Vielmehr erscheint es
dringend geboten, die Hypothesen in der Literatur zur Beteiligung von Hypoxie im Gehirn bei
SIDS (u. a. von Kinney, 2009) weiter kritisch zu Uberprifen, so wie in der hier vorgelegten
Arbeit zum Kleinhirn bereits geschehen. Fur die weitere Forschung zu SIDS erscheint dies
von erheblichem Interesse, da Hypoxie in der Pathogenese von SIDS mdglicherweise eine
viel geringere Rolle spielt als gegenwartig in der Literatur angenommen.

Allerdings koénnen keine Ruckschlisse auf funktionelle Veranderungen der
MikrogefaRarchitektur im menschlichen Kleinhirn gezogen werden. Insbesondere schlief3t die
hier vorliegende Arbeit nicht die Mdglichkeit aus, dass ein pathologischer Hirnmetabolismus
im Kleinhirn von SIDS-Fallen durch andere, noch zu erforschende Mechanismen verursacht

wird, der mit den hier verwendeten Methoden nicht erfasst werden konnte.
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5. Zusammenfassung

(i)

(i)

(iv)

In der hier vorliegenden Arbeit wurde experimentell die Hypothese Uberprift, ob die
mittlere Mikrogefaltlangendichte im Kleinhirn bei plétzlichem Kindstod (im Folgenden
durchgehend als SIDS [,sudden infant death syndrome®] bezeichnet) als Ausdruck
einer chronischen subklinischen Hypoxie groRer ist als bei alters- und
geschlechtsgematchten Kontrollen (d.h. bei Kindern, die innerhalb des ersten
Lebensjahres nicht an SIDS verstorben waren). Diese Hypothese basierte auf
wiederholten Berichten von post mortem Untersuchungen in der Literatur Uber
hypoxische Veranderungen im Gehirn bei SIDS, insbesondere im Hirnstamm, aber
auch im Kleinhirn. Zwischen Hirnstamm und Kleinhirn besteht eine enge topografische
und funktionelle Nahe in Bezug auf die Gefaldversorgung; so werden sowohl der
Hirnstamm als auch das Kleinhirn aus Asten der Arteriae vertebrales und der Arteria
basilaris versorgt.

Untersucht wurden insgesamt n=23 Kleinhirnhalften (je eine Kleinhirnhalfte pro
Fallnummer) von Kindern, die im ersten Lebensjahr verstorben waren. Von diesen
n=23 Kleinhirnhalften stammten n=9 von SIDS-Fallen (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 friheren oder einem spateren
Alter als die SIDS-Falle gestorben waren. Alle Kleinhirnhadlften stammten aus einer
Sammlung des Instituts fir Rechtsmedizin der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen und wurden dort in den Jahren 1999 bis 2001 durch Herrn Univ. Prof. Dr.
med. Andreas Bittner (heute: Direktor des Instituts fir Rechtsmedizin,
Universitatsklinikum Rostock) im Rahmen von Autopsien gesammelt. Die Verwendung
dieser Kleinhirnhalften fur die vorliegende Arbeit wurde von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdt der Universitdt Rostock unter der Nummer A2012-0053
genehmigt.

Fur jede Kleinhirnhédlfte wurde an Serien von 100 pum dicken Schnitten, die
immunhistochemisch zum Nachweis von Kollagen [V aufgearbeitet und mit
Cresylviolett gegengefarbt wurden, mit modernsten design-based stereologischen
Methoden das Volumen aller Kleinhirnschichten (dufRere Granularzellschicht,
Molekularschicht, Purkinjezellschicht, innere Granularzellschicht, weille Substanz)
sowie die Mikrogefaldlangendichte in diesen Schichten bestimmt. Bei einer
Nebenuntersuchung an weiteren Schnitten aus dem Vermis erfolgte ein
immunhistochemischer Nachweis von GFAP.

Bis auf die aulere Granularzellschicht zeigten alle Schichten des Kleinhirns mit
zunehmendem Alter einen statistisch signifikanten, altersabhangigen Anstieg des

Volumens. Bis auf die innere Granularzellschicht, die bei den SIDS-Fallen im Mittel
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(v)

statistisch signifikant groRer war als bei den gematchten Kontrollen, fanden sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den SIDS-Fallen und den gematchten
Kontrollen. Sowohl bei den SIDS-Fallen als auch bei den Kontrollen fand sich die
héchste Mikrogefalilangendichte in der Purkinjezellschicht, und die niedrigste
Mikrogefallangendichte in der &uReren Granularzellschicht. Die mittleren
Gefalllangendichten der einzelnen Schichten zeigten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den SIDS-Fallen und den gematchten Kontrollen. In allen funf
Kleinhirnschichten wurden altersunabhangig sowohl bei den SIDS-Fallen als auch bei
den Kontrollen Gefalverzweigungen gefunden. Der immunhistochemische Nachweis
von GFAP =zeigte in der Molekularschicht bei allen Altersstufen immunpositive
Bergmann-Gliafasern, und in der Purkinjezellschicht, der inneren Granularzellschicht
und der weilRen Substanz bei allen Altersstufen immunpositive Astrozyten.
Unterschiede zwischen den SIDS-Féllen und den jeweils gematchten Kontrollen lagen
bei dem immunhistochemischen Nachweis von GFAP nicht vor. Insbesondere fanden
sich bei den SIDS-Féllen keine Anzeichen fur Astrozyten-Aktivierung wie z. B.
vergrofRerte Perikarien oder kirzere, erweiterte Fortsatze.

An denselben Kleinhirnen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, wurden
kirzlich ebenfalls mit modernsten design-based stereologischen Methoden
Gesamtzahlen von Purkinjezellen bestimmt sowie ein immunhistochemischer
Nachweis von Calbindin-D28k in den Purkinjezellen durchgefiihrt (Kiessling et al.
2013a; 2013b). Auch bei diesen Untersuchungen zeigte sich kein Unterschied
zwischen den SIDS-Féllen und den gematchten Kontrollen. Zusammen mit den
Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit liegen somit erstmals fir Kleinhirne von
SIDS-Fallen und gematchten Kontrollen vier verschiedene schichtenspezifische
Befunde zum moglichen Vorliegen von akuter und/oder chronische Hypoxie vor, die u.
a. mit modernsten design-based stereologischer Methoden erhoben wurden
(Mikrogefaldlangendichten, Form und Menge von Astrozyten, Gesamtzahlen von
Purkinkjezellen, und Konzentration von Calbindin-D28k in den Purkinjezellen). Dabei
fanden sich keinerlei Anzeichen fur akute und/oder chronische Hypoxie im Kleinhirn bei
SIDS, so dass die eingangs formulierte Hypothese verworfen werden musste.

Der Hirnstamm der entsprechenden Gehirne konnte leider nicht mituntersucht werden,
da er nicht zur Verfigung stand. Die enge topografische und funktionelle Nahe der
Gefallversorgung von Hirnstamm und Kleinhirn macht es jedoch aulerst
unwahrscheinlich, dass der Hirnstamm der hier untersuchten SIDS-Falle von Hypoxie
betroffen sein sollte, das Kleinhirn aber nicht. Vielmehr erscheint es dringend geboten,
die Hypothesen in der Literatur zur Beteiligung von Hypoxie im Gehirn bei SIDS weiter

kritisch zu Uberprifen, so wie in der hier vorgelegten Arbeit zum Kleinhirn bereits
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geschehen. Dies erscheint fur die weitere Forschung zu SIDS von erheblichem
Interesse, da Hypoxie in der Pathogenese von SIDS mdglicherweise eine viel
geringere Rolle spielt als gegenwartig in der Literatur angenommen.

(vii) Von Interesse war auch der Nebenbefund von GefalRverzweigungen altersunabhangig
in allen funf Kleinhirnschichten. Fir die Ratte wurde namlich in der Literatur berichtet,
dass in der auReren Granularzellschicht bis zum postnatalen Tag 18 (entspricht beim
Menschen in etwa dem Ende des 1. postnatalen Lebensjahres) keine
Gefallverzweigungen auftreten. Somit zeigte die hier vorliegende Arbeit erstmals einen
Unterschied in der Entwicklung der Gefal3versorgung des Kleinhirns zwischen Mensch
und Ratte. Dies steht moglicherweise in Zusammenhang mit der zeitlich
unterschiedlichen Bildung der Granularzellen im Kleinhirn bei Mensch (pra- und

postnatal) und Nagern (nur postnatal).
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