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J[...] gewiss mit der Erschwernis kommt die Erleichterung. Wenn eine Aufgabe
erledigt ist, gehe sofort zur néchsten iber [...].“ (94:6,7)
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das menschliche Gehirn

Unser Gehirn ist das spektakularste Organ in unserem Korper. Es unterscheidet
sich grundlegend von allen anderen Organen des menschlichen Korpers. Bei
anderen Organen des Menschen sind Form und Funktion oft kongruent. Man
kann aus der Form des Herzens beispielsweise die Funktion des Pumpens
ablesen. Im Unterschied zu anderen Organen jedoch kann man aus der Struktur
des Nervengewebes nicht direkt auf die Funktion schliellen (Beck et al., 2018).
Ca.100 Milliarden Nervenzellen (Neurone) und —fasern, verbunden durch ca. 100
Billionen Synapsen (Kontaktstellen zwischen Neuronen) bilden ein dichtes
Netzwerk, welches flr Sprache, Erinnerungen bis zu Geflihlen und Gedanken
des menschlichen Geistes und Koordination und Regulation aller
Organfunktionen und Bewegungen zustandig sind (Beck et al., 2018) (Bock &
Braun, 2011). Die Hintergrinde dieser Funktionen sind heute noch ein Ratsel und
die groRRe Herausforderung moderner Neurowissenschaften. Da auch beim
Gehirn das Geheimnis seiner Funktion in der Struktur verborgen sein wird (Beck
et al.,, 2018), ist es umso mehr interessant und erforderlich die Struktur und
Zusammensetzung des Gehirns weiter Zu erforschen.
Das Gehirn besitzt im Durchschnitt ein Gewicht von 1400 g (Rushton, 1995).
Somit betragt sein Anteil am Kdérpergewicht 2%, es verbraucht jedoch 20% der

Energiezufuhr (Herschkowitz, 2010).

Das Gehirn ist unterteilt in zwei Hirnhalften und durch eine dicke Nervenbahn,
dem Balken in der Mitte verbunden. Auflen wird es von dem Cortex, der
GroR3hirnrinde umhdllt, diese besteht aus grauer Substanz. Unterhalb der Rinde
befindet sich das Marklager, welches die weil’e Substanz bildet. Direkt unterhalb
des Balkens liegt in jeder Hirnhalfte ein Hippocampus, der Erfahrungen und
Erinnerungen organisiert und so unser Gedachtnis strukturiert (Beck et al., 2018).
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In der Mitte des Gehirns befindet sich ein Ventrikel, das mit der Hirnflissigkeit,
dem Liquor, geflllt ist. Unterhalb dieses Ventrikels befindet sich wiederrum der
Thalamus, der aus Zellkernen und Nervenfaserisolierung besteht. Dieser Teil des
Zwischenhirns steuert die meisten sensorischen Eingange, sowie die Eingange

von anderen Hirnstrukturen wie das Kleinhirn (Beck et al., 2018).

GroRhirn

J

Kleinhirn

Abbildung 1: Gehirnschema mit einigen wichtigen Hirnstrukturen (In H. Beck, S.
Anastasiadou, C. Meyer zu Reckendorf, Faszinierendes Gehirn, 2.Auflage, Springer-Verlag
GmbH Deutschland 2018)

1.2. Das Kleinhirn

Unterhalb des Lobus occipitalis an der Hinterseite des Hirnstamms liegt das
Kleinhirn. Es hat beim Menschen nach dem GroRhirn das zweitgrof3te Volumen
als Gehirnteil (Urhahne et al., 2019). Das Kleinhirn besitzt nur ein Zehntel an
Gewicht des Grof3hirns, enthalt jedoch 80% der Neurone des Gehirns (Azevedo
et al., 2009). Dank seiner Furchen wird die Oberflache vergrof3ert und kann so
viel dichter an Nervenzellen besiedelt werden als die restlichen Hirnregionen
(Beck et al., 2018).
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Die GesamtgroRe des menschlichen Gehirns kann zurtckgefuhrt werden auf
eine Zunahme seiner Bestandteile oder auf Zunahme der Groflie der Elemente
(Braitenberg & Schiz, 1991) (Schuz et al., 2009). Man wurde jedoch erwarten
das die Neuronendichte abnehmen musste, da eine erhohte Anzahl an
dendritischen und axonalen Verdrahtungen notwendig ist, um gréRere Gehirne
zu vernetzen (Braitenberg, 2001). Im Saugetiergehirn sind verschiedene
Netzwerkarchitekturen nachzuweisen. Im Kleinhirn befinden sich beispielsweise
die Axone der Kornerzellen (die Parallelfasern), die unabhangig von der
HirngroRe eine konstante Lange besitzen. Die Dichte der Kdrnerzellen bleibt
somit trotz veranderter HirngroRe konstant (Schiz et al., 2009). Dieser
Skalierungsunterschied sorgt dafir, dass das Kleinhirn etwa 15% des gesamten
Hirnvolumens einnimmt, jedoch 80% der Neurone des Gehirns enthalt (Azevedo
et al., 2009). Diese eigenartige Besonderheit der Kornerzellen des Kleinhirns
wurde bisher nicht naher erforscht. Wir erhoffen uns, wichtige Einblicke in die
Netzwerkverknupfung des Kleinhirns gewinnen zu kdnnen und die Grunde fur
aulRergewohnliche Skalierung zwischen dem zerebralen und dem zerebellaren

Cortex an ihrem verbindenden Knotenpunkt herauszufinden.

Das Kleinhirn spielt eine besonders entscheidende Rolle fur die Steuerung der
Motorik, der Feinabstimmung von Korperbewegungen (Trepel & Elsevier GmbH,
2017), das Gleichgewicht, die Fortbewegung (Morton & Bastian, 2004) und stellt
das Koordinationszentrum unserer Bewegungen dar (Flourens, 1842). Darlber
hinaus ist es wichtig fur das Erlernen von Bewegungsablaufen und deren
Automatisierung (Meinhardt et al., 2019). Sie ist Uber eine Vielzahl an
Nervenverbindungen mit dem Rickenmark und dem Grof3hirn verbunden und
kann nicht bewusst gesteuert werden. Die Bewegungsprogramme des Grol3hirns
werden vom Kleinhirn in die tatsachlichen Bewegungsablaufe der Muskeln
eingegliedert (Beck et al., 2018). Das Kleinhirn spielt ebenfalls eine wichtige Rolle

bei kognitiven und emotionalen Prozessen (Grimaldi & Manto, 2012).
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Purkinje-Zellen sind spezielle, nur im Kleinhirn auffindbare Zelltypen des
Kleinhirns, die komplexesten des Nervensystems und bilden eine
zweidimensionale Verastelung mit bis zu 100.000 Kontakten zu den sogenannten
Kletterfasern des GroBhirns aus. Auf diese Weise werden die geplanten
Bewegungsmuster des GroRhirns in die tatsachlichen Bewegungszustande der
Muskeln eingegliedert. Uber die Dendriten der Purkinje- Zellen werden Signale
des Bewegungsapparates empfangen und so die Lage der Gliedmalien
registriert. Die Purkinje-Zellen kdnnen uUber ihre Nervenfasern Einfluss auf die
Bewegungsprogramme des Korpers nehmen. So flugt das Kleinhirn viele
Bewegungsinformationen zum Gesamtbild zusammen. Diese komplexe Aufgabe
des Kleinhirns beherbergt viele Geheimnisse, die man bis heute immer noch nicht
ganz geluftet hat (Beck et al., 2018).

1.3. Kleinhirnkerne

Das Kleinhirn ist eine Struktur des Gehirns, die fur die Koordination von
Bewegungen, die Feinabstimmung von motorischen Ablaufen und die Kontrolle
von Gleichgewicht und Haltung verantwortlich ist. Eine wichtige Komponente des

Kleinhirns sind die Kleinhirnkerne, auch bekannt als Nuclei cerebellares.

Kleinhirnkerne liegen in tieferen Schichten innerhalb des Kleinhirnmarks. Diese
Kerne nehmen eine essenzielle Position bei der Verarbeitung und Weiterleitung
von motorischen Informationen ein und tragen zur Feinabstimmung und
Koordination von Bewegungen bei. Es gibt vier Hauptkerne: den Nucleus
dentatus, den Nucleus emboliformis, den Nucleus globosus und den Nucleus
fastigii. Jeder dieser Kerne hat spezifische Positionen, Verbindungen und
Funktionen innerhalb des Kleinhirns (Bahr et al., 2003).

Die Kleinhirnkerne sind integrale Bestandteile des Kleinhirns, die durch ihre
spezifischen Positionen, Verbindungen und Funktionen eine wesentliche Rolle
bei der motorischen Kontrolle und Koordination spielen. Der Nucleus dentatus ist

fur die Planung und Feinabstimmung von Bewegungen verantwortlich, wahrend
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der Nucleus emboliformis und der Nucleus globosus an der Anpassung und
Korrektur von Bewegungen beteiligt sind. Der Nucleus fastigii hat eine
bedeutende Funktion bei der Aufrechterhaltung von Gleichgewicht und Haltung.
Durch die enge Zusammenarbeit dieser Kerne wird eine reibungslose und

koordinierte motorische Funktion gewahrleistet.

1.3.1. Nucleus dentatus

Der groRte und lateralste Kleinhirnkern ist der Nucleus dentatus (Brose et al.,
2024). Er liegt in der lateralen Zone des Kleinhirns und ist gut sichtbar aufgrund

seiner charakteristischen, zahnahnlichen Struktur (Bahr et al., 2003).

Der Nucleus dentatus erhalt Eingange hauptsachlich von der lateralen
Hemisphare des Kleinhirns. Er sendet Ausgange uber den oberen Kleinhirnstiel
(Pedunculus cerebellaris superior) zu verschiedenen Zielen im zentralen
Nervensystem, einschlieRlich des Thalamus und des motorischen Cortex (Bahr
et al., 2003).

Der Nucleus dentatus ist entscheidend fur die Planung, Initiierung und Kontrolle
von feinmotorischen Bewegungen. Er beteiligt sich an der Koordination
komplexer Bewegungsablaufe und spielt eine Rolle bei kognitiven Funktionen
wie dem motorischen Lernen und der zeitlichen Abfolge von Bewegungen (Bahr
et al., 2003).

1.3.2. Nucleus emboliformis

Der Nucleus emboliformis liegt medial vom Nucleus dentatus und lateral vom
Nucleus globosus. Er hat eine langliche Form und befindet sich in der

intermediaren Zone des Kleinhirns (Bahr et al., 2003).

Dieser Kern erhalt Eingange hauptsachlich aus der paravermalen Zone des
Kleinhirns. Er projiziert seine Ausgange ebenfalls Uber den oberen Kleinhirnstiel

zum Thalamus und zu den motorischen Arealen des Gehirns (Bahr et al., 2003).
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Der Nucleus emboliformis ist an der Regulierung und Korrektur von Bewegungen
beteiligt, die wahrend ihrer Ausfliihrung modifiziert werden mussen. Er spielt eine
Rolle bei der Feinabstimmung von Zielbewegungen und der Anpassung von

Bewegungen an sensorische Ruckmeldungen (Bahr et al., 2003).

1.3.3. Nucleus globosus

Der Nucleus globosus liegt medial vom Nucleus emboliformis und ist ebenfalls in
der intermediaren Zone des Kleinhirns angesiedelt. Er besteht haufig aus zwei
kleineren, kugelférmigen Untereinheiten. Er erhdlt Eingédnge aus der
paravermalen Zone des Kleinhirns und sendet seine Ausgange, ahnlich wie der
Nucleus emboliformis, Uber den oberen Kleinhirnstiel zum Thalamus und zu den
motorischen Arealen des Gehirns. Der Nucleus globosus arbeitet eng mit dem
Nucleus emboliformis zusammen und ist ebenfalls in die Feinabstimmung und
Koordination von Bewegungen eingebunden. Beide Kerne zusammen
unterstitzen die Korrektur und Anpassung von Bewegungen basierend auf

sensorischen Eingaben (Bahr et al., 2003).

1.3.4. Nucleus fastigii

Nahe dem Mittellinienbereich in der vermalen Zone des Kleinhirns ist der
medialste Kleinhirnkern der Nucleus fastigii aufzufinden (Brose et al., 2024).
Dieser Kern erhalt Eingange hauptsachlich aus dem Vermis des Kleinhirns und
sendet seine Ausgange Uber den unteren Kleinhirnstiel (Pedunculus cerebellaris
inferior) zu den vestibularen Kernen, dem Hirnstamm und dem Rickenmark. Der
Nucleus fastigii nimmt einen elementaren Platz bei der Kontrolle von
Gleichgewicht und Haltung ein. Er ist stark in die Regulation von axialen und
proximale Muskelbewegungen eingebunden und tragt zur Stabilitat und
Aufrechterhaltung der Kérperhaltung bei (Bahr et al., 2003).
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1.4. Die hochspezialisierten Zellen des Gehirns — Neuron und

Gliazellen

Die Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen, die Verteidigung gegenuber
Fremdkorpern und die Aufrechterhaltung der Nervenfaserarchitektur wird von vier
verschiedenen Zelltypen im Nervensystem ausgefihrt: von den Nervenzellen
und drei verschiedenen Arten von Helferzellen, den sogenannten ,Gliazellen®, die
zwischen den Nervenzellen sitzen und den gesamten Raum auffullen.

Die Nervenzellen sind fur die Informationsverarbeitung im Nervensystem
zustandig. Sie bilden ein neuronales Netzwerk und erzeugen so Nervenimpulse,
verarbeiten und leiten diese Uber ihre Nervenfasern weiter. Uber Kontaktstellen,
den Synapsen werden andere Nervenzellen stimuliert und diverse Impulse zu
einem neuen Impulsmuster verknupft. Fur die einwandfreie Funktion der

Nervenzellen sind jedoch die Gliazellen unentbehrlich (Beck et al., 2018).

1.4.1. Neurone

Die Nervenzellen oder Neurone bilden die Grundlage fur die Architektur des
Nervensystems. Sie sind hermetisch von der Aulienwelt abgeriegelt, umgeben
von Helferzellen und werden von einem sterilen Nahrmedium umspult. Anders
als die meisten Zellen sind sie auch nicht teilungsfahig. lhre einzige und
essenzielle Aufgabe ist es Impulse zu empfangen, zu kombinieren und Impulse
Zu erzeugen.

Im Zentrum des Neurons befindet sich der Zellkdrperbereich, das sogenannte
Soma. Vom Soma gehen viele unterschiedlich lange Auslaufer aus, die Neuriten,
die Kurzeren werden Dendriten genannt und kénnen Impulse empfangen. Das
Axon eines Neurons, der Hauptauslaufer, Gber den auch Impulse entsendet
werden, teilt sich in zahlreiche Verastelungen auf und ermdglicht so die
Kommunikation Gber Synapsen mit anderen Nervenzellen.

Die verschiedenen Neurone werden in vier verschiedene Typen unterteilt je nach
Spezialisierung und Aufgabengebiet. Jedes dieser Neuronentypen besitzt ein

einziges Axon und unterschiedliche Anzahl an Dendriten. Multipolare Neurone
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besitzen mehrere, bipolare nur einen verastelten Dendriten, unipolare hingegen
haben keine Dendriten und nehmen Impulse direkt am Zellkorper oder am Axon
auf.

Uberwiegend kommt das multipolare Neuron vor, welches (iber ihre zahlreichen
Dendriten Impulse von anderen Zellen kombiniert und im Axon zum Erzeugen
eines neuen Impulses vereint. Beispielsweise sind sie als Motoneurone flr die
Steuerung der Muskelzellen zustandig, als Pyramidenzellen fir den Aufbau der
GroB3hirnrinde und als Purkinje-Zellen im Kleinhirn fur das Sammeln von
Impulsen von mehreren Hunderttausend anderen Nervenzellen verantwortlich.
Die Purkinje-Zellen im Kleinhirn sind sehr komplex aufgebaut, denn sie bilden
ein weit verzweigtes Netz aus Dendriten aus und empfangen Impulse von Uber
100.000 anderen Zellen.

Dendriten

7N

s

Axon
/, Axon
/lk -
unipolare Zelle pseudo-unipolare Zelle  bipolare Zelle multipolare Zellen

Abbildung 2: Neuronentypen mit unterscheidlicher Anzahl an Dendriten (In H. Beck, S.
Anastasiadou, C. Meyer zu Reckendorf, Faszinierendes Gehirn, 2.Auflage, Springer-Verlag
GmbH Deutschland 2018)

Im Soma der Zelle befindet sich der Zellkern, die zentrale Steuereinheit der
Nervenzelle, der Nukleus. Dieser muss nicht immer im raumlichen Zentrum der
Zelle auffindbar sein. Im Nukleus selber ist die Erbinformation, unsere DNA

enthalten, welches im Soma vom umgebenden Zellmedium mit einer
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Doppelmembran geschutzt ist, uber den das Ein- und Austreten von Molektlen
kontrolliert wird.

Die DNA besteht aus Genen, den Bauanleitungen fur die Proteinkonstruktion. Die
fur das Ablesen der Gene notwendigen Molekule wiederum werden im Kern des
Nukleus, im Nukleolus hergestellt. Am Axonhtigel, dort wo das Axon das Soma
verlasst befinden sich die Nissel’'schen Schollen, in denen die Proteine fir die
Neurone fabriziert und per Transportmolekule in das Axon befordert werden
(Beck et al., 2018).

1.4.2. Gliazellen

In erster Linie Ubernehmen die Gliazellen die Aufgabe der Halte- und
Stutzfunktion im Nervensystem. Mit Hilfe laufender Forschung werden jedoch

immer mehr neue Funktionen der Gliazellen festgestellt (Beck et al., 2018).

Astroglia
Die sternformige Gliazelle, auch Astroglia genannt ist fir die Nahrstoffversorgung

der angrenzenden Neurone zustandig. Gleichzeitig nimmt diese im Gehirn
zahlenmalig am haufigsten vorkommende Gliazelle auch die Abfallstoffe der
Neurone auf. Darlber hinaus sind sie auch an der Informationsverarbeitung
beteiligt und flir die richtige lonenkonzentration in Umgebung der Neurone
verantwortlich. Im Gegensatz zu den Neuronen kdnnen sie sich vermehren und
sind nicht polarisiert.

Aulerdem bilden die Astroglia mit den Endothelzellen und Pericyten der
BlutgefaRwand die Blut-Hirn-Schranke. Uber diese undurchdringliche Barriere
entscheiden Astroglia, welche Nahrstoffe die Neurone erreichen durfen und
welche nicht (Beck et al., 2018).

Mikroglia
Die Mikroglia sind fur den Schutz der Nervenzellen zustandig, indem sie in das

Nervensystem eindringende Mikroben eruieren und beseitigen. Ansonsten
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sorgen sie daflr, dass die Infrastruktur zwischen den Neuronen intakt bleibt und

entsorgen die Zelltrimmer von abgestorbenen Nervenzellen (Beck et al., 2018).

Oligodendroglia

Fir die elektrische Isolation der Nervenfasern sind die Oligodendroglia
verantwortlich. Sie ummanteln die Neurone und bilden eine isolierende
Schutzhulle, das Myelin (Beck et al., 2018).

1.5. Ziel der Studie

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der quantitativ zellularen
Untersuchung der Kleinhirnkerne von Saugetieren. Hierbei haben wir die
Kleinhirnkerne der Ratte und des Rhesusaffen miteinander verglichen, um

folgende Fragen beantworten zu kdnnen:

1. Kann eine Abhangigkeit der Zelldichte der Kleinhirnkerne von der Hirngrélie
nachgewiesen werden? Welche Skalierungsmodelle erklaren diese
Abhangigkeit am besten?

2. Wie skalieren sich die Dendriten und Axone der Kleinhirnkernneurone?
Folgen diese der Skalierung der Zelldichten?

3. Gibt es Unterschiede zwischen den Kleinhirnkernen (DCN)?

In unserer Arbeit haben wir systematisch und detailliert die vier Kleinhirnkerne
(Nuclei fastigii, emboliformis, globosus und dentatus) untersucht und nach
Unterschieden zwischen diesen Kernen gesucht. Geleitet ist die Arbeit von der
Hypothese, dass der Nucleus dentatus mdglicherweise Unterschiede zu den
anderen Kernen aufweisen und dass diese mit seiner besonderen gefalteten

Morphologie zusammenhangen konnte.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

2.1.1. Versuchstiere

Das Material fur diese Studie bestand aus Gehirnen von zwei erwachsenen (8
und 14 Jahre alt), mannlichen Rhesusaffen (Macaca mulatta) des Max-Planck-
Institutes fur biologische Kybernetik in Tibingen. Die Tiere, die ein Gewicht von
8 und 12 kg hatten, haben nach der Einleitung der Tiefenanasthesie (mit
Barbituraten) zunachst eine Perfusion mit 4%iger Paraformaldehyd (hergestellt
in 0,1 M Phosphatpuffer (PB), pH = 7,4) durch die aufsteigende Aorta bekommen.
Diese Experimente und alle dazugehdrigen Eingriffe wurden in Ubereinstimmung
mit den institutionellen, nationalen und NIH-Richtlinien Uber die Verwendung von
Tieren in der Forschung durchgefihrt. DarlGber hinaus entsprach die Pflege und
Handhabung der Affen den Richtlinien der Europaischen Gemeinschaft (EUVD
86/609 / EWG) und wurde vom Regierungsprasidium genehmigt.

2.1.2. Praparatherstellung

Die Kleinhirne der Affen wurden nach der Entnahme in 4% Paraformaldehyd
nachfixiert (ca. 1-2 Stunden) und in aufsteigenden Konzentrationen von
Saccharose kryokonserviert (10%, 15% und 30% Saccharose in 0.1M
Phosphatpuffer (PB), pH = 7.4). AnschlieRend wurden Kleinhirngewebeblocke
mit der Hirnstamm zugewandten Seite auf ein Gefriermikrotom aufgetragen und
transversale Schnitte hergestellt. Hierbei wurden unterschiedliche Schnittserien
produziert. Fur die Zellzdhlung wurden 60 pm dicke Schnitte gefertigt und auf die
Objekttrager fur die Nissl-Farbung aufgebracht. Im Gegensatz hierzu wurde flr
die immunohistologische Farbung die Schnittdicke etwas reduziert und es
wurden 40-60 pm dicke Praparate (Ratten 60 ym, Rhesusaffen 40-50 pm)
angefertigt.
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2.2. Technik und Instrumentarium fur die Zellzahlung

2.2.1. Aufbau des Mikroskops zur Zellzahlung

Zur Zellzahlung der Kleinhirnkernpraparate wurde ein Mikroskop Typ Axioplan 2
(Carl Zeiss, Jena, Deutschland) (Abb. 3) verwendet. Damit die bestmdgliche
Ausleuchtung des Mikroskopierpraparates erreicht wird, wurde zunachst nach
Einschalten des Mikroskops die Kohlerische Beleuchtung eingestellt. Streulicht
konnte somit vermieden werden und im Praparat wurde nur der gerade sichtbare
Bereich beleuchtet (Linkenheld, 2001).

Abbildung 3: Mikroskop, Typ Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

Fir die Kohlerische Beleuchtung wurde der Kondensor mittels des
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Kondensortriebes in eine Position direkt unter dem Objekttisch gebracht.
Anschlieend haben wir die Beleuchtung eingeschaltet und das, mit dem
Deckglas nach oben aufgelegte Praparat fokussiert. Die Leuchtfeldblende im
Stativful® wurde ganz geschlossen, sodass beim Blick in das Mikroskop ein
unscharfes Bild der Blende sichtbar wurde. Im Falle eines verdunkelten
mikroskopischen Bildes befindet sich das Bild der Leuchtfeldblende aul3erhalb
des Gesichtsfeldes und muss durch die Zentrierschrauben des Kondensors in
das Gesichtsfeld gebracht werden. Die Leuchtfeldblende wurde dann scharf
gestellt, indem der Kondensor so lange in der Hohe verstellt wurde, bis das Bild
der Leuchtfeldblende scharf im Gesichtsfeld erscheint. Hierbei muss man
beachten, dass bei manchen Mikroskopen die Gefahr besteht, dass man den
Kondensor zu weit anhebt und es zu einer Kollision mit dem Objekttrager kommt.
Als nachstes wurde mit den Zentrierschrauben des Kondensortragers das Bild
der Leuchtfeldblende in die Mitte des Gesichtsfeldes gebracht und so zentriert.
Daraufhin wurde die Leuchtfeldblende so weit gedffnet, bis sie gerade aus dem
Gesichtsfeld verschwand (Linkenheld, 2001).

2.2.2. Volumenbestimmung

Far die Volumenbestimmung der Kleinhirnkerne (VDCN) wurde das Prinzip von
Cavalieri angewendet: VDCN = >Pi x aF x T x 1/ssf, wobei ) Pi die Summe der
Punkte pro Abschnitt, aF die Flache zwischen den Punkten, T den Vorschub
innerhalb des Blocks und ssf das Probeentnahmefraktion (Stichprobensegment)
darstellt. Es wurde jede achte horizontale Kleinhirnsektion (endgultiger
Schnittabstand = 320um) zur Auswertung herangezogen und Proben in einem
xy- Abstand von 800um abgetastet. In unserer Studie haben wir insgesamt 605
Proben (361 MAP2, 244 PCP2) fir die Bestimmung der dendritische und axonale
Faserdichten aufgenommen und diese dann auch fur die Volumenbestimmung

benutzt.
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2.3. Datenerhebung und Auswertung

2.3.1. Stereoinvestigator

Zur Erfassung der Zellzahlen wurde das Programm Stereoinvestigator
(MicroBrightfield Inc. Williston, VT, USA) benutzt. Stereoinvestigator ist ein
Programm, welches stereologische Methoden verwendet und die Analyseschritte
automatisiert. Mit Hilfe solcher stereologischen Zahlverfahren kann man Objekte,
wie z.B. in unserer Arbeit Neurone und Gliazellen in einem definierten Bereich,

beispielsweise in den Kleinhirnkernen zahlen.

Die Gesamtzahl N wird mit folgender Gleichung abgeschatzt:

N= 1'SSF x VASF x1/HSF x Q

Die Schnittentnahmefraktion (SSF) stellt das Verhaltnis zwischen den
analysierten Schnitten (beim Rhesusaffen wurden 14 einzelne Schnitte
entnommen) und der Gesamtzahl der Schnitte (hier: 104) dar, die bendtigt
werden, um das gesamte Gewebe abzudecken. Das Verhaltnis zwischen der
Flache des Zahlrahmens und dem Bereich des Abtast-Gitters wird als
Stichprobenfraktion (ASF) definiert. Vierzehn Messstellen sind im Durchschnitt
pro Gewebeschnitt erforderlich. Die Flachengroe des gesamten Gitters
entspricht gleich dem Gewebeschnitt. Die Querschnittsflache des Zahlrahmens
wiederum erzeugt im Durchschnitt 4-6 diskrete Zahlungen pro Rahmen, so dass
insgesamt 400-600 Zahlwerte zu Stande kommen. Das Verhaltnis zwischen der
Hohe des Zahlrahmens und der mittleren Dicke des Gewebes wird als
Probeentnahmebruchhéhe HSF bezeichnet, welches aus den Messungen der
tatsachlichen Dicken der Probeentnahmestellen berechnet wird. Die
Rahmenhdhe sollte etwa 25 um betragen. Q wiederum ist die Gesamtanzahl der
Objekte aus den Zahlerrahmen. Ein wichtiger Aspekt ist, dass die zu zahlenden
Objekte vorher klar definiert sind (Bioscience, 2011). Unsere vorher definierten
Bedingungen bzw. Zahimethoden werden im Folgenden erlautert.
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2.3.2. Definition der Zahleinheiten: Unterscheidung der Neurone und

Gliazellen

Als erstes missen Neurone von Gliazellen unterschieden werden:

Neurone sind spezialisierte Zellen. Sie nehmen Reize auf, verarbeiten
Nervenimpulse und leiten diese weiter (Graf von Westphalen et al., 2024). In ihrer
Morphologie unterscheiden sie sich von den Gliazellen vor allem dadurch, dass
sie viel grolRer sind. Vereinzelt kommen aber auch kleinere Neuronen vor. Sie
besitzen jedoch ein hellgraues Soma und ein Zellkern mit einem einzigen dunklen
Nucleolus (Beck et al., 2018).
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Abbildung 4: Unterscheidung Neuron und Gliazelle

(Erklarung: @ Neuron @ Gliazelle)

Die Gliazellen formen das Stutzgewebe des Nervensystems und sind quantitativ
ersichtlich starker vertreten als die Neuronen (Koenitz et al., 2024). Sie besitzen
einen, meistens jedoch mehrere sehr dunkle Zellkerne von unterschiedlicher

Grofde und um diesen nur ein dinnes helles Zytoplasma (Beck et al., 2018).
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Abbildung 5: Unterscheidung Neuron und Gliazelle

(Erklarung: CD Neuron ® Gliazelle)

Weitere Regeln fiir die Zellzdhlung:

Bei der Zahlung der Zellen mussen wir die Grenzen in den drei Ebenen beachten.
Die Grenzen in der x- und y- Ebene sind durch das Quadrat mit den MalRen x=
50nm definiert. Die Zellen, die mit den grinen Linien des Quadrates in Berlhrung
kamen durften gezahlt werden. Die Zellen, die hingegen das Quadrat unten und

links, d.h. die roten Linien berthrten, wurden in der Zahlung nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 6: Zahlquadrat

In der Z- Ebene, welches die Schnittdicke (Z=25nm) in der gezahlt worden ist

darstellt, ist diese Grenze Uberschritten, wenn das normalerweise erkennbaren

@)
Zahlkreuz durch ein durchgestrichenes Symbol o ersetzt wird.
Die Uberschreitung in der z- Ebene ist auch durch die Unschérfe und Blasse der

Zellen gut ersichtlich.

2.3.3. Ablauf der Zellzahlung mit dem Stereoinvestigator

Voraussetzung fir eine erfolgreiche stereologische Zahlung ist eine gute
Gewebepraparation. Schlechtes experimentelles Arbeiten in diesem Stadium
kann zu Schwierigkeiten flhren und sogar Fehler zum spateren Zeitpunkt
hervorrufen.

Eine Mindestschnittdicke von etwa 25 ym wird empfohlen. Hinzu kommen 5 ym
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als obere und untere Schutzzonen. Jedoch muss man hierbei immer beachten,
dass Hirngewebe dramatisch nach der Fixierung austrocknen und schrumpfen
(50-75%!) kann (Bioscience, 2011). Daher haben wir, wie oben erwahnt eine
Schnittdicke von 60 um ausgewahlt. Anschlie®end wurde ein Abschnitt in einer
bestimmten Abtastfrequenz, ca. 10 Abschnitte pro Gewebeschnitt abgetastet.

Hierbei wurde der erste Abschnitt zufallig ausgewahit.

Stereoinvestigator: Die ersten Schritte

1) Stereoinvestigator Mikroskop (hier: ,Tango®) einschalten
2) Stage- Controller einschalten

3) Einschalten der Kamera

4) PC einschalten

5) Kohlerische Beleuchtung einstellen

6) Stereo Investigator Software 6ffnen

7) Axio Vision Software 6ffnen: Zur Einstellung der Bildscharfe ,Multidimensional

aquision® starten

Im Programm Stereoinvestigator wird zunachst auf ,Probes” gedrickt und dann

der ,Optical fractionator” gedffnet.

Hier:
1. ,Start new Object’ markieren
2. Speichern bzw. aus vorherigen Experimenten aufrufen
3. Name vom Experimentator und vom jeweiligen Tier (hier M_TO0O bzw.
M_B99) eintragen
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Am Axiovision Mikroskop haben wir als erstes das 5-fach Vergréierungsobjektiv
eingestellt und in der Menlileiste auch die 5-fach VergroRerung ausgewahlt. Nun
haben wir mit dem Mauszeiger unseren Interessenbereich eingezeichnet.

Zum Markieren bewegt man den Cursor um die Probe herum und sucht einen
geeigneten Referenzpunkt, den man zu einem spateren Zeitpunkt wieder
umfahren kann. Man klickt mit dem Mauszeiger die, fir den Referenzpunkt
ausgewahlte Stelle an. AnschlieRend wird der gesamte Bereich des Gewebes
markiert, indem die Zahlung durchgefuhrt wird (Bioscience, 2011).

Zunachst wurde der Nucleus fastigii/ Nucleus medialis cerebelli (FN/ MN), als
nachstes die Nucleus emboliformis/ Nucleus interpositus anterior (AIN) und
Nucleus globosus/ Nucleus interpositus posterior (PIN) und zu guter Letzt der
Nucleus dentatus bzw. lateralis (LN) erfasst. Sobald die Kerne markiert worden
sind, betatigt man mit der Maus einen Rechtsklick, driickt auf ,Close contour’ und

speichert ab.

Um das Mikroskop auf eine hdhere Vergroflerung einzustellen, wird ein Tropfen
Mikroskop-Ol auf den Objekttrager aufgebracht. Nun kann man mittels Axiovision
das Objektiv auf die 63-fache VergroRerung umstellen. Daraufhin wird die
Lichtintensitat erhéht und mit dem Focus das Bild scharf gestellt.

Am Bildschirm wird ,measure the section while counting’ gewahlt und auf ,next

step’ gedruckt.
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Abbildung 7: Screenshot, Stereoinvestigator, Hertie-Institut Tiibingen, Februar 2017

Die GroRRe des Zahlrahmens wurde auf x = 50um und fir y = 50um festgelegt.
Das Gitternetz SRS wird dann vom Stereoinvestigator Uber die markierten
Regionen gezogen (Abb. 8).

Um Fehler, die mit der Schnittflache zusammenhangen zu vermeiden sollte der
Wert fur die Entfernung von der Schnittoberseite zum optischen Abtaster etwa
2um sein. Dies ist die sogenannte Guardzone. Die Hohe des optischen Abtastens
sollte etwa 25um betragen. Im Anschluss werden diese Parameter wieder unter
dem Tiernamen M_TO00 (bzw. M_B99) gespeichert.
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Abbildung 8: Gitternetz fiir die Ratte (aus Hamodeh et al. 2014 Abb. 1e)

Die Proben sind entsprechend ihrer Standorte innerhalb der vier DCN beschriftet: medialer Kern
(MN), anterior interponierter Kern (AIN), posterior interponierter Kern (PIN) und lateraler Kern
(LN).

Als nachstes werden die farblichen Markierungen zur Zellzahlung bestimmt. Wir
haben zwei Marker ausgewahlt: den roten Farbmarker fur die Neurone und die
blaue Markierung fir die Gliazellen.

Nun werden aufeinanderfolgend die Zellen in den Kleinhirnkernen ausgewertet.
Auf dem ersten Objekttrager (92- 1) des Affen M_TO0O0 haben wir einen Kern zum
Zahlen abgebildet, den Nucleus fastigii (FN/ MN) (siehe Tabelle 1 Kapitel 3.2
Objekttragernummerierung). Wir haben mit der Auswertung des Nucleus fastigii
begonnen. Zunachst markierten wir den FN und haben dann auf ,click to start
counting’ gedruckt und mit der Zellzahlung innerhalb des Nucleus fastigius
gestartet. Zu Beginn mussten wir jedoch noch die Scharfe/ den Fokus vom
oberen und unteren Rand des Abschnittes definieren. Schlie3lich konnten wir nun
die Zellen innerhalb des erschienenen Quadrates zahlen. Das Quadrat (s. Abb.
6) besteht aus zwei roten und zwei griinen Linien. Die Zellen, die mit den griinen
Linien des Quadrates in Berluhrung kommen werden mitgezahlt, die Zellen, die
die roten Linien berthren hingegen werden nicht mitgezahlt (s. Kapitel 2.3.2
Definition der Zahleinheiten: Unterscheidung der Neurone und Gliazellen).
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Fir das eigentliche Zahlen der Zellen haben wir dann auf den Button Neuron
(Button Nr.1, rot) gedrickt und dann mit der Maus das Neuron ausgewahlt. Das
Gleiche haben wir mit dem Button Gliazellen (Button Nr.2, blau) fur das Markieren
der Gliazellen durchgefiuihrt. Nachdem wir das Zahlen der Zellen im jeweiligen
Quadrat beendet haben, betatigten wir die Taste ,Next’ um mit der Auswertung
des nachsten Quadrates fortzufuhren.

So haben wir die Zahlung und Auswertung der Zellen fur alle Gehirnabschnitte

auf allen Objekttragern durchgefihrt.
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Abbildung 9: Stereoinvestigator Ziahlformel, (MicroBrightField, Williston, VT, USA)
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2.3.4. Laserkonfokale Mikroskopie zur Quantifizierung der Dendriten

und Axone

Die quantitative Analyse der immunhistologisch gefarbten Dendriten und Axone
ist im Detail in der Arbeit von Hamodeh et al. (2014 und 2017) beschrieben. Im
Folgenden folgt eine zusammenfassende Beschreibung.

Die Auswertung und fotografische Dokumentation der Schnitte erfolgte mit einem
konfokalen Laserrastermikroskop (LSM 510, Carl Zeiss, Jena, Germany) unter
Verwendung des Argonlasers mit einer Wellenlange von 488nm. Dabei wurden
Bildstapel erfasst und abgebildet. Um Gewebeartefakte, die durch das
Schneideverfahren an der Schnittflache entstehen zu minimieren wurden die
ersten konfokalen Bilder in einer Entfernung unterhalb der Schnittflache (ca. 3
um) aufgenommen. Des Weiteren kam ein x40 Ol-Objektiv (Plan-Neofluar
x40/1,3 Ol DIC) und ein x63 Ol-Objektiv (Plan-Apochromat x63/1,4 Ol) zum
Einsatz. Die Proben wurden aus jedem der DCN nach einem systematischen
Zufallsprinzip entnommen und mit folgenden Bildaufnahmeparameter
aufgenommen: Lochdurchmesser von 0,6um fir den dendritischen Marker
Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 a,b (MAP2a,b) und 0,7um flr den Marker der
Axone der Purkinje-Zellen (PCP2), z-Stapelintervall zwischen 0,29um und
0,35um, z-Stapel mit durchschnittlich 41 optischen Abschnitten (sd = 11;
mindestens 22), und Voxel xy-Gréfle von 0,15 x 0,15 ym (fir die PCP2-Falle
verwendeten wir 0,093 x 0,093 um) und MatrixgréfRe von 512 x 512 Pixeln.

24. Statistische Methoden

Mit Hilfe von Matlab wurden benutzerdefinierte Skripte und integrierte Routinen
verwendet, um die statistische Analyse durchzufihren. Die univariaten Daten
wurden mithilfe der Boxplot-Funktion visualisiert. Dabei zeigen funf horizontale
Linien die 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile an. Die Kerben reprasentieren die
95%-Vertrauensintervalle fur den Median. Diese grafische Darstellung in Matlab
ermaoglicht eine Ubersichtliche und leicht verstandliche Darstellung der
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Datenverteilung sowie die Identifizierung von Ausreilern und besonderen
Datenpunkten (Shardt et al., 2023).

Die statistische Relevanz innerhalb der Gruppe wurde mittels des Zwei-Wege-
ANOVA-Tests (fur Unterschiede innerhalb der Arten und DCN-Klassifikation)
untersucht. Diese Methode ermoglicht die Untersuchung sowohl der
Haupteffekte als auch der Interaktionen zwischen den beiden Faktoren. Um
signifikante Unterschiede zu Uberprufen, wurden Schatzungen der dendritischen
Lange pro Neuron als Verhaltnisse von zwei gemessenen Parametern
verwendet. Dabei wurden die Konfidenzintervalle verglichen (Donner und Zou
2012). Ahnlich wurden Konfidenzintervalle (Cl) zur Berechnung des Unterschieds

zwischen Faserdistributionswerten berechnet.

Das Konfidenzniveau ergibt sich aus Formel 1:

Formel 1: Konfidenzniveau

* 0.5

MSEi
2nil + ni2 ni2

Mip —Hiz £t —
Mi1 und piz stellen die Mittelwerte im i-ten Bin dar,
ni1 und ni2 stellen die Stichprobengrof3e im i-ten Bin dar,

ni12 stellt die gemeinsame Stichprobengrole dar und

MSE:i stellt den geschatzten Standardfehler dar.

Die gemeinsame Stichprobengré3e nii2 wird mittels folgender Formel berechnet:

Formel 2: Gemeinsame StichprobengroRe
2
1/nil1+1/ni2

Der geschatzte Standardfehler MSE; wird mittels folgender Formel berechnet:
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Formel 3: Geschatzter Standardfehler
sd;1z + sd;z;
2

Desweitern wurden die sonstigen statistischen Unterschiede mit dem Student-t-
Test gepruft. Dieser Test ist besonders nutzlich fur den Vergleich der Mittelwerte
von zwei Gruppen und stellt sicher, dass Unterschiede nicht zufallig, sondern
bedeutsam sind. Die linearen Anpassungen wurden mit der Matlab Robustfit-
Routine durchgefuhrt, die nicht empfindlich gegenuber Ausreil3ern ist und
zuverlassige Schatzungen der Regressionskoeffizienten liefert (Rasch et al.,
2021).

Zur Sicherstellung der Robustheit und Validitdt der Ergebnisse wurden
erganzende statistische Methoden und Kreuzvalidierungen angewendet. Um das
Risiko von Fehlalarmen bei multiplen Tests zu minimieren, wurde beispielsweise
die Bonferroni-Korrektur verwendet. Diese Korrektur ist besonders relevant bei
der Durchfuhrung zahlreicher Paarvergleiche, da sie das Signifikanzniveau

entsprechend anpasst (Kowalski & Enck, 2010).

Die Bootstrap-Methode wurde verwendet, um die Stabilitat der Schatzungen zu
prufen. Durch das Ziehen von Zufallsstichproben mit Zurlcklegen aus den
Originaldaten konnten empirische Verteilungen der statistischen Parameter
generiert werden. Diese Technik erhoht die Zuverlassigkeit der
Konfidenzintervalle und stellt sicher, dass die Ergebnisse nicht durch spezifische

Stichprobenverteilungen verzerrt sind (Reimer, 2009).

Zusatzlich zu Boxplots wurden beispielsweise auch Heatmaps und
Streudiagramme genutzt, um die rdumliche Verteilung und die Beziehungen
zwischen verschiedenen Messgrolien darzustellen. Heatmaps erleichtern die
Identifikation von Mustern und Clustern in den Daten, wahrend Streudiagramme
die Korrelationen zwischen variablen Paaren verdeutlichen (Kraus et al., 2020).
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Die statistischen Ergebnisse wurden ausfuhrlich interpretiert, um deren
Bedeutung und Implikationen fir die zugrunde liegenden biologischen Prozesse
zu erklaren. Dies umfasste die Diskussion von signifikanten Unterschieden in der
dendritischen Lange zwischen verschiedenen Spezies und deren mdgliche
Auswirkungen auf die neuronale Funktion und Konnektivitat. Ebenso wurden die
Ergebnisse der ANOVA-Tests detailliert besprochen, um die Interaktionen

zwischen den untersuchten Faktoren zu beleuchten (Donner & Zou, 2012).

Die Verwendung von Matlab fir die statistische Analyse gewahrleistet eine hohe
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die benutzerdefinierten Skripte und
Routinen wurden sorgfaltig dokumentiert und stehen fur weitere Analysen zur
Verfugung. Dies ermdglicht anderen Forschern, die Analysen nachzuvollziehen

und die Methoden auf eigene Datensatze anzuwenden.

Insgesamt bietet die umfassende statistische Analyse in dieser Studie eine solide
Grundlage fur die Bewertung der dendritischen Morphologie und ihrer
Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies. Durch die Kombination von
verschiedenen statistischen Methoden und Visualisierungstechniken konnten
aussagekraftige und robuste Ergebnisse erzielt werden, die wichtige Einblicke in

die neuronalen Strukturen der Kleinhirnkerne liefern.
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3. Ergebnisse

3.1. DCN-Klassifizierung

Fir die quantitative Analyse der Kleinhirnkerne in der vorliegenden Studie sind
zuverlassige Schatzungen der gesamten Anzahl von Neuronen und die
Verteilung der ZellgréRen innerhalb jeder der tiefen cerebralen Nuclei der
Rhesusaffen erforderlich. Zur Auswertung der tiefen cerebralen Nuclei auf den
verschiedenen Objekttragern wurden diese zunachst in Nuclei fastigii/ Nucleus
medialis cerebelli (MN), Nucleus emboliformis/ Nucleus interpositus anterior
(AIN), Nucleus globusus/ Nucleus interpositus posterior (PIN), Nucleus dentatus/
Nucleus lateralis cerebelli (LN) klassifiziert. Auf der Abbildung 10 kann man ein
Beispiel eines transversalen Kleinhirnschnittes des Rhesusaffen mit der

Klassifizierung der vier DCN erkennen.
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Abbildung 10: Beispiel eines transversalen Kleinhirnschnittes des Rhesusaffen, der zur
Zellzahlung benutzt wurde

Mit der Hilfe der Nissl-Farbung sind die Zellkerne dunkel, die weilRe Substanz hell dargestellt. Am
rechten Rand erkennt man den mediosagittalen Anschnitt mit Teilen der Vermis. Innerhalb der
weillen Substanz kann man die Kleinhirnkerne ersehen: (am rechten Rand beginnend) Nuclei
fastigii/ Nucleus medialis cerebelli (MN), Nucleus emboliformis/ Nucleus interpositus anterior
(AIN), Nucleus globusus/ Nucleus interpositus posterior (PIN), Nucleus dentatus/ Nucleus
lateralis cerebelli (LN); MaRstabsbalken entsprechen 1 mm (Hertie-Institut Tlbingen, Februar
2017)
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3.2. Objekttragernummerierung

Unsere Daten wurden aus Messungen von insgesamt 28 Objekttrager erhoben.
Die Objekttragernummerierungen fur die Nissl-Zahlung (s. Abb. 11) von den

beiden Rhesusaffen sind in Tabelle 1 und 2 aufgefuhrt.

Abbildung 11: Kleinhirnkerne (DCN) in der Nissl-Farbung

(Nuclei fastigii/ Nucleus medialis cerebelli (MN), Nucleus emboliformis/ Nucleus interpositus
anterior (AIN), Nucleus globusus/ Nucleus interpositus posterior (PIN), Nucleus dentatus/
Nucleus lateralis cerebelli (LN)) (Hertie-Institut Tibingen, Februar 2017)
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OT Nr. Nissl- Schnitte Kleinhirnkerne Hirnschnitt
Nummer

92 — 1 107 FN 1

96 -1 99 FN 2

100 — 1 91 FN+AIN+PIN 3

104 —1 83 FN+AIN+PIN+LN 4

108 — 1 75 FN+AIN+PIN+LN 5

112 -1 67 FN+AIN+PIN+LN 6

116 — 1 59 FN+AIN+PIN+LN 7

120 -1 51 FN+AIN+PIN+LN 8

124 —1 43 PIN+LN 9

128 — 1 35 PIN+LN 10

132 -1 27 LN 11

136 — 1 19 LN 12

140 -1 11 LN 13

144 — 1 3 LN 14

Tabelle 1: Objekttrager Nummerierung fiir die Nissl-Zahlung vom T00- Affen

Fir diesen Rhesusaffen waren es insgesamt 14 OT, die zur Zellzédhlug verwendet wurden. Der
FN erstreckt sich tUber 8 Schnitte, der AIN uber 6, der PIN tber 8 und letztlich der LN Gber 11
Schnitte.
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OT Nr. Kleinhirnkerne Hirnschnitt Nummer
13 -1 FN 1
17 -3 FN + PIN 2
21-5 FN+AIN+PIN 3
25-7 FN+AIN+PIN 4
29-9 FN+AIN+PIN 5
33 - 11 FN+AIN+PIN+LN 6
37-13 FN+AIN+PIN+LN 7
41-15 FN+AIN+PIN+LN 8
45 - 17 PIN+LN 9
49 - 19 PIN+LN 10
53 — 21 LN 11
57 - 23 LN 12
61-25 LN 13
65— 27 LN 14

Tabelle 2: Objekttrager Nummerierung fiir die Nissl-Zahlung vom B99-Affen

Fir diesen Rhesusaffen waren es wieder insgesamt 14 OT die wir zur Zellzdhlug verwendet
haben. Der FN erstreckt sich hier auch tiber 8 Schnitte, der AIN Gber 6, der PIN Gber 9 und letztlich
der LN Uber 9 Schnitte.

3.3. Volumenbestimmung

Die Berechnung der Volumina der Kleinhirnkerne (VDCN) haben wir wie auch in
Kapitel 2.2.2 beschrieben mit dem Prinzip von Cavalieri durchgefiihrt: VDCN =
YPi x aF x T x 1/ssf. Die Ergebnisse fur die vier tiefen cerebralen Nuclei der
beiden Rhesusaffen TOO und B99 sind wie folgt in Tabelle 3 aufgefuhrt.
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TOO B99
Volumen (mm?®)  Volumen (mm?)
FN 25 23
AIN 16 16
PIN 14 19
LN 40 36

Tabelle 3: Ergebnisse der Volumenbestimmung der DCN der beiden Affen T0O0 und B99

(mit FN: Nucleus fastigii, AIN: Nucleus interpositus anterior, PIN: Nucleus interpositus posterior,
LN: Nucleus lateralis cerebelli)

Mit Hilfe dieser Schnitte konnten wir ein 3D-Modell der DCN des Rhesusaffen
erstellen (s Abb. 12). Das Volumen der einzelnen Kleinhirnkerne wird in unserer

Arbeit spater fur die Bestimmung der Neuronendichte von Bedeutung sein.
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Abbildung 12: 3D-Modelle der DCN des Rhesusaffen und der Ratte, a) Rhesusaffe (oben
rechts) und b) Ratte (unten links)

(DCN: Nucleus fastigii/ Nuclues medialis cerebelli (gelb), Nucleus emboliformis/ Nucleus
interpositus anterior (rot), Nucleus globusus/ Nucleus interpositus posterior (blau), Nucleus
dentatus/ Nucleus lateralis cerebelli (griin); Mal3stabsbalken entsprechen 2 mm) (Hertie-Institut
Tabingen, Februar 2017)

3.4. Neuronenanzahl

Zur Bestimmung der neuronalen Dichte und Verteilung in den verschiedenen
Kleinhirnkernen wurden die Ergebnisse der Gliazellen- und Neuronenzahlung bei
zwei Rhesusaffen (TOO und B99) ausgewertet. Hierfur wurden unsere Daten zur
Zahlung mit den Gitternetzen und Zahlquadraten vom Stereoinvestigator (Abb.
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13) bearbeitet und die Gesamtanzahl an Neuronen und Gliazellen in den vier
DCN berechnet.

Abbildung 13: Beispiel fiir ein Gitternetz mit Zahlquadraten in einem der DCN

(Nummerierung 1: groBe Neurone (rot), Nummerierung 2: Gliazelle (blau), Nummerierung
3: kleine Neurone (griin))

Die Resultate der Gliazellenzahlung sind in Tabelle 4 dargestellt, wahrend Tabelle

5 die Resultate der Neuronenzahlung zeigt.
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T0O B99
Gesamt- Volumen Dichte Gesamt- Volumen Dichte
anzahl (mm3) (m/mm?3) anzahl (mm3) (m/mm3)
FN 1087601 25 43044 912589 23 39741
AIN 592802 16 36409 574753 16 35807
PIN 650768 14 45072 764901 19 40160
LN 1924815 40 48290 1879946 36 51861

Tabelle 4: Ergebnisse der Gliazellenzahlung bei Affe TO0 und Affe B99

T0O B99
Gesamt- Volumen Dichte Gesamt- Volumen Dichte
anzahl (mm3) (m/mm?3) anzahl (mm3) (m/mm3)
FN 270705 25 10714 179072 23 7798
AIN 144017 16 8845 110151 16 6862
PIN 117126 14 8112 134765 19 7076
LN 375880 40 9430 294761 36 8131

Tabelle 5: Ergebnisse der Neuronenzdhlung bei Affe T00 und Affe B99

Tabelle 6 hingegen aus der Studie "Systematic Analysis of Neuronal Wiring of the
Rodent Deep Cerebellar Nuclei Reveals Differences Reflecting Adaptations at
the Neuronal Circuit and Internuclear Levels" von Hamodeh et al. (2014) liefert
weitere wichtige Daten zur neuronalen Verdrahtung in den DCN von Nagetieren.
Diese Informationen sind fir den Vergleich und die Interpretation unserer

Ergebnisse von Bedeutung.



Ergebnisse 37

Gesamt-
MN AIN PIN LN DCN
DCN Nissl-Volumen pro
DCN- Seite (mm?) 0.99 0.82 0.59 0.80 3.2
DCN MAP- Volumen pro
0.95 0.86 0.47 0.64 2.9

DCN- Seite (mm?)

Neuronenanzahl pro DCN-

. 22,697 | 17,700 | 11,978 | 17,471 69,846
Seite

Neuronendichte (pro mm?®) | 27 007 | 27,365 | 23,881 | 23,137 | 25,347

Gliazellenanzahl pro DCN-

) 66,335 | 41,395 | 37,605 | 52,046 | 197,380
Seite

Gliazellen Dichte (per mm?®) | 75 063 | 75,129 | 69,158 | 68,067 | 71,854

Gliazellen im Verhaltnis zur

2.79 2.75 2.9 2.94 2.83
Neuronenzahl

Gesamt MAP2- Dendriten

(mm) pro DCN- Seite 38,791 | 33,910 | 28,904 | 39,575 | 141,179

MAP2- Dendriten Dichte

(m/mm?) 38.4 45.8 60 62 48

MAP2- Dendriten pro

1.78 1.83 3.05 2.83 2.02
Neuron (mm)

PCP2- Faserdichte (m/mm?®) = 357 337 660 640 427

Tabelle 6: Quantitative Analyse der neuronalen Verdrahtung in den DCN von Nagetieren
(aus Hamodeh et al. 2014 Tabelle 3)

Diese Tabelle 6 zeigt, dass die Dichte und Verteilung von Neuronen und
Gliazellen sowie die dendritische Struktur innerhalb der verschiedenen DCN
nach der statistischen Testung durchaus signifikante Variationen aufzeigen
konnen. Die hoheren dendritischen Dichten und Langen im LN und PIN weisen
auf eine komplexere Verdrahtung hin, die fur die funktionelle Spezialisierung

dieser Kerne von Bedeutung sein kdnnte.



Ergebnisse 38

3.5. Bestimmung der Faserlangendichte

Es erfolgte eine systematische und quantitative Analyse der Axone der Purkinje-
Zellen (PCax) und der Dendriten der Neurone des DCN. Mit Hilfe von
Faserrekonstruktions- und Tracking-Algorithmen (Fouard et al., 2006) (Sultan et
al., 2010) (Hamodeh et al., 2014) auf immunofluoreszenz gefarbtem Material
(Abb. 14, Abb. 15) konnten wir die Faserlangendichte und die Faserdurchmesser

bestimmen.
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LN/dentate

Abbildung 14: Vergleich der DCN der Ratte (oben) und des Rhesusaffen (unten) (aus
Hamodeh 2017 Abb. 1a)

Zusammengesetzte Ubersicht der fluoreszierenden MAP2-Immunhistochemie der Ratte (oben;
koronaler Schnitt) und des Rhesusaffen (unten; horizontaler Schnitt); ebenso sind
Oberflachenrekonstruktionen des DCN (MN gelb; AIN rot; PIN blau und LN/ dentate griin) der
Ratte (oben) und des Rhesusaffen (unten) abgebildet; Mal3stabsbalken entsprechen 1 mm.
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Abbildung 15: Vergleich der DCN der Ratte und des Rhesusaffen (aus Hamodeh 2017 Abb.
1b)

Beispiele fur MAP2- (beide obere Reihen) und PCP2-Farbungen (zwei untere Reihen),
aufgenommen mit dem Laser-Konfokalmikroskop, schwarz-wei} Bilder sind maximale
Intensitatsprojektionen durch einen Stapel von Schnitten, magenta- und griin- gefarbte Bilder
zeigen das Ergebnis der automatischen Faser- und Durchmesserrekonstruktion (in magenta), die
maximale Intensitatsprojektion (in griin); die linken beiden Spalten zeigen Bilder von der Ratte
(und die beiden rechten Spalten vom Rhesusaffen); der MaRstabsbalken fiir die oberen beiden
Reihen betragt 25 ym und fir die unteren beiden Reihen 15 uym.

Zusatzlich wurden die Faserdichteschatzungen im Vergleich zu den
Neuronendichteschatzungen in den verschiedenen DCN analysiert. Dabei zeigte
sich, dass die Klassifizierung der DCN nur geringfiigig zur Erklarung der
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Variabilitdt der Neuronendichte beitragt. Die Speziesklassifikation dahingegen
hat einen groflen Einfluss auf die Erklarung der Variabilitdt (zweifaktorielle
ANOVA mit F-Werten 0,25 vs. 23,4 mit p < 0,0001 vs. p = 0,86 fur die Faktoren
DCN-Klasse vs. Artherkunft). Die geringere Neuronendichte beim Rhesusaffen
entspricht einer regelmalligen Abnahme der Neuronenzahl bei Tieren mit
grélerem Gehirn (Abb. 16, Abb. 17).

x 10*

- Rattus
[IMacaca

Neuron densities per mm3

MN AIN PIN LN
DCN subnuclei

Abbildung 16: Neuronenzdhlung der Ratte (n = 4) und des Rhesusaffen (n = 2) mit der
optischen Fraktionierungsmethode mit hochsignifikanten Dichteunterschieden zwischen den
beiden Arten (aus Hamodeh et al. 2017 Abb. 1c).
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Abbildung 17: Doppelt logarithmisches Diagramm von der Abhéngigkeit der
Kleinhirnneuronendichte vom Gewebevolumen (aus Hamodeh et al. 2017 Abb. 1d)

DCN- Neuronen (rot) zeigen einen Dichteabfall in gréReren Gehirnen, dhnlich dem der mit
Purkinje-Zellen (blau) und im Gegensatz zu den Kornerzellen (schwarz). Die Reihe von
schwarzen Linien haben eine Steigung von -1/3 und sind zum Vergleich dargestellt.

Die Resultate beziglich der Neuronendichte in den verschiedenen DCN
entsprechen den theoretisch erwarteten Skalierungsverhaltnissen in
Abhangigkeit vom Gewebevolumen, das mit dem Exponenten -1/3 angenommen
wird (Braitenberg, 2001). Wir konnten eine Unterscheidung zwischen der
Verdrahtung und der Neuronendichte vornehmen und stellten fest, dass die DCN-
Klassifikation einen groReren Einfluss auf die Variabilitat der dendritischen und
axonalen Verdrahtung hat als auf die Variabilitdt der Neuronendichte (Abb. 18).
Mit einer zweifaktorielle ANOVA konnten wir den Einfluss der DCN-Klassifikation
auf die dendritische Langendichtevariabilitat ersehen (zweifaktorielle ANOVA mit
F-Werten 14,5 vs. 19,9, df=1 vs. df=4 und p<10-5 vs. p<10-11 fir die Faktoren
DCN-Klasse vs. Artherkunft). Auch in der Variabilitdt des PCax konnten wir
dieselbe Auswirkung der DCN- Klassifikation entdecken (Abb. 19), mit ebenfalls
einer zweifaktoriellen ANOVA f-Werte von 57,6 vs. 5,1 und p = 10-37 vs. p <,024
fur die Faktoren DCN-Klasse vs. spezifizierte Herkunft. Eine groRere Bedeutung

hat die hohere Anzahl von Dendriten und die PCax-Langendichte im PIN und im
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LN, dem phylogenetisch neueren DCN auf die Variabilitdt in der DCN-

Verdrahtung (Hamodeh et al., 2014). Im Allgemeinen haben die DCN eine

geringere Faserlangendichte als der cerebrale Cortex (Hamodeh et al., 2014).

__ 160} *

mM

= . .

= .

S~

£ 120} . * * T :
2 T T ' — | :
2 | - I Z
o 80| $

o | I
L

5 [ T * 1
iCJ 40 | L ]
I r

E ol L 1 1 N R 1 |
o ' PIN IN

Dendritic length density within class DCN

Abbildung 18: Quantifizierung der mit MAP2- markierten Dendriten (aus Hamodeh et al.
2017 Abb. 1e)
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Abbildung 19: Quantifizierung der mit PCP2- markierten Fasern der Axone der Purkinje-
Zellen (PCax) zeigt hohere Werte fiir die Axone (aus Hamodeh et al. 2017 Abb. 1f)

Im Gegensatz zu den Neuronendichten hat die DCN-Klassifikation einen zusatzlichen
signifikanten Effekt, der die Variabilitdt der Dendriten sowie die der Pcax in unseren Proben
erklart. Die durchschnittlichen Dendriten- und Pcax- Ladngendichten waren allgemein niedriger in
den phylogenetisch alteren DCNs (d.h. dem MN und dem AIN).

Unsere Ergebnisse zeigen eine geringere dendritische Volumenfraktion in den
DCN im Vergleich zu anderen Hirnregionen. Die durchschnittliche dendritische
Dicke, die wir mit der 3D-QIHC-Methode erhalten haben (0,77 uym), war identisch
mit der Dicke, die durch intrazellulare Farbung ermittelt wurde (0,77 um; (Sultan
et al., 2003).

Diese detaillierte Analyse liefert wichtige Einblicke in die neuronale Struktur und
Verdrahtung der Kleinhirnkerne und hebt die Bedeutung der dendritischen und

axonalen Quantifizierung flr das Verstandnis der cerebellaren Funktion hervor.

Als nachstes werteten wir die dendritische Langendichte aus. Dabei verglichen
wir die durchschnittliche Menge der dendritischen Lange pro intrazellular
gefarbtes Neuron (Sultan et al., 2003) mit dem populationsbasierten Ansatz.

Beim populationsbasierten Ansatz wird die dendritische Dichte durch die
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Neuronendichte geteilt und man erhalt die Dendritenlange pro Neuron. Fur die
Ratte haben wir beim Vergleich der beiden Ansétze eine gute Ubereinstimmung
fur die Menge an LN/ dentatus Dendriten pro Neuron erhalten: 2,83mm fur den
intrazellularen Ansatz und 2,65mm fur den populationsbasierten Ansatz (wie in
(Hamodeh et al., 2014) beschrieben). Beim DCN des Rhesusaffen haben wir eine
groliere Menge an Dendriten pro Neuron (Affe: 4,8 mm) als bei der Ratte (Ratte:
2,1mm) erhalten (Sultan et al., 2003).

Durch die Skalierung der Nageltierdaten um einen Faktor, der aus den einzelnen
DCN-Volumina mit einer Potenz von 1/3 abgeleitet wurde, haben wir die beiden
Spezies miteinander verglichen. Unsere Prognosen fiur MN und PIN liegen
eindeutig innerhalb der Konfidenzintervalle, die fur die Primatenschatzung
erhalten wurden. Beim Primaten LN/ dentatus haben wir eine Prognose von 10
mm dendritischer Lange pro Neuron errechnet und erhielten jedoch ein Ergebnis
um die Halfte von 4,8 mm. Damit ist die tatsachliche dendritischer Lange pro
Neuron um die Halfte geringer ausgefallen als projiziert.

Zur Verifizierung unserer Ergebnisse fuhrten wir einen Vergleich mit einer
anderen Schatzung der dendritischen Baumgréfie durch. Wir untersuchten die
Einflussregion (dROI), die als das Polygon definiert ist, welches als die
Verbindung der entfernten dendritischen distalen Spitzen dargestellt. Hierflr
nahmen wir die Daten, die in einer friheren Studie durch intrazellulares Fullen
von LN/ dentatus Neuronen bei Ratten (Sultan et al., 2003) gewonnen wurde und
verglichen sie mit Golgi-gefarbten Neuronen von Ratten und Rhesusaffen (Chan-
Palay, 1977). Das Ergebnis war, dass die unterschiedlich gefarbten LN/ dentatus
Neurone der Ratte einen ahnlichen dROI-Durchmesser ergaben. Die Vorhersage
fur den Affen basierend auf der Skalierung des LN/ dentatus Volumens ergab
einen Durchmesser von ~850 um. Bei unserer Messung im Vergleich mit den
Daten von Chan-Palay (Chan-Palay, 1977) bekamen wir jedoch ein deutlich
kleineres Ergebnis fur den Durchmesser als erwartet (190um). So fiel auch die
dendritischen Einflussregion kleiner aus und bestatigten die Ergebnisse der
dendritischen Lange pro Neuron. Damit konnten wir schlussfolgern, dass die
Mehrheit der Neuronen im LN/ dentatus der Primaten eine Hyposkalierung mit

zwergartig gruppierten Dendriten aufweisen mussen (Abb. 20).
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Abbildung 20: Vergleich der Durchmesser der Einflussregion (dROI), die fiir
dendritischen Baume der Ratten und des Affen ermittelt wurden (aus Hamodeh et al. 2017
Abb. 1h)

(Rat_intra bezeichnet die dROI-Durchmesser, die aus 3D-rekonstruierten intrazellular gefiillten
Neuronen (n=35) gewonnen wurden; Rat_golgi bezeichnet die Durchmesser, die von Golgi-
gefarbten Neuronen (n=27 fir Ratten; n=54 fiir den Affen) erhalten wurde; Mac_Golgi stellt den
Unterschied zwischen Ratte und Affe dar (Mittelwert von 227 pym im Vergleich zu 196 um, t-Test
p = 0,059); Links ist ein intrazellular gefarbtes Neuron von der Ratte dargestellt. Rechts sind
Neuronen zu sehen, die eine kleine dROI mit gruppierten Dendriten aus dem LN/ dentate des
Affen zeigen. Die Malstabsleiste entspricht 100 um fur das linke und 50 ym fir das rechte
Neuron.)
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4. Diskussion

Insgesamt kdénnen wir Abweichungen in der dendritischen Skalierung der
Neurone im Nucleus lateralis/ dentatus feststellen. Diese Abweichungen zeigen
sich sowohl in der dendritischen Lange pro Neuron als auch in einem kleineren
als erwarteten dendritischen Einflussbereich dieser Neuronen. DaruUber hinaus
haben wir spezifische Veranderungen in der dendritischen
Durchmesserverteilung identifiziert, die auf eine einzigartige strukturelle
Organisation in diesem Bereich des Primatenhirns hinweisen. Die Beobachtung
einer veranderten dendritischen Skalierung deutet darauf hin, dass die LN/
dentatus Neuronen in Primaten moglicherweise spezifische Anpassungen

aufweisen, die es von anderen Arten unterscheidet.

Die Erkenntnisse dieser Studie stehen im Einklang mit friheren Untersuchungen,
die ahnliche strukturelle Unterschiede zwischen Primaten und anderen Tierarten
aufzeigen (Clark et al., 2001; Haug, 1970; Watson et al., 2012). Die spezifischen
Veranderungen in der dendritischen Morphologie legen nahe, dass das
Primatenhirn einzigartige strukturelle Merkmale aufweist, die eng mit den
komplexen und kognitiven Verhaltensfahigkeiten dieser Tiere verbunden sein

konnten.

Diese Erkenntnisse tragen zu einem besseren Verstandnis der funktionellen
Unterschiede in der Hirnstruktur bei Primaten bei und betonen die Notwendigkeit
weiterer Forschung, um die spezifischen Mechanismen und die funktionale
Bedeutung dieser strukturellen Unterschiede vollstandig zu verstehen.

Die Neuronen im Nucleus lateralis/ dentatus des Kleinhirns wurden von Chan-
Palay (Chan-Palay, 1977) eingehend untersucht und mit Golgi-Farbung qualitativ
detailliert beschrieben. Diese Studie lieferte wertvolle Einblicke in die
morphologischen Eigenschaften dieser Neuronen, insbesondere in Bezug auf
ihre dendritischen Verzweigungen und ihre raumliche Organisation innerhalb des
LN/ dentatus.

Spater wurden diese Ergebnisse von Sultan und Kollegen (Sultan et al., 2003)
durch quantitative Analysen mit intrazellularen Farbetechniken weiter verfeinert.
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Dabei wurden nicht nur die morphologischen Merkmale der LN/ dentatus
Neurone genauer untersucht, sondern auch ihre dendritische Architektur und ihre

Verzweigungsmuster quantifiziert.

Besonders bemerkenswert war die Feststellung von Neuronen mit
eingeschrankten und geblndelten Verzweigungen, die als "gehaufte
Verzweigungsbaume" beschrieben wurden. Diese Strukturen konnten auf
spezifische funktionelle Anpassungen der LN/ dentatus Neurone hinweisen, die
moglicherweise mit ihrer Rolle in der Informationsverarbeitung und -integration

im Kleinhirn zusammenhangen.

Die Kombination aus morphologischen Beschreibungen und quantitativen
Analysen liefert ein umfassendes Bild der neuronalen Architektur im LN/ dentatus
und tragt dazu bei, die komplexe Organisation dieser Hirnregion besser zu
verstehen. Diese Erkenntnisse sind von grol3er Bedeutung fir das Verstandnis
der funktionellen Rolle des LN/ dentatus im Kleinhirn und konnten auch wichtige
Implikationen fir neurologische Erkrankungen haben, die mit Veranderungen in

dieser Region verbunden sind (Duch & Ryglewski, 2016).

In Ramon-Moliner, E. und W. J. Nauta (1966) “The isodendritic core of the brain
stem” (Journal of Comparative Neurology 126(3): 311-335) (Ramén-Moliner &

Nauta, 1966) wird darauf hingewiesen, dass die dendritischen Anpassungen in
Form von idiodendritischer Verzweigung eine starkere Kommunikation zwischen
den synaptischen Eingangen ermdglichen, da die Synapsen naher beieinander
liegen (Koch et al., 1983). Diese raumliche Nahe der synaptischen Verbindungen
konnte die Effizienz der neuronalen SignalUibertragung erhdohen und die
synaptische Integration verbessern, was zu einer praziseren Verarbeitung von

Informationen im Kleinhirn fihrt.

Dieses Phanomen der idiodendritischen Verzweigung koénnte auch fur die
bekannten Rebound- Ausbriiche von Neuronen in den tiefen cerebellaren Kernen
(DCN) nach inhibitorischen Inputs von Purkinje-Zellen verantwortlich sein
(Aizenman & Linden, 1999; Llinas & Muhlethaler, 1988). Diese Rebound-Aktivitat,
die als verstarkte neuronale Entladung nach einer vorubergehenden Hemmung

auftritt, konnte durch die raumliche Nahe der synaptischen Verbindungen
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begunstigt werden, was eine schnellere und synchronisierte neuronale Reaktion

ermoglicht.

Die Erkenntnisse aus diesen Studien unterstutzen die Hypothese, dass die
dendritischen Veranderungen in den DCN eine wichtige Rolle bei den
Rechenoperationen im Kleinhirn spielen. Sie kdénnten dazu beitragen, die
gleichbleibende Funktion der Rechenoperationen in den verschiedenen
zerebellaren Subregionen zu erklaren (De Zeeuw et al., 2011), indem sie die
Netzwerkkonnektivitat und die synaptische Effizienz verbessern. Diese Befunde
unterstreichen die Bedeutung der dendritischen Morphologie flr die funktionelle
Organisation des Kleinhirns und bieten Einblicke in die Mechanismen, die der

Informationsverarbeitung in dieser wichtigen Hirnregion zugrunde liegen.

Angesichts unserer Ergebnisse eroffnen sich neue Einblicke in die spezifischen
funktionalen Fahigkeiten des primaten Kleinhirns und des LN/ dentatus. Diese
Erkenntnisse bieten einen wichtigen Ausgangspunkt fir weiterflUhrende
Forschungen zur einzigartigen Morphologie und Rolle dieser Hirnregion bei

Primaten.

Die Identifizierung von dendritischen Anpassungen, synaptischen Dichten und
neuronalen Verzweigungsmustern im LN/ dentatus liefert wertvolle Informationen
darlber, wie diese Region in sensorimotorische und kognitive Prozesse involviert
ist. Diese Einblicke kdnnen dazu beitragen, die Funktionsweise des primaten
Kleinhirns genauer zu verstehen und die spezifischen Mechanismen zu

identifizieren, die seiner Rolle bei der Informationsverarbeitung zugrunde liegen.

Durch diese Erkenntnisse kann das komplexe Zusammenspiel zwischen
Hirnstruktur und Verhalten bei Primaten besser verstanden werden. Die
Untersuchung der neuronalen Architektur und der synaptischen Organisation im
LN/ dentatus ermoglicht es uns, die Grundlagen fir die kognitiven und

motorischen Fahigkeiten von Primaten zu erkennen und zu verstehen.

Diese Forschung kann auch dazu beitragen, die Grundlagen fur die Entwicklung

neuer Ansatze zur Behandlung von neurologischen Erkrankungen zu schaffen,
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die mit Veranderungen im Kleinhirn verbunden sind. Indem wir die spezifischen
Merkmale des primaten Kleinhirns und des LN/ dentatus besser verstehen,
konnen wir moglicherweise innovative Therapien entwickeln, die auf diese
Regionen abzielen, um die Funktionen des Gehirns zu verbessern und

neurologische Erkrankungen zu behandeln.

Insgesamt eroffnen unsere Ergebnisse somit neue Wege fur die Erforschung des
primaten Kleinhirns und des LN/ dentatus und bieten einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis der neuronalen Grundlagen von Verhalten und kognitiven

Funktionen bei Primaten.

Aulerdem ist es wichtig, den Gedanken aufzugreifen, dass eine Zunahme der
Anzahl von Modulen im LN/ dentatus auf eine Zunahme der Anzahl von
parasagittalen Streifen in der Hemisphare hindeuten konnte (Jorntell, 2017).
Diese Vorstellung legt nahe, dass mit einer gréoieren Oberflachenzunahme des
LN/ dentatus in der mediolateralen Achse (Sultan et al., 2010) mehr unabhangige

Module im Kleinhirn Platz finden konnten.

Diese Erkenntnis unterstutzt die Hypothese, dass die Zunahme der Anzahl von
Modulen im Kleinhirn entlang einer der beiden Hauptachsen erfolgt: entweder
entlang der medio- lateralen oder der antero- posterioren Kleinhirnachse. Eine
erhohte Anzahl von Modulen konnte sich in einer erhohten Komplexitat der
neuronalen Verbindungen und damit in einer verbesserten Fahigkeit zur
Integration und Verarbeitung sensorischer und motorischer Signale

manifestieren.

Diese Betrachtungsweise eroffnet neue Perspektiven flr das Verstandnis der
funktionalen Organisation des Kleinhirns und des LN/ dentatus und bietet einen
theoretischen Rahmen, um die Beziehung zwischen der neuronalen Architektur
und der Funktionsweise dieser Hirnregionen zu erforschen. Durch die
Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen, die die Modulbildung im
Kleinhirn steuern, kdnnen wir moglicherweise die evolutionaren Anpassungen
besser verstehen, die zu einer Vielzahl von motorischen und kognitiven

Fahigkeiten bei Primaten gefuhrt haben.
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Insgesamt eroffnet diese Betrachtungsweise neue Madoglichkeiten fur die
Erforschung der strukturellen und funktionellen Eigenschaften des primaten
Kleinhirns und des LN/ dentatus und bietet einen vielversprechenden Ansatz, um
die komplexe Beziehung zwischen Hirnstruktur und Verhalten bei Primaten weiter

zu erforschen.

Mit diesen populationsbasierten Studien (Hamodeh et al., 2014) (Hamodeh et al.,
2017) kénnen wir keine direkten Schlussfolgerungen Uber die unterschiedliche
Zusammensetzung der Neuronenklassen im LN/ dentatus ziehen. Die Analyse
der gesamten neuronalen Population des DCN ist jedoch dennoch von grolRer
Bedeutung, da es schwierig ist, ausreichende Informationen Uber einzelne

Neuronen in Primaten zu erhalten.

Die Komplexitat und Vielfalt der neuronalen Population im DCN machen es
schwierig, einzelne Neuronenklassen zu identifizieren und zu charakterisieren. In
populationsbasierten Studien kdnnen wir jedoch dennoch wichtige Informationen
Uber die allgemeine Organisation und Funktion des DCN sammeln, indem wir die
Gesamtheit der Neuronen analysieren und Trends und Muster auf

Populationsebene identifizieren.

Durch die populationsbasierte Analyse kdnnen wir beispielsweise Trends in der
Neuronendichte, der synaptischen Verbindungen und der morphologischen
Merkmale der Neuronen im DCN erkennen, die uns wichtige Einblicke in die
Funktionsweise dieser Hirnregion geben. Diese Informationen kdnnen wiederum
dazu beitragen, Hypothesen zu generieren und zuklnftige experimentelle
Untersuchungen zu leiten, die spezifischere Fragen zur neuronalen

Zusammensetzung und Funktion des DCN bei Primaten beantworten kénnen.

Insgesamt liefern diese populationsbasierten Studien somit wertvolle
Grundlageninformationen Uber das Kleinhirn und den DCN, die als
Ausgangspunkt fir weiterflihrende Untersuchungen dienen kénnen. Obwohl wir
keine  spezifischen  Schlussfolgerungen  Uber die  unterschiedliche
Zusammensetzung der Neuronenklassen ziehen kdnnen, tragt unsere Analyse
dennoch dazu bei, das Verstandnis der neuronalen Organisation und Funktion

des DCN bei Primaten zu vertiefen.
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Im Gegensatz zu Techniken wie Golgi-Farbung oder intrazellularer Farbung
(Hamodeh et al., 2014), die einen voreingenommenen Ansatz erfordern und
moglicherweise nicht alle Neuronen erfassen konnen, ermdoglicht der
populationsbasierte Ansatz eine umfassende Analyse der gesamten neuronalen
Population. Dadurch konnten wir Veranderungen im dendritischen
Verzweigungsmuster der Neuronen im LN/ dentatus erkennen und wichtige

Einblicke in die Organisation und Funktion dieses Gehirnareals gewinnen.

Durch die populationsbasierte Analyse sind wir in der Lage, eine grof3ere Anzahl
von Neuronen zu erfassen und so eine reprasentativere Stichprobe der
neuronalen Population im DCN zu erhalten. Dies ermdglichte es uns, Muster und
Trends aufzudecken, die mdglicherweise bei einer begrenzten Anzahl von
Einzelneuronen nicht erkennbar gewesen waren. Darlber hinaus konnten wir
durch die quantitative Analyse der gesamten neuronalen Population statistisch
signifikante Unterschiede und Zusammenhange identifizieren, die wichtige

Einblicke in die Funktionsweise des DCN liefern.

Die umfassende Natur dieses populationsbasierten Ansatzes erlaubte es uns,
Veranderungen im dendritischen Verzweigungsmuster der DCN-Neuronen
zuverlassig zu erfassen und zu charakterisieren. Diese Veranderungen kénnten
auf spezifische Anpassungen in der neuronalen Schaltungsebene hinweisen, die
moglicherweise mit funktionellen Veranderungen im Kleinhirn verbunden sind.
Indem wir diese Veranderungen verstehen, konnen wir besser verstehen, wie das
Kleinhirn sensorische und motorische Signale verarbeitet und koordiniert, und
moglicherweise neue Wege zur Behandlung von Erkrankungen entwickeln, die

mit Dysfunktionen im Kleinhirn verbunden sind.

Insgesamt hat der populationsbasierte Ansatz es uns ermdglicht, eine
umfassende Analyse der neuronalen Population im DCN durchzuflihren und
wichtige Einblicke in seine Organisation und Funktion zu gewinnen. Diese
Erkenntnisse tragen dazu bei, unser Verstandnis des Kleinhirns und seiner Rolle
bei der Informationsverarbeitung und Koordination von Bewegungen und

Verhalten zu vertiefen (Paulsen et al., 2023).
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Fasst man die Ergebnisse unserer Studie zusammen, kann man sagen, dass die
Verbindungen zwischen dem Kleinhirn und der Grof3hirnrinde komplexer sind als
bisher angenommen. Denn mit unserer Analyse konnten wir sowohl
vorhersehbare Skalierungen, wie die Abnahme der Neuronendichte und
Zunahme der dendritischen/ axonalen Lange, als auch unvorhersehbare wie
kleinere dendritische Regionen von Interesse (ROIs) und eine gréliere Anzahl
von Modulen im am starksten vergrof3erten dorsalen LN/ dentatus der Primaten
ermitteln (Hamodeh et al., 2014; Sultan et al., 2003). Diese Resultate korrelieren
mit der einzigartigen Anatomie des Primaten LN/ dentatus. Die Abflachung und
Faltung der grauen Materie zu einer zahnformigen Struktur kdnnten aufgrund der
dendritischen Durchmesserverhaltnisse der Neuronen im Primaten LN/ dentatus
entstehen und so mechanische Spannungen reduzieren und es abflachen lassen
(Sultan et al., 2003). Diese Entdeckungen zeigen erstmalig, dass die dendritische
Morphologie der Neuronen im Primaten LN/ dentatus eng mit der spezifischen
Anatomie und Funktion dieser Region verbunden ist. Die speziellen
Verzweigungsmuster von gruppierten Dendritenbaumen im Primaten LN/
dentatus kénnen ebenfalls auch zu einer Abflachung und Faltung der grauen
Materie im dorsalen LN/ dentatum bei Makaken fihren (Sultan et al., 2010). Diese
Ergebnisse liefern einen wichtigen Beitrag, um die Verbindung zwischen
dendritischer Morphologie und anatomischer Struktur und Funktion des Gehirns

zu verstehen.

Des Weiteren unterstitzen unsere Befunde die Hypothese, dass die strengere
Konnektivitat der idiodendritischen Neuronen des DCN dazu fuhren konnte, dass
Regionen mit engmaschigen und weniger engmaschigen Geweben entstehen.
Diese weniger engmaschigen Regionen konnten zu einer Verringerung der
Spannung fuhren, was wiederum zu einer Eindellung und Faltung an diesen
Stellen wahrend des ontogenetischen und phylogenetischen
Volumenwachstums des Kerns fuhren kdnnte. Diese Veranderungen koénnten
zunachst zur Entstehung eines torusartigen oder schalenférmigen Kerns flhren,
wie es tatsachlich beim seitlichen DCN des Rhesusaffen der Fall ist (Paxinos et
al., 2000). Im Gegensatz dazu wurde in der isodendritischen nukledren

Organisation die Konnektivitat im gesamten Kern im Wesentlichen gleich sein



Diskussion 54

und dazu beitragen, eine kugelférmige Struktur zu erhalten. Eine wichtige
Voraussetzung fir dieses Modell ware dann, dass die idiodendritischen
Neuronen bei hoheren Primaten Uberwiegen und dass andererseits die
isodendritischen Neuronen bei Arten mit mehr kugelformigen DCN uUberwiegen.
Leider liegen keine quantitativen Studien dazu vor, und weitere Analysen sind
erforderlich, um dieses Modell des Wachstums des DCN in der Evolution zu

untermauern.

Unsere Untersuchung wirft auch ein Licht auf mogliche Zusammenhange
zwischen der Anzahl von Modulen im LN/ dentatus und der Anzahl von
parasagittalen Streifen in der Hemisphare (Jorntell, 2017). Die grolere
Oberflachenzunahme des LN/ dentatus in der mediolateralen Achse kdnnte mehr
unabhangige Module im Kleinhirn Platz finden lassen (Sultan et al., 2010). Dies
wiederum bekraftigt die These, dass die Zunahme der Anzahl von Modulen
entlang einer der beiden Hauptachsen des Kleinhirns erfolgt: der medio- lateralen

oder der antero- posterioren Kleinhirnachse (Jorntell, 2017).

Zudem verdeutlicht die populationsbasierte Analyse die Vorzige gegenuber
herkdbmmlichen Techniken wie der Golgi-Farbung oder intrazellularer Farbung
(Hamodeh et al., 2014). Wahrend diese Methoden einen voreingenommenen
Ansatz erfordern und mdglicherweise nicht alle Neuronen erfassen koénnen,
erlaubt der populationsbasierte Ansatz eine umfassende Analyse der gesamten
neuronalen Population (Hamodeh et al.,, 2014). Dadurch konnten wir
Veranderungen im dendritischen Verzweigungsmuster der DCN- Neuronen
erkennen und wichtige Einblicke in die Organisation und Funktion dieses

Gehirnareals gewinnen.

Populationsbasierte Analysen bieten im Vergleich zu herkdbmmlichen Techniken
wie der Golgi-Farbung oder der intrazellularen Farbung einige entscheidende
Vorzlge. Zunachst ermdglichen sie eine Skalierbarkeit und einen hohen
Durchsatz, da sie die gleichzeitige Untersuchung vieler Zellen oder Molekule
ermoglichen, ahnlich wie bei Methoden wie der Durchflusszytometrie oder der

Massenspektrometrie. Im Gegensatz dazu sind traditionelle Methoden wie die
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Golgi-Farbung oder die intrazellulare Farbung zeitaufwandig und erfordern viel

manuelle Arbeit.

Ein weiterer wichtiger Vorteil ist die Moglichkeit, quantitative Messungen
durchzufihren. Populationsbasierte Analysen liefern genaue quantitative Daten
uber die Verteilung von Zellen oder Molekulen, wahrend die Ergebnisse bei der

Golgi-Farbung oder der intrazellularen Farbung oft qualitativ und subjektiv sind.

Des Weiteren bieten populationsbasierte Analysen die Moglichkeit,
multiparametrische Informationen zu gewinnen. Methoden wie die
Durchflusszytometrie und die Massenspektrometrie ermoglichen die
gleichzeitige = Messung  mehrerer  Parameter, wie  beispielsweise
Oberflachenmarker, intrazellulare Proteine und den DNA-Gehalt. Im Gegensatz
dazu sind Golgi-Farbung und intrazellulare Farbung normalerweise auf einen

einzigen Aspekt beschrankt.

Ein weiterer Vorteil ist die Automatisierung und Reproduzierbarkeit von
populationsbasierten Analysen. Durch ihre Automatisierung kann die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erhoht werden, wahrend die manuelle
Durchfuhrung der Golgi-Farbung oder der intrazellularen Farbung zu Variabilitat

zwischen verschiedenen Experimenten fihren kann.

Insgesamt bieten populationsbasierte Analysen eine effiziente, quantitative und
multiparametrische Methode zur Untersuchung biologischer Proben. Sie sind
besonders nutzlich, wenn groRe Datensatze oder komplexe Zellpopulationen

analysiert werden mussen.
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5. Zusammenfassung

Umso groRer ein Gehirn ist, desto gréRer sind ihre Elemente oder ihre
Bestandteile nehmen quantitativ zu. Diese Skalierung ist jedoch nicht immer
zutreffend. Im Saugetiergehirn sind verschiedene Netzwerkarchitekturen
nachzuweisen. Im Kleinhirn befinden sich beispielsweise die Axone der
Kornerzellen (die Parallelfasern), die unabhangig von der HirngroRe eine
konstante Lange besitzen. Die Dichte der Kornerzellen bleibt somit trotz
veranderter  Hirngrole  konstant (Schiz et al., 2009). Dieser
Skalierungsunterschied sorgt daflr, dass das Kleinhirn etwa 15% des gesamten
Hirnvolumens einnimmt, jedoch 80% der Neurone des Gehirns enthalt (Azevedo
et al., 2009). Diese Abweichung von den Skalierungsregeln ist nicht nur eine
Besonderheit der Kornerzellen des Kleinhirns, sondern findet sich wieder im
Nucleus dentatus des Kleinhirns, der wichtigsten Verbindungsstruktur zwischen
dem zerebralen und dem zerebellaren Cortex. Wir erhoffen uns mit unserer
Arbeit, wichtige Einblicke in die Netzwerkverknlpfung des Kleinhirns gewinnen
zu konnen und die Grunde fur auRergewohnliche Skalierung zwischen dem
zerebralen und dem zerebellaren Cortex an ihrem verbindenden Knotenpunkt
herauszufinden.

In unserer Studie zeigen die Dichte und die Verteilung von Neuronen und
Gliazellen sowie die dendritische Struktur innerhalb der verschiedenen DCN
nach der statistischen Testung signifikante Variationen auf. Die hdheren
dendritischen Dichten und Langen im LN und PIN weisen auf eine komplexere
Verdrahtung hin, die fur die funktionelle Spezialisierung dieser Kerne von
Bedeutung sein kdnnte.

AuRerdem tragt die Klassifizierung der DCN nur geringfugig zur Erklarung der
Variabilitdt der Neuronendichte bei. Die Speziesklassifikation dahingegen hat
einen groBen Einfluss auf die Erklarung der Variabilitét. Wir konnten
herausfinden, dass die geringere Neuronendichte beim Rhesusaffen einer
regelmaligen Abnahme der Neuronenzahl bei Tieren mit groRerem Gehirn
entspricht. Des Weiteren zeigen unsere Ergebnisse eine geringere dendritische

Volumenfraktion in den DCN im Vergleich zu anderen Hirnregionen.
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Bei der Auswertung der dendritischen Langendichte haben wir flr die Ratte mit
verschiedenen Ansatzen eine gute Ubereinstimmung fir die Menge an LN/
dentatus Dendriten pro Neuron erhalten. Beim DCN des Rhesusaffen haben wir
eine groRere Menge an Dendriten pro Neuron als bei der Ratte aufgrund linearer
Skalierung projetziert und gemessen (Sultan et al., 2003). Unsere Messungen flr
MN und PIN liegen eindeutig innerhalb der Konfidenzintervalle unserer
Schatzung. Beim Primaten LN/ dentatus jedoch ist die tatsachliche dendritische
Lange pro Neuron jedoch um die Halfte geringer ausgefallen als erwartet.

Mit unseren Analysen in dieser Studie konnten wir sowohl vorhersehbare
Skalierungen wie die Abnahme der Neuronendichte und Zunahme der
dendritischen/ axonalen Lange, als auch unvorhersehbare wie kleinere
dendritische Baume im am starksten vergroRerten LN/ dentatus der Primaten
feststellen (Hamodeh et al., 2014; Sultan et al., 2003).

Im Folgenden werden die wichtigsten Resultate dieser Dissertation
wiedergegeben und die Signifikanz der Ergebnisse im Kontext der aktuellen
Forschungslage hervorgehoben. Dabei werden sowohl die methodischen
Ansatze als auch die zentralen Befunde und deren Implikationen flr das

Verstandnis der Funktion und Struktur der Kleinhirnkerne dargestellt.

5.1. Uberblick iiber die Zielsetzung und Methodik

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der quantitativ zellularen
Untersuchung der Kleinhirnkerne von Saugetieren. Hierbei werden verschiedene
Skalierungsmodelle untersucht, um die Abhangigkeit der Zelldichte von der
HirngréRe herauszufinden. Ein zentrales Ziel war es, die dendritische
Morphologie und deren Einfluss auf die Struktur und Funktion der Kleinhirnkerne
bei unterschiedlichen Spezies zu analysieren. Mit einer Kombination aus
populationsbasierten Analysen und traditionellen Farbetechniken wurde eine
umfassende Charakterisierung der neuronalen Strukturen und ihrer funktionalen

Relevanz angestrebt.
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5.2. Hauptbefunde

5.2.1. Unterschiede in der dendritischen Langendichte

Eine populationsbasierte Analyse der dendritischen Langendichte zeigte
signifikante Unterschiede zwischen Primaten und Nagetieren. Insbesondere
wurde festgestellt, dass der Nucleus dentatus des Rhesusaffen eine grollere
dendritische Lange pro Neuron aufweist im Vergleich zur Ratte. Jedoch ist die
dendritische Lange des Rhesusaffen hier weit unterhalb der erwarteten Lange,
basierend auf linearen Skalierungsmodellen. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Entwicklung der dendritischen Strukturen eine wichtige Rolle bei der

funktionellen Spezialisierung der Kleinhirnkerne spielt.

5.2.2. Anatomische und funktionelle Unterschiede der

Kleinhirnkerne

Die detaillierte Untersuchung der vier Hauptkerne - Nucleus dentatus, Nucleus
emboliformis, Nucleus globosus und Nucleus fastigii - verdeutlichte ihre
spezifischen Positionen, Verbindungen und Funktionen. Es wurde gezeigt, dass
jeder dieser Kerne einzigartige Beitrage zur motorischen Kontrolle und
Koordination leistet, wobei der Nucleus dentatus eine herausragende Rolle bei

der Planung und Feinabstimmung von Bewegungen einnimmt.

5.2.3. Einfluss der dendritischen Morphologie auf die Kernstruktur

Die Studie gibt Hinweise, dass die dendritische Morphologie der Neuronen zur
Form der Kleinhirnkerne beitragen kdnnte. Speziell im Primaten LN/ dentatus

wurden besondere Verzweigungsmuster der Dendritenbdume und die daraus
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resultierenden moglichen mechanischen Spannungen identifiziert, die zur

charakteristischen Faltung und Abflachung der grauen Materie fihren kdnnte.

5.3. Implikationen und zukiinftige Forschungsrichtungen

Die Ergebnisse dieser Studie liefern wertvolle Einblicke in die komplexe
Organisation der Kleinhirnkerne und deren entwicklungsbedingte Anpassungen.
Sie bieten weitere Einblicke in die mogliche Bedeutung der dendritischen
Architektur fur die funktionelle Spezialisierung und bieten eine Grundlage fur

weiterfihrende Untersuchungen.

5.3.1. Bedeutung fiir die Neurobiologie

Die Studie zeigte, dass der Nucleus dentatus des Rhesusaffen eine etwas
grolRere dendritische Lange pro Neuron aufweist als bei der Ratte. Diese
VergroRerung bleibt jedoch bei weitem hinter der projektierten VergroRerung
zurick und fihrt zu geblndelten/geclusterten Dendriten Baumen. Diese
,verdichtung“ der Dendriten fihrt zu einem zwergartig Dendritenbaum und
konnte zur héheren Verarbeitungskapazitat und feineren motorischen Steuerung

bei Primaten beitragen.

Die skalierte Vergleichsanalyse der dendritischen Lange pro Neuron hat gezeigt,
dass die Zelldichte in den Kleinhirnkernen zwischen verschiedenen Spezies
signifikant variiert, was auf spezialisierte Anpassungen an unterschiedliche

motorische Anforderungen hinweist.

Die spezifischen Verzweigungsmuster der Dendriten im Primaten LN/ dentatus
wurden mit mechanischen Spannungen und der resultierenden Faltung und
Abflachung der grauen Materie in Verbindung gebracht. Diese morphologischen
Anpassungen sind entscheidend fiur die effiziente Integration sensorischer und

motorischer Signale.
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Die komplexe dendritische Architektur ermoglicht eine erweiterte synaptische
Konnektivitat, die fur die prazise zeitliche und raumliche Steuerung von

Bewegungen notwendig seien kdnnte.

Diese Erkenntnisse konnten zum weiteren Verstandnis der neuronalen
Mechanismen beitragen, die der motorischen Kontrolle zugrunde liegen. Sie
konnten verdeutlichen, wie strukturelle Anpassungen auf neuronaler Ebene die

Funktion und Effizienz des cerebellaren Netzwerks beeinflussen.

Die detaillierte Untersuchung der dendritischen Morphologie und der neuronalen
Netzwerke in den Kleinhirnkernen kann helfen, die pathophysiologischen
Mechanismen von Bewegungsstorungen wie Ataxie besser zu verstehen.
Veranderungen in der dendritischen Struktur oder der synaptischen Konnektivitat
kénnten zur Dysfunktion der cerebellaren Netzwerke beitragen, die bei solchen

Erkrankungen beobachtet wird.

Die Analyse der dendritischen Strukturen im Primaten LN/ dentatus legt nahe,
dass die spezielle dendritische Architektur mechanische Spannungen reduziert
und zur Abflachung und Faltung der grauen Materie beitragt. Diese
morphologischen Anpassungen sind wichtig fur die effiziente Integration und
Verarbeitung von sensorischen und motorischen Informationen. Eine Stérung
dieser Strukturen koénnte die synaptische Konnektivitdt und somit die
Funktionalitat der cerebellaren Netzwerke beeintrachtigen, was zu

Bewegungsstorungen wie Ataxie fuhrt.

Die komplexe Verzweigung der Dendriten ermdglicht eine erweiterte synaptische
Konnektivitat innerhalb der Kleinhirnkerne. Diese Verbindungen sind
entscheidend fur die zeitliche und raumliche Prazision der motorischen
Steuerung. Veranderungen oder Storungen in dieser dendritischen Struktur
konnten zu einer fehlerhaften Signalverarbeitung und somit zu
Bewegungsstorungen beitragen. Die Arbeit zeigt, dass eine reduzierte
dendritische Lange oder abnormale Verzweigungsmuster die synaptische

Effizienz beeintrachtigen kdnnten.

Die Untersuchung der dendritischen Morphologie im Kontext der

entwicklungsbedingten Anpassungen bei verschiedenen Spezies gibt Hinweise,
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wie spezialisierte neuronale Strukturen flr spezifische motorische Anforderungen
entwickelt wurden. Bei neurologischen Erkrankungen, die das Kleinhirn betreffen,
konnten diese spezialisierten Strukturen durch pathologische Prozesse verandert
werden. Ein tiefes Verstandnis dieser Anpassungen ermoglicht es, die
Auswirkungen solcher Veranderungen auf die neuronale Netzwerkfunktion und

somit auf die Motorik zu untersuchen.

Die Nutzung quantitativer und populationsbasierter Methoden zur Untersuchung
der dendritischen Strukturen liefert umfassende Daten Uber die Verteilung und
Konnektivitat von Neuronen. Diese Methoden ermdglichen es, systematische
Veranderungen in der dendritischen Architektur zu erkennen, die mit
Bewegungsstorungen in Verbindung stehen koénnten. Solche detaillierten
Analysen sind notwendig, um die Mechanismen hinter Erkrankungen wie Ataxie

aufzuklaren.

Bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der spinocerebellaren Ataxie (SCA)
sind oft spezifische Neuronenpopulationen in den Kleinhirnkernen betroffen. Ein
besseres Verstandnis der dendritischen Struktur und ihrer funktionellen
Bedeutung kann neue Ansatzpunkte fir therapeutische Interventionen bieten,
indem es ermdglicht, die frihen degenerativen Veranderungen zu erkennen und

gezielt zu behandeln.

Die Untersuchung legt nahe, dass die dendritische Architektur im Primaten LN/
dentatus mechanische Spannungen reduziert und zur strukturellen Integritat der
grauen Materie beitragt. Diese Anpassungen sind entscheidend fur die effiziente
neuronale Funktion. Bei SCA konnten frGhe degenerative Veranderungen in
diesen spezialisierten Strukturen zu einer Dysfunktion der neuronalen Netzwerke
fuhren, was die Symptome der Ataxie erklart. Ein detailliertes Verstandnis dieser
Anpassungen kann helfen, spezifische therapeutische Zielstrukturen zu

identifizieren.

Die Arbeit hebt hervor, dass die dendritische Struktur eine wichtige Rolle bei der
synaptischen Konnektivitat und der Netzwerkeffizienz spielt. Neurodegenerative
Erkrankungen wie SCA sind oft durch den Verlust oder die Dysfunktion von

Synapsen gekennzeichnet. Das Verstandnis der spezifischen dendritischen
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Muster, die fur eine effiziente synaptische Kommunikation erforderlich sind, kann
dazu beitragen, frihe degenerative Veranderungen zu erkennen und gezielte
Behandlungsstrategien zu entwickeln, um die Synapsenfunktion zu erhalten oder

wiederherzustellen.

Die detaillierte Kenntnis der dendritischen Morphologie kann helfen, Biomarker
fur frihe degenerative Veranderungen zu identifizieren. Diese Biomarker kdnnten
verwendet werden, um die Progression der Krankheit zu Uberwachen und die
Wirksamkeit therapeutischer Interventionen zu bewerten. DarlUber hinaus
konnten therapeutische Ansatze entwickelt werden, die darauf abzielen, die
dendritische Struktur und Funktion zu schitzen oder zu regenerieren, um die
Symptome der Ataxie zu lindern oder das Fortschreiten der Krankheit zu

verlangsamen.

Durch die Anwendung quantitativer und populationsbasierter Methoden zur
Untersuchung der dendritischen Strukturen liefert die Arbeit umfassende Daten,
die systematische Veranderungen in der dendritischen Architektur aufzeigen
konnen. Diese detaillierten Analysen sind notwendig, um die spezifischen
neuronalen Populationen zu identifizieren, die bei SCA betroffen sind, und um die
Mechanismen der Degeneration zu verstehen. Dieses Wissen kann direkt in die

Entwicklung gezielter therapeutischer Ansatze einflie3en.

Die Erkenntnisse uber die Anpassungsfahigkeit der dendritischen Strukturen und
ihre Rolle bei der synaptischen Plastizitat kdnnen dazu beitragen, effektive
Rehabilitationsstrategien zu entwickeln. Durch gezieltes Training und Stimulation
konnten die plastischen Eigenschaften der Kleinhirnkerne genutzt werden, um

die funktionelle Erholung nach cerebellaren Lasionen zu fordern.

Die Untersuchung zeigt, dass die dendritische Lange und Struktur in den
Kleinhirnkernen, insbesondere im Nucleus dentatus, variabel und
anpassungsfahig ist. Diese strukturelle Flexibilitat deutet auf eine hohe Kapazitat
fur synaptische Plastizitat hin, was bedeutet, dass die dendritischen Baume in
der Lage sind, sich an veranderte neuronale Aktivitatsmuster anzupassen. Diese

Plastizitat ist entscheidend flr die Fahigkeit des Gehirns, auf Trainingsreize und
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Stimulation zu reagieren, was eine Grundlage fur die Entwicklung von

Rehabilitationsstrategien bietet.

Die Arbeit betont die Bedeutung der dendritischen Struktur fur die synaptische
Konnektivitdat und die Effizienz neuronaler Netzwerke. Veranderungen in der
synaptischen Starke und Zahl sind zentrale Mechanismen der synaptischen
Plastizitat. Durch gezieltes Training und Stimulation konnten diese Mechanismen
aktiviert werden, um die synaptische Konnektivitat zu starken und die funktionelle
Erholung nach cerebellaren Lasionen zu fordern. Die detaillierten Erkenntnisse
Uber die dendritische Morphologie liefern wichtige Hinweise darauf, wie diese

Prozesse gezielt moduliert werden konnen.

Die Erkenntnisse Uber die dendritische Plastizitdat und ihre funktionellen
Auswirkungen bieten eine Grundlage fir die Entwicklung neuer
Rehabilitationsstrategien. Indem gezielte Ubungen und Stimulationstechniken
entwickelt werden, die die dendritische Anpassungsfahigkeit und synaptische
Plastizitat fordern, konnen die funktionellen Erholungsmdglichkeiten von
Patienten mit cerebellaren Lasionen verbessert werden. Diese Ansatze konnten
beispielsweise spezifische motorische Trainingsprogramme oder neuartige
neurostimulationstechniken umfassen, die darauf abzielen, die Plastizitat der

Kleinhirnkerne zu maximieren und die Erholung zu unterstutzen.

Insgesamt zeigen diese Erkenntnisse, dass die strukturellen und funktionellen
Eigenschaften der Kleinhirnkerne eine zentrale Rolle bei der motorischen
Kontrolle und Koordination spielen. Ein tiefgehendes Verstandnis dieser
Mechanismen bietet neue Perspektiven fur die Erforschung und Behandlung von

neurologischen Erkrankungen, die das Kleinhirn betreffen.

5.3.2. Zukiinftige Forschungsfragen

Zuklnftige Studien sollten darauf abzielen, die molekularen Mechanismen zu
erforschen, die die Entwicklung und Anpassung der dendritischen Strukturen

beeinflussen. Daruber hinaus ware eine Erweiterung der vergleichenden
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Analysen auf weitere Spezies und Altersstufen sinnvoll, um die

Entwicklungsdynamik der Kleinhirnkerne noch umfassender zu erfassen.

5.4. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Studie nicht nur zur Klarung der
grundlegenden anatomischen Eigenschaften der Kleinhirnkerne beitragt,
sondern auch wichtige Erkenntnisse Uber die funktionelle Organisation des
Kleinhirns liefert. Die Analyse der neuronalen Dichte, der ZellgroRenverteilung
und der dendritischen Architektur bietet wertvolle Hinweise darauf, wie die
Kleinhirnkerne zur Koordination und Feinabstimmung motorischer und kognitiver
Prozesse beitragen. Zukunftige Forschungen kdnnten sich darauf konzentrieren,
wie diese strukturellen Merkmale bei neurologischen Erkrankungen verandert

sind, was neue Ansatze fur therapeutische Interventionen erméglichen koénnte.

Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass die Kleinhirnkerne nicht nur in ihrer Position
und Struktur, sondern auch in ihrer Funktion hochdifferenziert und spezialisiert
sind. Die populationsbasierten Analysen haben dabei entscheidend dazu
beigetragen, die Komplexitat und Vielfalt der dendritischen Morphologien zu
erfassen und ihre Bedeutung fir die neuronale Funktionalitdt zu beleuchten.
Diese Erkenntnisse stellen einen wichtigen Schritt hin zu einem tiefergehenden
Verstandnis der cerebellaren Neurobiologie dar und eréffnen neue Perspektiven

fur die Erforschung und Behandlung cerebellarer Dysfunktionen.
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