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Abkürzungsverzeichnis  
 

CNP-1 = cycliche Nucleotidphosphatase 1 

DAB = Diamminobenizidin 

DCN = deep cerebellar nuclei (tiefe  Kerne des Cerebellums) 

EGL = external granular layer (stratum granulosum externum, äußere Körnerzellschicht) 

GC = granule cell = Körnerzelle 

GFAP = saures Gliafasernprotein (glial fibrilllary acid protein) 

GFP = grün fluoreszierendes Protein  

Iba-1 = ionisierendes Calcium bindendes Adaptermolekül 1 

IGL = internal granular layer (stratum granulosum internum, innere Körnerzellschicht) 

IN = Interneurone 

MBP = basisches Myelinprotein (myelin basic protein) 

mM = millimolar 

ML = molecular layer(stratum moleculare, Molekularschicht) 

P0, P4, P6, P8, P15, P28 = postnataler Tag 0, 4, 6, 8, 15, 28 (0, 4, 6, 8, 15, 28 Tage alte 

Mäuse) 

P75 NTR = P75-Neurotrophin Rezeptor 

Pax-2 = paired box gene 2 

Pax-2-Zellen = in der Pax2-GFP-Maus (Pfeffer et al., 2002) Pax-2-exprimierende, GFP-

markierte kleine, migrierende Vorläuferzellen inhibitorischer Interneurone des 

Cerebellums; die großen, stationären, ebenfalls Pax-2-GFP-positiven Golgi-Zellen 

werden von mir nicht als Pax-2 Zellen bezeichnet. 

PCL = Purkinje cell layer (Purkinjezellschicht) 
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PH3 = Phosphohiston H 3 

SHH = sonic hedgehoc 

VMS = velum medullare superius 

WM = white matter(weiße Substanz) 
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1. Deutsche Zusammenfassung  
 

1.1 Einleitung 

In der Entwicklung und Differenzierung des zentralen Nervensystems sowie in der 

Erforschung von Neuroplastizität und neuronalen Stammzellen stellt das Kleinhirn eine 

besonders interessante Region dar, da wesentliche Schritte seiner Reifung erst 

postnatal erfolgen. Die inhibitorischen Interneurone (IN) des Kleinhirns sind ein 

besonders interessantes Modell, um Mechanismen der neuronalen Differenzierung zu 

untersuchen. Diese Zellen werden postnatal in der cerebellären weißen Substanz (WM) 

geprägt und können sich unter deren Einfluss sogar umdifferenzieren (Leto et al., 2009; 

Leto et al., 2010). Die Intention meiner Arbeit bestand darin, die als „instruktive Nische“ 

fungierende WM des sich entwickelnden Kleinhirn zu charakterisieren, um so die 

Mechanismen, die zu dieser außergewöhnlichen postnatalen Differenzierung führen, 

tiefer zu ergründen.  

Die Entwicklung des Kleinhirnes geht von einer neuroepithelialen Wulst am kranialen 

Rand des Metencephalons aus. Dabei ist die Rautenlippe (labia rhombencephalica), aus 

welcher alle glutamergen Neurone des Kleinhirns hervorgehen, von der ventrikulären 

Zone (VZ) abzugrenzen, welcher alle GABAergen Neurone, sowohl Purkinje Zellen als 

auch verschiedenste inhibitorische IN, entstammen (Alder et al., 1996; Beckinghausen 

und Sillitoe, 2019). Von allen Zellen des Kleinhirns ist die Entwicklung dieser 

inhibitorischen IN trotz der Erkenntnisse der letzten Jahrzehnte wahrscheinlich die am 

wenigsten ergründete (Carletti und Rossi, 2009; Leto et al., 2016 a; Leto et al., 2016 b; 

Sotelo, 2015). Die Vorläufer der inhibitorischen IN wandern auf ihrem Weg von der 

ventrikulären Zone zu ihren definitiven Positionen durch die sich entwickelnde WM der 

Kleinhirnanlage (Abb. 1). Erst während ihres Transits durch die entstehende WM wird 

der Phänotyp, und damit auch die endgültige Lokalisation der IN in den tiefen 

Kleinhirnkernen (DCN) oder den verschiedenen Schichten des cerebellären Cortex 

festgelegt. Die WM instruiert also die migrierenden Vorläuferzellen durch bisher nicht 

bekannte Mechanismen zur Differenzierung in ihren endgültigen Phänotyp und reguliert 

zudem ihre mitotische Aktivität (Fink et al., 2006; Leto et al., 2016 a; Schilling, 2013; 

Sotelo, 2015; Weisheit et al., 2006).  
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Abb. 1: Migration der IN-Vorläuferzellen IN-Vorläuferzellen, die Pax2 exprimieren und 
deshalb auch als Pax-2-Zellen" bezeichnet werden, migrieren von der VZ aus 
weitgehend tangential in die entstehende cerebelläre WM. Von dort aus migrieren sie 
radial in den Kortex und differenzieren sich je nach Zeitpunkt ihrer Migration zu jeweils 
schichtspezifischen IN. So werden beispielsweise embryonal generierte Pax-2 Zellen zu 
Golgizellen in der IGL. Die WM dient dabei, wie in heterochronischen 
Transplantationsstudien (Leto et al., 2009) beschrieben, als „instruktive Nische“, welche 
die Differenzierung der Pax-2 Zellen auch postnatal umprogrammieren kann. So 
differenzieren sie sich zu IN der tiefen Kerne (DCN), Golgizellen der inneren 
Körnerzellschicht (IGL) oder Korb- und Sternzellen der Molekularschicht (ML). 

Heterochronische Transplantationsstudien von Leto et al. (2009) konnten eindrücklich 

belegen, dass die Differenzierung der IN von deren Migration durch die WM abhängt. 

Sie beobachteten, dass transplantierte Vorläuferzellen sich nicht etwa zu den Zellen 

entwickelten, zu denen sie im Spendertier zum Zeitpunkt der Explantation geworden 

wären, sondern zu denen, zu denen sich auch die eigenen Vorläuferzellen des 

Empfängertieres zum Implantationszeitpunkt entwickelten. 

Während der Migration von der ventrikulären Zone durch diese instruktive Nische teilen 

sich die Vorläuferzellen und beginnen, Pax-2 zu exprimieren (Maricich und Herrup, 

1999; Zhang und Goldman, 1996). Die Expression von Pax-2 beginnt etwa zum 
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Zeitpunkt der letzten Mitose der IN-Vorläuferzellen, die meist perinatal abgeschlossen 

wird, und Pax-2 ist ein spezifischer Marker der unreifen IN-Vorläuferzellen (Miale und 

Sidman, 1961; Weisheit et al., 2006). Diese Pax-2-Vorläuferzellen, im weiteren Pax-2-

Zellen genannt, zeigen eine bislang einzigartige Differenzierungsfähigkeit und -plastizität 

(Leto et al., 2009; Leto et al., 2016 b; Schilling, 2013): Sie bleiben bis in die spät 

postnatale Entwicklungszeit hinein multipotent und können sich je nach Einflüssen der 

instruktiven Nische in verschiedene Zelltypen differenzieren (Leto et al., 2010). 

Pax-2-Zellen können ab dem Embryonaltag 12,5 bis zum Ende der 2. postnatalen 

Woche in der sich entwickelnden WM gefunden werden (Maricich und Herrup, 1999). In 

diesem Zeitraum ist die WM selbst eine sich dynamisch verändernde Umgebung für die 

migrierenden Pax-2-Zellen, denen sie als instruktive Nische dient: Während sich 

afferente Verbindungen (Kletter- und Moosfasern) sowie efferente Axone von Purkinje 

Zellen und aus den tiefen Kernen  formen und reifen, wandelt sich u.a. auch die 

Zusammensetzung und Differenzierung von Mikro- und Makroglia in der entstehenden 

WM (Araujo et al., 2019; Cerrato und Buffo, 2019; Curtis et al., 1988; Perez-Pouchoulen 

et al., 2015; Vela et al., 1995). 

1.1.1 Fragestellung 

Bisher wurden diese kaum erforschten Veränderungen der sich entwickelnden WM noch 

nicht in direkten Zusammenhang mit ihrer Funktion als instruktive Nische für die 

Entwicklung der GABAergen Interneurone gebracht. Daher leitete ich vor dem hier 

skizzierten Hintergrund die Fragestellung ab, wie sich die Zusammensetzung und 

Differenzierung der WM in der frühen postnatalen Periode verändert; dem Zeitraum, in 

welchem diese als instruktive Nische für Pax-2-Zellen dient, und in welchem 

Zusammenhang diese Veränderungen zu der Entwicklung der Pax-2-Zellen stehen. 

Dazu untersuchte ich immunhistochemisch die Kleinhirne von 0, 4, 6, 8, 15 und 28 Tage 

alten (im weiteren P0, P4, P6, P8, P15, P28) sowie adulten Mäusen, welche das Pax-2-

GFP-Fusionsgen exprimierten. Damit soll diese Arbeit durch eine Charakterisierung der 

sich entwickelnden cerebellären WM Grundlagen für die weitere Suche nach Faktoren, 

die zur außergewöhnlichen Differenzierungsfähigkeit cerebellärer IN dienen, liefern.  
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1.2 Material und Methoden 

1.2.1 Versuchstierhaltung, Gewebeaufbereitung und Färbungen 

Die experimentelle Auswertung basiert auf Kleinhirngewebe von C57BL/6 Wildtyp 

Mäusen und transgenen C57BL/6 Mäusen, die ein Pax-2 GFP Fusionsprotein 

exprimieren (BAC Linie 30, siehe Pfeffer et al., 2002; Weisheit et al., 2006).  Die 

Versuchstierhaltung erfolgte nach strenger Befolgung des gültigen Tierschutzrechtes 

und der Richtlinien örtlicher Aufsichtsbehörden (Direktive 2010/63/EU des Europäischen 

Parlaments, Tierversuchsantrag Aktenzeichen 84-02.04.2017.A120). Die 

Genotypisierung der Mäuse führte ich anhand der DNA von Schwanzbiopsien mithilfe 

der Polymerase-Ketten-Reaktion durch.  Details zur Gewebsgewinnung, Aufarbeitung 

und immunzytochemischen Färbung finden sich in der Originalarbeit, auf der die 

vorliegende Dissertation basiert. Hier sei nur kurz erwähnt, dass ich Gehirne von 

Mäusen in unterschiedlichen postnatalen Entwicklungsstadien (vom Tag der Geburt bis 

zur 4. Postnatalwoche sowie von erwachsenen Tieren) in Formalin fixierte, in Paraffin 

einbettete und anschließend 10 µm dicke Sagittalschnitte des Cerebellums anfertigte. 

Zum Nachweis von Astrozyten wurden die Schnitte anschließend mit Antikörpern gegen 

GFAP immungefärbt. Zum Nachweis von Oligodendrocyten nutzte ich Antikörper gegen 

CNP-1 und MBP. Zum Nachweis von Mikroglia nutze ich Iba-1-Antikörper. Mitotische 

Zellen wies ich mit Phosphohiston H 3 nach. Zum Nachweis der Pax-2-Zellen nutze ich 

Pax-2-  und GFP- Antikörper. Als Zielstruktur für sonic-hedgehoc-Signalwege färbte ich 

die Schnitte mit p75-NGF-Rezeptor-Antikörpern gegen. Neben dem Nachweis durch 

Immunofluoreszenz wies ich Antikörper auch mittels des Peroxidasedetektionssystemes 

nach. In jeder Färbereihe führte ich mindestens 2 Negativkontrollen durch, um 

unspezifische Reaktionen auszuschließen. Für jedes verwendete Antigen und jedes 

Alter wertete ich Schnitte von mindestens 3 verschiedenen Tieren und mindestens 4 

Schnitte pro Tier aus. 

1.3.2 Mikroskopie und fotografische Dokumentation 

Mittels eines Axioskopes (Zeiss, Jena, Deutschland), ausgestattet mit einem Plan 

Neofluar x 2,5, NA 0,075, einem Plan Apochromat x 10, NA 0,3 und einem Plan 

Neofluar x 20, NA 0,5, nahm ich Fluoreszenzbilder auf. Dazu nutze ich eine Cool snap 
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Kamera (Visitron systems, Puchheim, Deutschland, Auflösung 1392x1040 Pixel) und die 

Axiovision software (Zeiss, Jena, Deutschland, Release 4.82). Zur Aufnahme der mit der 

Avidin-Biotin-Methode gefärbten Schnitte nutze ich ein Nikon Mikroskop (ECLIPSE Ni, 

Nikon, Tokyo) mit unterschiedlichen Objektiven (10x Objektiv NA 0,25) und 

dazugehöriger Kamera (DS-Fi2, 2560x1920 Pixel), sowie Software (NIS-Elements D). 

Die Bildzusammenstellung führte ich mit Adobe Photoshop durch. Dabei wurden 

lediglich Kontrast und Helligkeit linear angepasst. Weitere Bildmanipulationen wurden 

nicht vorgenommen. 

1.3.3 Semiquantitative Dichteanalyse 

Um bei der Färbung für P75NTR zuverlässig zwischen Immunsignal und unspezifischer 

Hintergrundfärbung zu unterscheiden, unternahm ich eine semiquantitive Dichteanalyse 

mit R. Dabei nutze ich die streng schichtweise Anordnung der Zellen im cerebellären 

Kortex, um die Fluoreszenzintensität in der bekanntermaßen P75NTR+ EGL und der 

sicher P75NTR-  IGL semiquantitativ  zu erfassen. Ich erstellte je Aufnahme mindestens 

500 Linienscans der Kleinhirnrinde der Lobi 4 und 5 und mittelte die Färbungsintensität 

der Pixel entlang dieser Linie, sodass ein Profil der Färbungsintensität je nach Schicht 

und Marker entstand (ein Beispiel ist in Abb. 14 der zugrunde liegenden Publikation 

gezeigt). 

1.4 Ergebnisse 

Die Mehrzahl der im Folgenden gezeigten Bilder ergänzen die Abbildung in der 

Publikation, die dieser Dissertation zugrunde liegt. Wenn Teile von Abbildungen aus der 

Publikation hier zur besseren Darstellung übernommen wurden, ist dies ausdrücklich 

vermerkt. 

1.4.1 Verteilung von Pax-2-positiven Vorläufern inhibitorischen Interneuronen im sich 

entwickelnden Cerebellum  

Während an P0 Pax-2-positive Vorläufer inhibitorischer IN (Pax-2-Zellen) gleichmäßig m 

sich entwickelnden Cerebellum und dem velum medullare superius (VMS) - mit 

Ausnahme der EGL- verteilt waren (Abb. 2 a), konnte ich schon an Tag 4 regionale 

Unterschiede feststellen (Abb. 2 b). Diese verstärkten sich bis Tag 6, an welchem sich 

Pax-2-Zellen insbesondere in der WM befanden. Außerdem fand ich große Pax-2-Zellen 
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in der IGL (Abb. 1 c). Die Zahl der Pax-2-Zellen in der WM nahm danach ab, bis an Tag 

15 nur noch vereinzelte Pax-2-Zellen in der WM zu finden waren (Abb.2 f). Dahingegen 

nahm die Zahl und Dichte von Pax-2-Zellen in in der IGL und in der ML von P6 zu P8 zu 

(Abb. 2 d).  

Abb. 2 Pax-2-Zellen im sich entwickelnden Cerebellum. Pax-2-Zellen sind ab P0 vor 
allem in der WM, aber auch in allen anderen cerebellären Schichten außer der EGL zu 
finden. An P8 und P15 ist ein eindrücklicher Gradient in der Anordnung der Pax-2-Zellen 
in der ML ersichtlich (E, F). Maßbalken = 210 μm für A, 160 μm für B, C und D; 80 μm 
für E und F. Das Teilbild 2 E wurde aus der dieser Arbeit zugrunde liegenden 
Publikation entnommen (dort Abb. 2 D). 

An P8 waren Pax-2-Zellen durch die ganze ML verteilt, wobei ich stark gefärbte Pax-2-

Zellen mit parallel zur Grenze zur EGL ausgerichteten Somata eher in der oberen ML 

fand, während in der inneren ML die Pax-2 Expression geringer war (Abb. 2 e). Dieser 

Effekt wurde an P15 verstärkt (Abb.2 f). Diese Beobachtung lässt sich dadurch erklären, 

dass das mit der Migration der Körnerzellen in die IGL einhergehende Wachstum der 

ML zur zunehmenden Einbettung der Pax-2-Zellen in die ML führt; sodass die Distanz 



14 

 

der Pax-2-Zellen zur EGL zunimmt. Währenddessen differenzieren sich die Pax-2-Zellen 

zunehmend, wobei Pax-2 herunterreguliert wird. Somit finden sich undifferenzierte, 

stärker gefärbte Pax-2-Zellen näher an der EGL als schwächer gefärbte differenziertere 

Zellen, welche Pax-2 herunterreguliert haben und sich weiter innen in der ML befinden 

(Abb. 2 e, f). Eine genaue Beschreibung der von mir erhobenen Daten kann in den 

Abbildungen 1 und 2 meiner Originalpublikation gefunden werden. 

1.4.2 Verteilung und Reifung cerebellärer Oligodendrocyten 

Da CNP-1 von der frühen Entwicklung an bis ins adulte Alter in Oligodendrocyten 

exprimiert wird, nutzte ich CNP-1 zur Erkennung früh reifender Oligodendrocyten und 

deren Vorläuferzellen (Baumann und Pham-Dinh, 2001; Braun et al., 1988; Yu et al., 

1994). Außerdem nutze ich mit MBP ein ebenfalls myelinassoziiertes Protein, welches 

2-3 Tage nach CNP exprimiert wird, um die Verteilung und Reifung von 

Oligodendrocyten im Cerebellum zu untersuchen (Brunner et al., 1989; Reynolds und 

Wilkin, 1988). 

1.4.2.1 Einwanderung und Verteilung von CNP-1 positiven Oligodendrocyten im sich 

entwickelnden Cerebellum 

Während an P0 CNP-1-positive (im Folgenden: CNP-1+) Strukturen nur im Hirnstamm 

und nicht im Cerebellum sichtbar waren, konnte ich an P4 granulär erscheinende, CNP-

1+ Elemente im VMS und rostralen Cerebellum darstellen, welche jedoch unreifer als die 

faserartigen CNP-1+ Strukturen im Hirnstamm imponierten (Abb. 3 a-b). An P6 hatten 

sich CNP-1+ Zellen (im Folgenden vereinfachend CNP-1+ Oligodendrocyten genannt) in 

der gesamten zentralen WM sowie bis in die Spitzen der WM der posterioren und der 

beiden anterioren Lobi und in die DCN verteilt (Abb. 3 c-d). Dahingegen konnte ich 

CNP-1+ Oligodendrocyten in den medialen Lobi überwiegend an deren Basis entdecken 

(Abb. 3 und 4 meiner Originalpublikation). Während CNP-1+ Oligodendrocyten in der 

zentralen WM eher granulär imponierten und keine einzelnen Zellen abgrenzbar waren, 

erschienen CNP-1+ positive Oligodendrocyten in der lobulären WM faserartig und reifer 

(Abb. 3 c). 

An P8 waren CNP-1+ Oligodendrocyten in der gesamten cerebellären WM verteilt (Abb. 

3 e-f) und zeigten größtenteils eine faserartige Morphologie. Einige CNP-1+ Fasern 
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konnten nun auch in der IGL gefunden werden, wo sie sich büschelartig verteilten (Abb. 

3 f). Bis zu Tag 15 nahm die Zahl und Dichte von CNP-1+ Oligodendrocyten weiter zu. 

Nun konnte ich auch CNP-1+ Somata in der IGL finden, und CNP-1+ Fasern 

durchspannten radiär die gesamte IGL bis hin zur Purkinjezellschicht (Purkinje cell layer 

= PCL). CNP-1+ Somata in der äußeren IGL hingegen orientierten ihre Fortsätze parallel 

zur Grenze zwischen IGL und PCL (Abb.3 g-h). Bis ins adulte Alter nahm die Zahl und 

Dichte von CNP-1+ Oligodendrocyten im Cerebellum weiter zu, und ich fand sie in allen 

Schichten außer der ML (Abb. 4 meiner Originalpublikation). 

Abb. 3 CNP-1+ Oligodendrocyten im sich entwickelnden Cerebellum. An P4 liegen 
rundliche CNP-1+ Oligodendrocytenvorläufer im VMS(A) vor, während sie im Hirnstamm 
(B) bereits faserartig erscheinen. Oligodendrocyten verbreiten sich weiter in der WM an 
P6 (C, D) und bis in die IGL an P8 (E,F). An P8 liegen CNP-1+ Oligodendrocyten und 
Pax-2-Zellen in der WM vermischt vor (E). An P15 durchspannen CNP-1+ Oligo-
dendocyten die gesamte IGL bis in die lobulären Spitzen (G) und haben auch Somata in 
die IGL verlagert (H). Maßstabbalken 160 μm für A, C-H und 80 μm für B. Die Teilbilder 
3 A und 3 D wurden aus der dieser Arbeit zugrunde liegenden Publikation entnommen 
(dort Abb. 3 A und C) 
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1.4.2.2 Expression von Myelinbasischemprotein (MBP) im sich entwickelnden 

Cerebellum 

Während an P0 MBP-positive (im Folgenden: MBP+) Strukturen weder im Hirnstamm 

noch im Cerebellum sichtbar waren, konnte ich an P4 vereinzelte, punktförmige MBP+ 

Zellen im VMS beobachten, während im Cerebellum selbst keinerlei MBP+-Strukturen   

zu finden waren (Abb. 4 a). Im Hirnstamm hingegen wies ich an P4 stark MBP-gefärbte 

Strukturen nach (Abb. 4 b). An P6 fand ich viele MBP+, eher rundliche Oligodendrocyten 

im VMS und in der zentralen cerebellären WM sowie deren Übergang in die Lobi (Abb. 4 

c). 

Abb. 4 Verteilung von MBP+ Zellen im sich entwickelnden Cerebellum.  An P4 sind nur 
vereinzelte MBP+ Strukturen im VMS zu finden (A, Pfeile), während im Hirnstamm 
bereits faserartige MBP+ Strukturen vorliegen (B). Über P6 (C, D) verteilen sich MBP+ 
Oligodendrocyten bis P8 (E,F, I) in der gesamten WM und liegen vermischt mit Pax-2 
Zellen vor (I, Detailaufnahme aus Lobus 4). An P15 konnte ich MBP+ Zellen in der 
gesamten proximalen lobulären IGL nachweisen (G), distal jedoch nur in der der inneren 
IGL(H).  Maßstabbalken 80 μm für A, F-I und 160 μm für B-E.  Die Teilbilder 4 F, 4 G, 4 
H und 4 I wurden aus der dieser Arbeit zugrunde liegenden Publikation entnommen 
(dort Abb. 5 F, 6 C, 6 D und 7 D). 

Dahingegen fanden sich in der lobulären WM nur vereinzelte MBP+ Zellen (Abb. 4 d), 

welche faserartig und somit reifer imponierten. Bis P8 hatten sich MBP+ 
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Oligodendrocyten in der gesamten WM und den DCN verteilt (Abb. 4 e). Während ich in 

den posterioren Lobi MBP+ Oligodendrocyten bis in die Spitze der WM und vereinzelt in 

der IGL fand (Abb. 3 f), waren in den anterioren Lobi MBP+ Zellen weder in den Spitzen 

der WM noch in der IGL zu finden (Abb. 4 e). Alle MBP+ Oligodendrocyten an P8 zeigten 

eine faserartige und somit reifere Morphologie. Verglichen mit P8 fanden sich an P15 

deutlich mehr MBP+Oligodendrocyten (Abb. 4 g-h). Auch in der IGL wies ich nun viele 

MBP+ Oligodendrocyten nach, wobei diese im proximalen Bereich der Lobi bis in die 

PCL reichten (Abb. 4 g), sich distal jedoch vor allem auf die innere IGL begrenzten (Abb. 

4 h). Sie zeigten ebenso wie CNP-1+Oligodendrocyten eine büschelartige Verteilung. Bis 

ins adulte Alter nahm die Zahl und Dichte MBP+ Oligodendrocyten in allen cerebellären 

Schichten außer der ML zu. Eine genauere Abbildung meiner Ergebnisse ist in den Abb. 

3-7 meiner Originalpublikation zu finden.   

1.4.2.3 Verteilung von CNP1/MBP+ Oligodendrocyten in Relation zu der von Pax-2-

Zellen  

Vergleiche zwischen der Verteilung von Oligodendrocyten und Pax-2-Zellen habe ich 

detailliert in den Abb.1-7 meiner Originalpublikation dokumentiert. Beispielsweise zeige 

ich dort in Abb. 4 a, dass an P4 Pax-2-Zellen bereits im ganzen Cerebellum verteilt sind, 

während Oligodendrocyten nur im VMS zu finden sind. An P8 hingegen liegen Pax-2-

Zellen und Oligodendrocyten nebeneinander in der WM vor (Abb. 3 e; Abb. 4 e, i der 

Publikation). Insgesamt ließ sich kein systematischer räumlicher Zusammenhang 

zwischen der Verteilung von Oligodendrocyten und Pax 2 Zellen feststellen.  

1.4.3.1 Reifung und Verteilung GFAP positiver Astroglia im Cerebellum  

Im Rahmen der vorliegenden Studie nutzte ich den immunzytochemischen Nachweis 

von GFAP, um differenzierte Astroglia darzustellen. Damit ließ sich auch die Bergmann-

Glia detektieren (Eng, 1985). Während an P0 keine GFAP-positiven (im Folgenden: 

GFAP+) Zellen im Cerebellum zu finden waren, stellte ich an P4 GFAP+ Zellen im VMS 

und angrenzenden Teilen der cerebellären WM sowie in geringerer Dichte in der 

zentralen WM und deren Übergang in die Lobi dar(Abb. 5 a). In der distalen lobulären 

WM waren mit Ausnahme der posterioren Lobi keine GFAP+ Strukturen zu finden. In den 

posterioren Lobi jedoch erkannte ich GFAP+ Zellen bis in die distale WM, IGL und ML 
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(Abb. 5 b). Die WM, IGL und ML der anterioren Lobi sowie die DCN und PCL zeigten 

hingegen keinerlei GFAP+ Strukturen (Abb. 8 meiner Originalpublikation). An P6 fand ich 

GFAP+ Astrocyten in der gesamten WM (Abb. 4 c). In der ML und IGL zeigten sich 

weniger und schwächer gefärbte GFAP+ Zellen und es ließ sich ein klarer 

anterioposteriorer Unterschied feststellen (vergleiche Abb. 8 i und j der zugrunde 

liegenden Originalpublikation). Die DCN waren auch zu diesem Entwicklungszeitpunkt 

weiterhin GFAP-negativ. Bis Tag 8 nahm die Dichte von GFAP+ Astrocyten weiterhin zu, 

und ich konnte GFAP+ Astrocyten in der IGL aller Lobi gut abgrenzen (Abb. 5 e).  Die 

DCN blieben weiterhin GFAP-negativ. 

Abb. 5 GFAP+ Astroglia im sich entwickelnden Cerebellum. Anterioposteriore 
Unterschiede an P4 (A, VMS und anteriore Lobi; B, Lobus 8) sowie an P6 (C). 
Schichtspezifische Orientierung GFAP+ Zellen an P8 (D-F, F zeigt exemplarisch eine 
DAB-Färbung) sowie an P15 (G). Die DCN (Stern in A, C, E) bleiben bis ins adulte Alter 
GFAP-negativ. Maßstabbalken 160 μm für A-C, E, F und 80 μm für D.  Das Teilbild 5 B 
wurde aus der dieser Arbeit zugrunde liegenden Publikation entnommen (dort Abb. 8 B) 

Ich konnte zeigen, dass an P8 GFAP+ Zellfortsätze bereits in der schichtspezifischen 

(Ramon y Cajal ,1909, Seite 69ff) Orientierung adulter Glia vorlagen: Parallel zur PCL 

orientiert in der WM, sternförmig in der IGL und senkrecht zur PCL orientierte Fortsätze 

der Bergmann-Glia in der ML und EGL (Abb. 5 d-e). Insbesondere in den mit DAB 

gefärbten Schnitten (Abb. 5 e) zeigte ich, dass die Bergmanngliafortsätze in der ML 
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etwas geschlängelter verliefen als in der EGL (vergleiche auch Abb. 8 und 9 meiner 

Originalpublikation). Über P15 und P28 bis ins adulte Alter nahm die Dichte der GFAP+ 

Astroglia in allen cerebellären Schichten außer den DCN weiter zu, letztere waren bis 

ins adulte Alter GFAP-negativ  (Abb. 5 g). 

1.4.3.2 Vergleich der Verteilungen von GFAP+ Astrocyten und von Pax-2-Zellen  

Anhand der Abbildungen 1, 2, 8 und 9 meiner Originalpublikation analysierte ich die 

Beziehung von GFAP+ Astrocyten und Pax-2-Zellen. Früh, vor P4 emigrierende Pax-2-

Zellen (Abb. 5 a) besiedeln den cerebellären Kortex, ohne in Kontakt mit GFAP+ 

Astrocyten zu kommen. Dahingegen müssen die Pax-2-Zellen, die ab P4 in den Kortex 

emigrieren, durch eine WM wandern, welche bereits dicht mit Astroglia besiedelt ist 

(Abb. 5 c, d, g).  

1.4.4.1 Reifung und Verteilung von Mikrogliazellen im sich entwickelnden Cerebellum  

Ich nutzte Iba-1 als Marker, um Mikroglia im sich entwickelnden Cerebellum 

nachzuweisen (Ahmed et al., 2007). An P0 befanden sich runde bis polymorphe Iba-1 

positive (im Folgenden: Iba1+) Mikroglia, die nur wenige Fortsätze zeigten, in der 

gesamten cerebellären WM, insbesondere in deren zentralen Anteilen (vergleiche Abb. 

10 a der zugrunde liegenden Originalpublikation). Außerdem beobachtete ich, dass Iba+ 

Zellen mit Blutgefäßen und den Meningen assoziiert schienen (vergleiche Abb. 10 b der 

zugrunde liegenden Publikation). An P4 erschienen die Iba-1+ Mikroglia, die noch 

deutlicher als an P0 nur in der WM und vereinzelt in der unteren IGL zu finden waren, 

als runde Zellen mit kurzen, stärker als an P0 aufgezweigten Zellfortsätzen. Innerhalb 

der WM formten sie ein Netz um die DCN bis hoch in die Spitzen der lobulären WM 

(vergleiche Abb. 10 c der zugrunde liegenden Originalpublikation). Bis P6 nahm die Zahl 

der Iba-1+ Mikroglia im Cerebellum weiter zu und ich fand sie nun auch außerhalb der 

WM in geringerer Dichte in der IGL und PCL (vergleiche Abb. 10 der zugrunde 

liegenden Originalpublikation). Dabei beobachtete ich regionale Unterschiede in der 

Morphologie der Mikroglia insbesondere in den anterioren Lobi: Die kortikalen Mikroglia 

sowie diejenigen in der Spitze der lobulären WM erschienen rundlich, während Mikroglia 

in der zentralen und proximalen lobulären WM dünner und langgestreckter imponierten 

(Abb.10 e, f der zugrunde liegenden Originalpublikation). An P8 war dieser Unterschied 
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innerhalb der lobulären WM noch deutlicher ausgeprägt, sodass die Kombination von 

Ansammlungen großer, runder Iba-1+ Zellen in der Spitze der lobulären WM und dünner, 

langgestreckter Mikroglia in der restlichen lobulären WM den Eindruck eines 

Blumenstraußes erweckten (vergleiche Abb. 11 b der zugrunde liegenden Original-

publikation). Außerdem konnte ich an P8 Mikroglia nun auch in der ML und den DCN 

und somit in allen Bereichen des Cerebellums außer der EGL nachweisen (Abb. 11 a 

der zugrunde liegenden Originalpublikation). Zwischen P8 und P15 nahm die Dichte der 

Iba-1+ Mikroglia stark ab, sodass sie überwiegend nur noch in der WM zu finden waren. 

Alle Mikroglia erschienen dünn und länglich mit vielen Fortsätzen (Abb. 11 meiner 

Originalpublikation). Über P28 bis ins adulte Alter konnte ich eine weitere Abnahme der 

Dichte der Mikroglia im Cerebellum beobachten, sodass ich im adulten Cerebellum nur 

noch vereinzelt Iba-1 positive Mikroglia fand, die sternförmig erschienen (vergleiche 

Abb. 11 e der zugrunde liegenden Originalpublikation). 

1.4.4.2 Vergleich der Verteilung von Iba-1+ Mikroglia und von Pax-2-Zellen 

Vergleiche zwischen der Verteilung von Mikroglia und Pax-2-Zellen sind in den Abb. 1, 

2, 7, 10 und 11 der dieser Arbeit zugrunde liegenden Publikation dargestellt. Wie ich 

beispielsweise in Abb. 6 c, d und e zeige, war zu keinem Zeitpunkt eine direkte 

räumliche Beziehung zwischen Mikroglia und Pax-2-Zellen zu beobachten. 

1.4.5.1 Verteilung mitotischer Zellen im reifenden Cerebellum 

Da die Phosphorylierung von Histon H 3 mit der mitotischen Chromatinkondensation 

korreliert, nutzte ich Phosphohiston H 3 (im Folgenden: PH3) als Marker für mitotische 

Zellen im sich entwickelnden Cerebellum (Hendzel et al., 1997).  

Während an P0 PH3-positive (im Folgenden: PH3+) Zellen im gesamten Cerebellum 

einschließlich der WM und des VMS zu finden waren (Abb. 7 a), konnte ich schon an P4 

regionale Unterschiede feststellen. So war die Dichte mitotischer Zellen in der EGL und 

der WM höher als in der IGL und den DCN (Abb. 7 c). An P6 war dieser Unterschied 

noch deutlicher zu erkennen, sodass ich die meisten mitotisch aktiven Zellen in der EGL 

fand. Sowohl in der lobulären als auch der zentralen WM sah ich PH3+ Zellen in 

geringerer Dichte (Abb. 7 d). Bis zu P8 nahm die Anzahl mitotischer Zellen stark ab, 

sodass ich nur noch wenige PH3+ Zellen in der EGL und vereinzelt in der WM detektierte 
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(Abb. 7 e). An P15 waren kaum noch mitotisch aktive Zellen im Cerebellum zu 

entdecken, und in P28 und adulten Cerebella ließen sich keine PH3+ Zellen nachweisen 

(nicht als Fotodokumentation gezeigt). 

Abb. 7 PH3+ mitotische Zellen im sich entwickelnden Cerebellum. Bis auf eine 
einzige Ausnahme (B) sind Pax-2-Zellen PH3-negativ und postmitotisch. Keine 
besondere Anordnung von Pax-2 und PH3+ Zellen ist ersichtlich. Maßbalken=210 μm für 
A, 160 μm für C und D, und 80 μm für B und E.  Das Teilbild 7 B wurde aus der dieser 
Arbeit zugrunde liegenden Publikation entnommen (dort Abb. 12 C) 

1.4.5.2 Vergleich der Verteilung mitotisch aktiver und der von Pax-2-Zellen  

Bis auf eine einzige Ausnahme (Abb. 7 b) zeigte sich keine Doppelfärbungen für Pax-2 

und PH3. Wie aus den Abb. 2 und 7 ersichtlich ist, besteht kein offensichtlicher 

räumlicher Zusammenhang zwischen Pax-2 und mitotischen Zellen. Eine genauere 

Beschreibung meiner Beobachtungen findet sich in der dieser Arbeit zugrunde 

liegenden Originalpublikation. 

1.4.6.1 Expression des Neurotrophinrezeptors P75NTR im sich entwickelnden 

Cerebellum 

Wie von Kuchler et al. (2011) gezeigt, stimuliert sonic hedgehoc (im Folgenden: shh) die 

Expression von P75NTR. Shh reguliert die Proliferation von Körnerzellen (Wechsler-Reya 

und Scott, 1999) und könnte auch auf Pax-2-Zellen in der WM wirken. Daher nutzte ich 

P75NTR als readout für shh, um mögliche shh-Signaltransduktionswege im reifenden 

Cerebellum und insbesondere bei Pax-2-Zellen zu untersuchen. 

An P0 wies ich P75NTR-Färbung nur in der EGL nach, während in der WM außer einigen 

blutgefäßassoziierten, runden Strukturen keinerlei P75NTR Färbung zu sehen war. In der 

EGL stellten sich die P75NTR-positiven (im Folgenden: P75NTR+) Strukturen netzartig um 
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die immunonegativen Somata dar (Abb. 8 a). An P4 stellte ich eine stärkere Färbung der 

EGL fest. Zudem fanden sich nun P75NTR+ Purkinje Zellen und P75NTR+ Zellen in den 

DCN, während  die WM weiterhin P75NTR negativ war (Abb. 8 b). Bis zu P6 nahm die 

P75NTR Färbung in der EGL, PCL und in den DCN weiter zu, während die WM erneut 

P75NTR-negativ blieb (Abb. 8 c). Auch an P8 war kein P75NTR Signal in der WM zu 

erkennen, und die EGL erschien schwächer gefärbt (Abb. 8 d). Ich wies jedoch stark 

P75NTR+ Purkinjezellen nach, wobei diese in den medialen Lobi stärker gefärbt 

erschienen als jene in den anterioren und posterioren Lobi (vergleiche Abb. 13 meiner 

Originalpublikation). An P15 ließ sich eine P75NTR Färbung nur noch in den 

Purkinjezellen der medialen Lobi erkennen, wo die Grenze zwischen P75NTR-positiven 

und -negativen Bereichen sehr scharf erschien (Abb. 8 e). In Schnitten von Cerebella 

von 28 Tage alten und adulten Tieren waren keinerlei P75NTR+ Strukturen mehr zu 

erkennen.  

Abb. 8 Expression von P75NTR im sich entwickelnden Cerebellum. Während an P0 in der 
WM nur die EGL blutgefäßassoziierte Strukturen P75NTR+ sind( A, Pfeil), wird P75NTR ab 
P4 auch in den DCN und Purkinjezellen exprimiert. Ab P6 wird weniger P75NTR 
exprimiert, bis an P15 nur noch die Purkinjezellen der medialen Lobi P75NTR+ sind. 
Maßstabbalken: 80 μm für A, C-E und 160 μm für B. Die Teilbilder 8 A und 8 E wurden 
aus der dieser Arbeit zugrunde liegenden Publikation entnommen (dort Abb. 13 A und 
G) 

Ein Problem bei der Färbung für P75NTR und deren Auswertung war, zuverlässig 

zwischen Signal und unspezifischer Hintergrundfärbung zu unterscheiden. Um hier eine 

Orientierung zu erhalten, nutzte ich die streng schichtweise Anordnung der Zellen der 

Kleinhirnrinde um die Fluoreszenzintensität in der bekanntermaßen P75NTR+ EGL und 

der sicher P75NTR-  IGL semiquantitativ zu erfassen. (siehe Abb. 14 der zugrunde 

liegenden Publikation). Mit diesem Ansatz konnte ich bestätigen, dass P75NTR nur in 
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Purkinjezellen und in der EGL exprimiert wird. Ich konnte nachweisen, dass es keine 

P75NTR+ Strukturen weder in der IGL und in der WM noch in von Pax-2-Zellen 

besiedelten Arealen gibt (vergleiche Abb. 14 der zugrunde liegenden Publikation). 

1.4.6. Vergleich der Expression von P75NTR und Pax 2 

Wie ich anhand der Abb. 8 zeige, konnte ich keine Doppelfärbung für P75NTR und Pax-2 

nachweisen. Zudem sah ich keine P75NTR+ Strukturen in der WM, die mit Pax-2- Zellen 

assoziiert erschienen. 

 

1.5 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich anhand des immunhistochemischen 

Nachweises ausgewählter Marker die Verteilung und Reifung von Makro- und 

Mikrogliazellen in der weißen Substanz des sich entwickelnden Kleinhirns. Ich 

analysierte auch die Verteilung PH3-markierter mitotischer Zellen sowie das 

Expressionsmuster von P75NTR. Diese Daten verglich ich mit der Verteilung Pax-2+-IN-

Vorläuferzellen, welche im untersuchten Zeitraum durch die weiße Substanz wandern 

und deren Differenzierung dabei determiniert wird. Meine Ergebnisse zeigen, dass Pax-

2-Zellen abhängig vom Zeitpunkt ihrer Migration durch die sich entwickelnde WM mit 

einer sich dynamisch verändernden Umgebung konfrontiert werden. 

Die von mir beobachtete zeitliche und räumliche Entwicklung der Verteilung und 

Morphologie von Pax-2-Zellen stimmt mit den Beschreibungen in früheren Arbeiten 

überein und bestätigen, dass Pax-2 ein zuverlässiger Marker zur Untersuchung der 

Entwicklung von inhibitorischen IN im Cerebellum ist (Maricich und Herrup, 1999; 

Weisheit et al., 2006). Ein bisher nicht beschriebener Befund ist meine Beobachtung, 

dass Pax-2 auch in den cerebellären Meningen exprimiert wird. Möglicherweise handelt 

es sich hierbei um endotheliale Zellen der meningealen Gefäße, da für ebendiese Zellen 

eine Pax-2-Expression beschrieben wurde (Ghazanfari und Stewart, 2001). 

Während CNP-1 den frühesten myelinassoziierten Marker darstellt, ist MBP erst 

unmittelbar vor Beginn der Bildung der Myelinhüllen nachweisbar und zeigt die finale 

Differenzierung von Oligodendrocyten an (Baumann und Pham-Dinh, 2001; Braun et al., 
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1988; Brunner et al., 1989). Ich konnte beobachten, dass früh emigrierende Pax-2-

Zellen den cerebellären Kortex vor der Ankunft von Oligodendrocyten im Cerebellum 

erreichen. Diese wandern an P4 über das VMS ein und verteilen sich von dort aus im 

Cerebellum (Abb. 2-4, vergleiche auch Reynolds und Wilkin, 1988). Dementsprechend 

sind früh emigrierende Pax-2-Zellen im Gegensatz zu den ab P4/P6 durch die WM 

migrierenden Pax-2-Zellen nicht dem Einfluss von Oligodendrocyten ausgesetzt. Zudem 

konnte ich anhand morphologischer Veränderungen sowie der Expression von MBP 

darstellen, dass sich Oligodendrocyten zwischen P6 und P8 in der gesamten 

cerebellären WM verteilen und reifen (Abb. 3, 4). Dementsprechend sind zwischen P4 

und P8 emigrierende Pax-2-Zellen eher unreiferen Oligodendrocyten ausgesetzt, 

während nach P8 emigrierende Pax-2-Zellen den Einflüssen reiferer Oligodendrocyten 

unterliegen. 

Kapfhammer und Schwab (1994) zeigten, dass Oligodendrocyten das Axonwachstum 

inhibieren. Dies führte zu der Frage, ob Oligodendrocyten mit Beginn der Myelinisierung 

Pax-2-Zellen aus der WM verdrängten. Meine hier vorgelegten Befunde der über einen 

längeren Abschnitt der Entwicklung gleichzeitigen Präsenz von Oligodendrocyten und 

Pax-2-Zellen in der WM (Abb. 3 e; 4 e) zeigen aber klar, dass Oligodendrocyten die 

Migration und Präsenz von Pax-2-Zellen in der WM nicht inhibieren.  Im Gegenteil 

implizieren meine Ergebnisse in Zusammenschau mit Mathis et al. (2003), dass 

Oligodendrocyten die prämature Emigration von Pax-2-Zellen in den Kortex sowie eine 

vorzeitige Differenzierung der Pax-2-Zellen in der WM verhindern.  

Die Astrogliapopulation des Cerebellums stammt sowohl von radialen Gliazellen ab, die 

bei der Maus um E14 von der VZ ins Cerebellum emigrieren, als auch von bipotenten 

Vorläuferzellen in der WM (Parmigiani et al., 2015; Yamada und Watanabe, 2002; 

Yuasa, 1996). Während die radialen Gliazellen bereits an E15 ihre Ausläufer durchs 

Cerebellum schicken und ihre Somata um P2 in der PCL anlangen, migriert eine zweite 

Welle von Astroglia aus der VZ erst später ins Cerebellum und trägt zu den 

Astrogliazellen der WM und IGL bei (Marzban et al., 2014). Diese zweite Welle wird 

womöglich durch die GFAP+ Zellen dargestellt, die ich an P4 im VMS nachweisen 

konnte (Abb. 5 a).   
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GFAP wird nicht von Anfang an in allen später GFAP+ Zellen exprimiert (Eng, 1985; 

Yuasa, 1996). Wenn man jedoch für die folgende Überlegung alle GFAP+ Zellen als eine 

Gruppe betrachtet, kann man folgern, dass früh emigrierende Pax-2-Zellen den 

cerebellären Kortex erreichen, ehe im Kleinhirn GFAP+ Zellen auftreten, während nach 

P4 emigrierende Pax-2-Zellen dem Einfluss von GFAP+ Zellen in der entstehenden WM 

ausgesetzt sind. 

Bei der Expression von GFAP in der WM konnte ich klare tempororegionale 

Unterschiede feststellen (Abb. 5). Wenn GFAP+ Zellen in der WM die Reifung von Pax-

2-Zellen beeinflussten, würde man ebenso regionale Unterschiede in der Reifung der 

Pax-2-Zellen wie in der Reifung der Astroglia erwarten. Hinweise darauf zeigten sich 

jedoch nicht. Somit ist meinen Beobachtungen zufolge von keiner wesentlichen 

Beeinflussung der Pax-2-Zellen durch GFAP+ Zellen in der WM auszugehen. 

Das von mir beschriebene Expressionsmuster von GFAP in der grauen Substanz zeigt, 

dass die verschiedenen Bereiche des cerebellären Kortex sowie der DCN, die durch 

jeweils verschiedene inhibitorische IN charakterisiert sind, auch von jeweils 

verschiedenen Astrogliazellen besiedelt werden. So findet man in der ML Bergmann-

Glia zusammen mit Korb- und Sternzellen, in der IGL GFAP+-protoplasmatische 

Astroglia mit Golgi und anderen schichtspezifischen IN, und in den DCN GFAP- 

Astroglia und DCN spezifische IN. Dies impliziert, dass die Reifung von Pax-2-Zellen 

durch Astroglia zwar nicht in der WM, aber lokal in den jeweiligen Schichten durch 

schichtspezifischen Astroglia in der terminalen Differenzierung der IN beeinflusst wird. 

Außerdem zeigten meine Untersuchungen, dass Astroglia in den DCN während ihrer 

gesamten Entwicklung GFAP-negativ sind (Abb. 5 a, c, e). Die Astroglia der DCN 

exprimieren zudem Olig 2 (Tatsumi et al., 2018), was ein Charakteristikum GFAP-

negativer Astroglia zu sein scheint. 

Die Korrelation der morphologischen Differenzierung von Mikroglia und des Erscheinens 

GFAP+ Astroglia ist am besten in den Spitzen der lobulären WM zu beobachten (Abb. 5, 

6). Dort beobachtete ich, dass zunächst runde Mikrogliazellen erschienen, gefolgt vom 

Auftreten GFAP+ Astroglia. Nach dem Erscheinen der Astroglia ändert sich die 

Morphologie der Mikroglia von einer runden, amöboiden in eine verzweigte, reife Form. 
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Dieselbe Reihenfolge wurde von Dalmau et al. (1997) auch im Hippocampus 

beobachtet. Mikroglia stimulieren die Proliferation von Astroglia und deren Reifung, in 

deren Rahmen Astroglia GFAP exprimieren (Antony et al., 2011; Giulian et al., 1988; 

Nakanishi et al., 2007). Andererseits kontrollieren differenzierte Astroglia die Reifung 

von Mikroglia (Pont-Lezica et al., 2011; Rezaie, 2003; Reemst et al., 2016; Tanaka und 

Maeda, 1996). Diese wechselseitige Beziehung verdeutlicht, dass ebenso die Reifung 

von Pax-2-Zellen nicht durch einseitige Differenzierungssignale erfolgen muss, sondern 

wahrscheinlich gleichenfalls einem komplexen, wechselseitigen Interaktionsprozess 

unterliegt. 

Da Mikroglia sekundäre Keimschichten besiedeln und dort die Zahl der neuronalen 

Vorläuferzelllen durch Phagocytose regulieren (Kettenmann et al., 2013), untersuchte 

ich, ob Iba-1-positive Mikroglia die WM als sekundäre Keimzone besiedeln und dort 

Pax-2-Zellen phagocytierten. Iba 1 war der einzige von mir untersuchte gliale Marker, 

der bereits an P0 in der WM nachweisbar war. Also sind bereits früh migrierende Pax-2-

Zellen Mikroglia und deren eventuellen Einflüssen ausgesetzt. Ich beobachtete, dass die 

Dichte der Mikroglia mit der Zeit abnimmt und sie sich morphologisch von runden, 

amöboiden zu reifen, verzweigten Mikroglia entwickeln, welche ihre Umgebung 

kontinuierlich überwachen (DiBona et al., 2019; Karperien et al., 2013; Nimmerjahn et 

al., 2005; Reemst et al., 2016). Amöboide Mikroglia persistieren jedoch länger in der 

distalen lobulären WM und in der IGL. Diese Beobachtungen stimmen mit Ashwell 

(1990), Nakayama et al. (2018) und Vela et al. (1995) überein. Demnach sind früh 

migrierende Pax-2-Zellen schon um P0 unreifen Mikroglia exponiert, während spät 

migrierende Pax-2-Zellen in der WM auch auf reife, verzweigte Mikroglia treffen. 

Ab P6/P8 konnte ich sowohl Pax-2-Zellen als auch Mikroglia in der ML und IGL 

beobachten. Dies ist besonders interessant, da Pax-2-Zellen während der Migration 

durch diese Schichten transiente Synapsen formen und Mikroglia überflüssige 

Synapsen modifizieren (Kettenmann et al., 2013, Wefers et al., 2017; Wefers et al., 

2018). Zudem zeigten Nakayama et al. (2018), dass eine Ablation von Mikroglia über 

insuffiziente Signalgebung von Korb- und Sternzellen zu einer Reduktion der 

GABAergen Transmission im sich entwickelnden cerebellären Kortex führt und 

gegebenenfalls eine Verringerung der Dichte der ML zur Folge hat. Dies wirft die Frage 
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auf, ob diese Beobachtungen durch eine verhinderte Migration von Pax-2-positiven 

Korb/Stern-Vorläuferzellen nach Ablation von Mikroglia zu erklären ist, und beleuchtet, 

wie vielseitig die Interaktionen von Mikroglia und dem sich entwickelnden Cerebellum 

sind. In den hier vorliegenden Ergebnissen zeigte sich jedoch keine auffällige 

Kolokalisation von Pax-2-Zellen und amöboiden Mikroglia in der WM, die für eine 

mögliche Apoptose und Phagocytose von Pax-2-Zellen in der WM sprechen würde.  

Ich untersuchte die Expression von P75NTR, da dieser ein „readout“ für shh, einen 

möglichen Einflussfaktor auf Pax-2-Zellen in der WM, darstellt (Küchler et al., 2011). So 

konnten Fleming et al. (2013) mithilfe des Gli1-Transgenes zeigen, dass die Proliferation 

von IN- sowie glialen Vorläuferzellen in der WM shh-abhängig ist. Dahingegen ließen 

sich keine Pax-2-Zellen nachweisen, welche auch P75NTR+ waren (Abb. 8). Ebenso 

zeigten sich keine anderen P75NTR+ Zellen in der WM, mit Ausnahme vereinzelter, stark 

Hoechst-positiver Strukturen an P0, welche womöglich fehlplatzierte GCs darstellen, die 

durch MAG/p75-vermittelte Apoptose eliminiert werden (Fernández-Suárez et al., 2019). 

Hingegen waren in den von mir untersuchten Schnitten in Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen von Küchler et al. (2011) und Rahimi et al. (2016) Zellen in der EGL und 

PCs P75NTR-positiv. Dies zeigt, dass sich der shh-Signalweg in Pax-2-Zellen, wenn sie 

ebenso wir ihre Vorläufer shh-sensitiv sind, von dem in GCs unterscheidet. Letztere 

exprimieren P75NTR nach Stimulation mit shh (vergleiche Küchler et al., 2011). Eine 

weitere Folgerung, die aus meinen Ergebnissen abgeleitet werden kann, ist, dass IN-

Vorläuferzellen in der WM kaum als Vorläufer für das P75NTR+ Medulloblastom  in Frage 

kommen (vergleiche Pietsch und Haberler, 2016). 

Pax-2 wird ab der S-Phase der letzten Mitose exprimiert, und somit sind Pax-2-Zellen 

weitestgehend postmitotisch (Luca et al., 2016; Weisheit et al., 2006). 

Dementsprechend ist meine Beobachtung, dass die meisten Pax-2-Zellen PH3 negativ 

sind (Abb. 7), nicht überraschend. Des Weiteren konnte ich darstellen, dass es keine 

besondere Assoziation von Pax-2-Zellen und sich teilenden Zellen gibt (Abb. 7). 

Während an P4 ähnlich viele mitotische, PH3+ Zellen in der WM wie in der EGL 

vorlagen, änderte sich diese Verteilung an P6 zugunsten der EGL. Da die meisten Pax-

2-negativen Vorläuferzellen bis P5 ihre letzte Mitose durchlaufen, stellen mitotische 

Zellen in der WM bis P4 vermutlich sowohl gliale Vorläuferzellen als auch Pax-2-
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negative IN Vorläuferzellen dar (Buffo und Rossi, 2013; Carletti und Rossi, 2008; Leto et 

al., 2016 a). 

Eine Übersicht meiner Charakterisierung der WM zu definierten Zeitpunkten sowie der 

jeweiligen Entwicklungsschritte der IN ist nochmals in Tabelle 1 zusammengefasst. 
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Tab. 1: Zusammensetzung der WM zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten. Darstellung der von mir erstmalig so 
untersuchten Zusammensetzung und Reifung der WM in Zusammenschau mit dem Vorliegen und der Entwicklung von 
Pax-2-Zellen (vergleiche Leto et al., 2016 a; Weisheit et al., 2006). Diese Tabelle liefert die Grundlage zur Identifikation 
möglicher Quellen der Signalmoleküle, welche Pax-2-Zellen in der WM prägen und umprogrammieren können, und stellt 
somit eine Basis für weitere Untersuchungen dieser außergewöhnlichen Differenzierungsprozesse dar. 
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1.6 Zusammenfassung 

Während der Entwicklung des Cerebellums wandern die Vorläufer seiner inhibitorischen 

Interneurone (IN) durch die sich entwicklende weiße Substanz (WM). Diese dient als 

instruktive Nische für die Differenzierung jener anhand ihrer Expression von Pax-2 

identifizierbaren IN-Vorläuferzellen. Die auf diese Pax-2+ Zellen einwirkende Signale 

sind bislang nicht bekannt. In meiner Arbeit untersuchte ich immunhistochemisch murine 

Cerebella zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten, um die zelluläre Zusammen-

setzung der WM zu charakterisieren und somit die Mechanismen, die die außergewöhn-

liche Differenzierung der Pax-2+-Zellen ermöglichen, tiefer zu ergründen. Dazu verglich 

ich die räumliche Verteilung migrierender Pax-2+-Zellen mit anhand verschiedener Dif-

ferenzierungsmarker identifizierter glialer Zellen sowie mit der Lokalisation proliferieren-

der Zellen. Ich konnte zeigen, dass früh migrierende Pax-2+-Zellen die WM verließen, 

ehe dort die meisten von mir analysierten glialen Marker exprimiert wurden. Eine Aus-

nahme dazu bildeten Iba-1+ Mikrogliazellen, die ich bereits dem Tag der Geburt in der 

WM nachweisen konnte. Im weiteren Verlauf kommen später migrierende Pax-2+-Zellen 

mit einer zunehmenden Zahl reifender Glia in Kontakt.  Abhängig vom Zeitpunkt ihrer 

Migration durch die WM sind Pax-2+-Zellen also mit einer sich dynamisch verändernden 

Umgebung konfrontiert. Ich konnte zudem zeigen, dass reifende Glia Pax-2+-Zellen nicht 

aus der WM verdrängen. Außerdem stellte ich fest, dass Astroglia in den tiefen Kernen 

des Kleinhirns GFAP-negativ sind. Auf den migrierenden Pax-2+-Zellen ließ sich im Ge-

gensatz zu proliferierenden Körnerzellvorläufern kein P75NTR nachweisen. Dement-

sprechend müsste eine eventuelle Wirkung von sonic hedgehoc auf Pax-2+-Zellen von 

P75NTR unabhängig sein. Hier beobachtete anterioposteriore Unterschiede in der Ent-

wicklung der WM, die sich insbesondere anhand der lokalen Reifung von Astro- und 

Oligodendrocyten zeigte, können nicht nur für das Verständnis der Entwicklung des 

Cerebellums wichtig sein, sondern auch für die Pathologie und Therapie verschiedener 

Erkrankungen wie z.B. der hypoxisch-ischämischen Encephalopathie (Gussenhoven et 

al., Stem Cells Transl Med. 10:57-67, 2021). Während meine Untersuchungen zwar 

nicht zur Identifikation der einzelnen Signalmoleküle führten, die Pax-2+-Zellen repro-

grammieren können, so grenzen sie doch die möglichen Quellen dieser Einflussfaktoren 

ein. Die Expression von Signalmolekülen, die die Pax-2+-Zellen beeinflussen können, 

sollten zeitlich mit der Expression der von mir charakterisierten Markern korrelieren. 
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